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Résumé

Le cancer reste 'une des maladies les plus dévastatrices au monde, responsable de
plus de 20% de tous les déces, définis comme une prolifération cellulaire anarchique et
incontr6lée qui se propage rapidement aux tissus sains. Les systémes de libérations contrdlées
de médicaments offrent de grandes opportunités pour le développement de nouvelles
stratégies non invasives pour le traitement des cancers et le principal avantage de ces
systemes est représenté par leur capacité a s'accumuler dans les tumeurs par une perméabilité
et un effet de rétention améliorés. Dans le cadre de ce travail de thése, des systemes hybrides
innovants d'administration de médicaments, a base de polymeére contenant a la fois des
nanoparticules magnétiques ainsi qu'un médicament antitumoral, ont été développés afin

d'améliorer l'efficacité du traitement antitumoral.

Deux axes de recherches ont été explorés : des nanoparticules hybrides magnétiques ;
des nanocapsules obtenues par la condensation interfaciale entre le chitosane et le poly (N-
vinyl pyrrolidone-anhydride alt-itaconique) et des nanospheres magnétiques a base de
chitosane obtenues par double réticulation en emulsion inverse. Les nanoparticules hybrides
(nanocapsules et nanospheres) formées sont caractérisées afin d'en déterminer la forme et la
taille ; ces particules sont de quelques dizaines a quelques centaines de nanometres de
diametre. Le MEB a confirmé leur taille nanométrique et leur forme sphérique bien définie.
Ces nanocapsules et nanospheres magnétiques ont permis I'encapsulation d'une quantité
accrue de 5-fluorouracile (medicament model) et ont présenté une libération contrblée de
médicament. Des études in vitro ont révélé que les nanocapsules hybrides chargées de
médicament étaient capables d'induire un effet cytostatique sur les cellules MCF7 du

carcinome du sein, comparable a celui du médicament libre.

Mots clés: nanocapsules hybrides; nanospheres hybrides; polymeres intelligents;

nanoparticules magnétiques ; 5-fluorouracile; thérapie antitumorale; carcinome du sein.



Abstract

Cancer remains one of the world’s most devastating diseases, responsible for more
than 20% of all deaths that is defined as uncontrolled proliferation of cells and rapidly spread
to healthy tissues. Controlled drug delivery systems offers great opportunities for the
development of new non-invasive strategies for the treatment of cancers and the main
advantage of these systems is represented by their capacity to accumulate in tumors by
enhanced permeability and retention effect. As part of this thesis work, innovative hybrid drug
delivery systems, based on a polymer containing both magnetic nanoparticles as well as an
antitumoral drug, was developed in order to improve the efficiency of the antitumoral

treatment.

We focused our research on two types of hybrid magnetic nanoparticles: nanocapsules
obtained by the interfacial condensation between chitosan and poly(N-vinyl pyrrolidone-alt-
itaconic anhydride) and magnetic nanospheres based on chitosan obtained by double
crosslinking in reverse emulsion. The hybrid nanoparticles (nanocapsules and nanospheres)
formed is characterized in order to determine their shape and size; these particles are from a
few tens to a few hundred nanometers in diameter. SEM confirmed their nanometric size and
their well-defined spherical shape. These nanocapsules and nanospheres allowed the
encapsulation of an increased amount of 5-Fluorouracil and presented a controlled drug
release. In vitro studies have revealed that these drug-loaded hybrid nanocapsules were able to

induce a cytostatic effect on breast carcinoma MCF7 cell, comparable to that of free drug.

Keywords: hybrid nanocapsules; hybrid nanospheres; smart polymers; magnetic

nanoparticles; 5-Fluorouracil; antitumoral therapy; breast carcinoma.
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Introduction générale

Le cancer reste 'une des maladies les plus dévastatrices au monde, responsable de
plus de 20% de tous les déces, définis comme une pathologie dégénérative conduisant a une
hyper-prolifération cellulaire anarchique et incontrélée [1]. D’aprés le Centre international de
Recherche sur le Cancer (CIRC), le fardeau mondial du cancer atteint 18,1 millions de
nouveaux cas et 9,6 millions de décés en 2018; ces chiffres montrent bien la gravité de cette
maladie. Face a ce fléau, la découverte de nouveaux traitements contre le cancer est I'une des
priorités de la recherche dans le monde; des efforts considérables sont déployés pour trouver
une stratégie de traitement compétente, bien que seul un succeés limité a été obtenu a ce jour.
La dangerosité d’un cancer et les chances de guérison dépendent principalement du type de
cancer, de sa taille, de sa localisation et de son stade d’évolution, plus un cancer est avance,

plus sa complexité de traitement augmente.

Les traitements classiques du cancer comprennent la chirurgie, la chimiothérapie et la
radiotherapie ou leur association, généralement celle-ci rencontre une série d'inconvénients
tels que: mauvaise biodisponibilité, besoins a doses élevées, effets secondaires indésirables
(cytotoxicité, neurotoxicité, néphrotoxicité), faibles indices thérapeutiques, développement
d'une résistance multiple aux médicaments, et ciblage non spécifique [2-5]. Malgré la grande
gamme de médicaments disponibles sur le marché, il existe encore aujourd’hui de nombreux
soins thérapeutiques non satisfaisant. Pour répondre a ces besoins, 1’industrie pharmaceutique
se doit de développer des medicaments réellement innovants conduisant a une amélioration
significative du service medical et au traitement de maladies jusqu’ici sans option
thérapeutique. L'application des nanotechnologies a l'oncologie présente de nombreux
avantages [6]; elles ouvrent la voic a diverses thérapies permettant d’éliminer les cellules
cancéreuses ; I’utilisation de nanoparticules pour le traitement des maladies complexes reste
le moyen le plus intelligent pour améliorer les thérapies existantes. Le développement de
nouveaux nanoparticules chargés de medicaments (nanoparticules, nanocapsules, liposomes et
micelles) peut offrir de grandes opportunités dans le traitement du cancer car elles présentent
plusieurs avantages tels que: facilite la distribution intratumorale, protége le principe actif de
la dégradation prématurée et permet une libération prolongée et contrdlée de médicaments [2,
7, 8]. Les nanoparticules constituent des supports intéressants, compte tenu de la large palette
de propriétés physiques et chimiques qu’elles peuvent offrir. De plus, elles peuvent étre
couplées entre elles et permettent également une grande variété de fonctionnalisations

chimiques de surface. De telles propriétés offrent ainsi une tres vaste gamme d’applications
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potentielles. Les nanoparticules polymeéres constituent la principale branche des
nanotechnologies utilisable a des fins diagnostiques et thérapeutiques; les polymeres sont
largement utilisés dans la préparation des systéemes particulaires et occupent une place
importante dans ce domaine. Il existe deux types structuraux de nanoparticules polymeéres: les
nanocapsules et les nanosphéres; au cours de ce travail, nous nous sommes intéresses a ces
deux types. Les nanoparticules avec une forme sphérique et une texture lisse sont considerés
comme idéaux pour administrer des agents chimiothérapeutiques sur les tumeurs solides, afin
de les transporter facilement a travers le systeme vasculaire tumoral et dans les cellules

tumorales [9].

On voit que les avancées réalisées dans le domaine de [utilisation des
nanotechnologies ont permis de rendre les medicaments plus « intelligents ». Des efforts
considérables ont été consacrés au développement de nanotransporteurs multifonctionnels qui
delivrent des agents anticancéreux directement aux tissus malades via des stratégies de
ciblage sophistiquées [10]. L'intégration de nanomatéeriaux inorganiques (par exemple des
nanoparticules d'or, des nanoparticules magnetiques et des nanotubes de carbone...) dans
diverses nanoparticules multifonctionnelles, a démontré un grand potentiel dans la thérapie du

cancer [11].

Les systéemes d'administration de médicaments basés sur des nanoparticules
magnétiques ont attiré une attention croissante en raison de leurs applications potentielles
dans l'imagerie par résonance magnétique, la thérapie photodynamique et l'administration
ciblée de médicaments [12]. Les NPs magnétiques sont constitués d'éléments magnétiques,
tels que le fer, le nickel, le cobalt, le chrome, le manganése, le gadolinium et leurs composes
chimiques; les NPs magnétiques les plus explorées étant les nanoparticules de ferrite [13]. Ces
nanoparticules ont une distribution de taille étroite, une bonne dispersibilité, une bonne
biocompatibilité, une faible toxicité et une stabilité chimique élevée dans des conditions
physiologiques et sont des candidats prometteurs pour des nanotransporteurs
multifonctionnels en raison de leur superparamagnétisme unique et fascinant [14]. Des études
antérieures ont montré que l'utilisation de NPs magnétiques comme générateurs de chaleur
peut induire une mort cellulaire localisée [15]. S'inspirant de ces découvertes, les chercheurs
ont cherché a combiner la chimiothérapie et la thermothérapie afin de parvenir a un traitement
efficace du cancer [16]. L’association de propriétés magnétiques dans des micro- OU
nanoparticules présente plusieurs intéréts dans le domaine de la vectorisation. Les propriétés

magnétiques de ces matériaux conferent aux vecteurs une fonctionnalité qui ouvre des
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perspectives vers de nouvelles applications thérapeutiques originales, comme le ciblage par
guidage magnétique et la magnétocytolyse induite par hyperthermie, et diagnostics, comme le

contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM).

Les objectifs de ces travaux de these ont consisté a développer et étudier de nouvelles
nanoparticules biocompatibles de taille nanométrique destinées a étre administrées par
injection intraveineuse, et ayant pour vocation de véhiculer des agents thérapeutiques et/ou
diagnostiques. Ces travaux de recherche proposent deux nouveaux nanosystémes hybrides
magnétiques polymériques pour des thérapies innovantes pour lutter contre le cancer; chacun

de ces systemes présente une particularité intéressante:

> La premiére approche originale proposée dans cette étude était de développer un
systéme hybride innovant utilisant des nanocapsules (NCs) basés sur un polymeére naturel
[chitosane (CS)] et un polymere synthétique [poly (N-vinyl pyrrolidone-anhydride alt-
itaconique) (poly (NVPAI))] contenant a la fois des NPs magnétiques d’oxyde de fer et un
médicament modéle antitumoral (5-fluorouracile), afin d'améliorer l'efficacité du traitement
antitumoral. Rata et al., [2] ont déja obtenu avec succes des NCs non magnétiques a base de
chitosane et de poly (NVPAI) par condensation interfaciale. L'originalité de ce systéeme
repose sur le fait que le copolymere synthétique forme la couche extérieure de la membrane
polymérique des NCs. L'encapsulation des NPs magnétiques dans les NCs polymeriques peut
avoir deux effets bénéfiques: d'une part, les NCs hybrides obtenus peuvent étre dirigés
notamment a l'aide d'un champ magnétique externe vers la cible et, d'autre part, I'application
d'un champ magnétique externe alternatif peut conduire a une augmentation de la température
dans les cellules tumorales induisant un effet hyperthermique qui détruira les cellules
tumorales.

» La deuxiéme approche est de proposer le développement d’un nanosystéme hybride
magnétique sous forme de nanosphéres magnétiques a base de chitosane contenant le 5-
Fluorouracile, un systeme biocompatible destiné a I’administration intraveineuse et
permettant la libération contrdlée de médicament. Ce systéme peut éEtre utilisé pour les méme
applications que le premier systeme de nanocapsules magnétiques. L'originalité de ce travail
est le procédé d’obtention des nanosphéres magnétiques a base de chitosane. La technique
utilisée est la double réticulation (ionique et covalente) en émulsion inverse qui assure la

stabilité mécanique du support polymeére.

Le chitosane est un polysaccharide linéaire d'unités N-acétyl glucosamine et

glucosamine distribuées de maniere aléatoire, il recoit actuellement un grand intérét pour leurs

3
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applications dans le domaine médical et pharmaceutique en raison de leurs propriétés
intéressantes comme, de biodegradation contrdlable, une biocompatibilité, une hydrophilie,
une non-toxicité, une non-antigénicité et une activité antimicrobienne [17 - 20]. Le CS a une
réactivité élevée et peut étre facilement fonctionnalisé en raison de ses groupes hydroxyle et
amine trouvés en grand nombre au long de sa chaine, qui permet la réaction avec différents
agents de réticulation [21]. De plus, il a été largement utilisé pour l'administration de
médicaments et les applications d'ingénierie tissulaire [22]. Comparés aux polymeéres naturels,
les polyméres synthétiques ont une grande pureté, une bonne reproductibilité et peuvent étre
assuré un long temps de libération de I'agent thérapeutique [23]. Dans la présente étude, un
copolymere alterné d'anhydride itaconique avec de la N-vinyl pyrrolidone a été utilisé comme
copolymere synthétique utilisé pour la synthese des NCs magnétiques. Ce copolymeére se
caractérise par une réactivité élevee dans des conditions douces de températures grace au
cycle anhydride qui s'ouvre facilement sous l'action d'agents nucléophiles, comme le

groupement amine du chitosane, sans la présence de catalyseurs supplémentaires.

Les nanoparticules hybrides magnétiques (NCs et NSs) préparées ont été chargées de
5-fluorouracile, ce dernier est une molécule modéle sélectionnée dans le cadre de ce projet de
these pour leur intéressante propriété anti-tumorale, un medicament anticancéreux a large
spectre utilisé depuis environ 40 ans pour traiter le cancer du sein, les cancers de la téte et du

cou, le cancer de l'estomac, le cancer du c6lon et certains cancers de la peau [24].

La thése de doctorat intitulée ‘“Micro et nanoparticules magnétiques a base de
polysaccharides pour le transport a cible des médicaments antitumorales ” se compose de
deux parties : la partie bibliographique et la partie expérimentale, ils sont architecturés en 5
chapitres, dont les deux premiers chapitres (I et 1) présentent un large éventail sur la
recherche bibliographique, tandis que les autres chapitres (I1I, 1V et V) présentent les

différents résultats expérimentaux de notre travail.

La partie théorique débute par un chapitre de revue de la littérature illustrant d’une
part la problématique du cancer et les principales thérapies utilisées actuellement et d’autre
part quelques généralités sur les systemes de vectorisation, systemes polymere—médicament a
libération contrélée leur classification et leur mécanisme. La derniere partie de ce chapitre est

consacrée a la description des polymeres utilisés au cours de ce travail.

A la suite de ce chapitre introductif, nous présentons dans le Chapitre Il des
généralités sur les systéemes nanoparticulaires : leurs importances, leurs classifications ainsi
que leur application dans le domaine médicale. Notre intérét se portera particulierement sur

4
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les nanoparticules polymeres (nanosphéres et nanocapsules) et sur les nanoparticules
magnétiques. Ce chapitre se focalise aussi sur les nanosystémes de polymére magnétique.

Chapitre 111 décrit le matériel, les réactifs, et les méthodes de synthéses des différents
types de nanoparticules. Les protocoles expérimentaux les techniques de caractérisation
physico-chimique et biologique des nanomatériaux utilisées lors de cette thése sont présentés
dans ce chapitre.

Les Chapitres 1V rassemble les principaux résultats expérimentaux de : synthese et
caractérisation (structurale, morphologique, gonflement dans les milieux aqueux, capacité de
chargement et de libération des principes actifs) des nanocapsules magnétiques a base de poly

(N vinylpyrrolidone -alt- anhydride itaconique) et de chitosane.

Chapitre V rapporte les résultats originaux obtenus dans la préparation de nanospheéres
magnétiques a base de de chitosane par la méthode de double réticulation en émulsion inverse
et leurs interpretations.

Enfin, ce manuscrit se cloture par une conclusion générale et par 1’énumération de

quelques perspectives.
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1.1. Introduction

De nombreuses maladies subies par I’homme ont ét¢ étudiées pour étre combattues. La
plupart de ces pathologies sont traitées grace a 1’utilisation de médicaments. Certains de ces
médicaments sont des composés chimiques alors que d’autres sont des produits biologiques.
Malheureusement, la plupart de ces médicaments peuvent conduire a des effets secondaires
indésirables. Face a ces constatations, la recherche s’est orientée vers une autre stratégie : la
vectorisation des agents anticancéreux usuels, déja bien connus, mais non spécifiques. Par
conséquence 1’adressage ciblé de molécules thérapeutiques vers un site d’action spécifique
(un tissu ou une cellule malade) constitue actuellement un défi majeur pour le traitement de
maladies cancéreuses et infectieuses [1]. L'élaboration des systéemes complexes de libération
nécessitent l'utilisation de matériaux avec des propriétés favorables au contact avec le tissu
humain. De nombreuses études dans le domaine montrent l'importance et l'utilité des
polymeéres, mettant en évidence leurs propriétés de biocompatibilité et d'antigénicité, qui font
des composés macromoléculaires des candidats idéaux a I'élaboration des matrices pour

I'inclusion et la libération des médicaments.

Dans ce chapitre théorique, nous commencerons par une bréve introduction sur le
cancer, puis, nous présenterons des notions fondamentales sur les systémes de vectorisation
des médicaments, leurs caractéristiques et leurs avantages. Ensuite, nous mentionnerons
« Systemes polymere—-médicament a libération controlée de médicament» et nous

terminerons ce chapitre avec la présentation des polymeres les plus fréquemment utilisés.

1.2. Généralités sur le Cancer
1.2.1. Définition

Le cancer est une pathologie dégénérative caractérisée par la prolifération
incontrolable et anarchique de certaines cellules. Sous ’effet de facteurs carcinogénes (virus,
irradiation, tabac, polluant, exposition intensive au soleil...), la cellule va voir son capital
génetique modifié et perdre certaines de ses caracteristiques, notamment sa capacité
d’apoptose, elle tend alors a étre « immortelle ». Les cellules cancéreuses se reproduisent a
I'infini, la masse tumorale devient de plus en plus importante et au-dela d’une certaine taille,
la tumeur va créer son propre réseau vasculaire qui lui permettra de se ravitailler de maniere
active. Autrement dit, les cellules proliferent d'abord localement, puis dans le tissu avoisinant,
puis a distance ou elles forment des métastases. Le mot cancer ne désigne pas une mais tout

un groupe de maladies qui peuvent étre trés différentes les unes des autres. Il existe plus de
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200 types de cancers; chaque type a ses propres caractéristiques [2]; leur point commun étant
une prolifération rapide de cellules anormales. A 1’origine de prés de 10 millions de décés

en 2020, le cancer est une des principales causes de mortalité dans le monde [3].

La majorité des cancers se développent sous la forme de tumeurs solides constituées
de deux parties distinctes : a) les cellules tumorales ou cellules prolifératives anormales et b)
un tissu de soutien non-tumoral, appelé stroma, qui assure les apports nutritifs [4]. Ce dernier
comprend le tissu conjonctif, les vaisseaux, les leucocytes et la matrice extracellulaire dans

laguelle se situe la vascularisation de la tumeur (Figure 1.1).

Cellules
tumorales

o0 8L Cellules
=~ normales

\ikaean o Alimentation
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sanguine a la

sanguin
tumeur

Figure 1.1 : Structure simplifiée d’une tumeur cancéreuse.

Un effort important de recherche et développement de la part des milieux académiques
et industriels est consacré au diagnostic et au traitement du cancer. Les équipes médicales

disposent actuellement de plusieurs types de traitements pour lutter contre le cancer.

1.2.2. Les traitements anticancéreux

Différents traitements ont été développés pour chaque type de cancers, dans le but de
déclencher la destruction des cellules cancéreuses et 1’arrét de leur prolifération incontrolée.

Les principales méthodes thérapeutiques sont les suivantes :

e La chirurgie: Les actes de chirurgie ont pour objectif 1’ablation définitive de la
tumeur et de ses extensions ainsi que celle des ganglions affectés. Elle impose souvent
d’enlever également une partie du tissu sain ce qui rend cette technique assez dévastatrice. La
chirurgie est utilisée dans environ 80 % des cas dans un but diagnostic, curatif, palliatif ou de
réparation. Cependant, c’est une technique lourde pour le patient, mais qui s’avére souvent
utile pour les petites tumeurs localisées. Lors de cancers métastasés, les médecins feront

néanmoins appel a d’autres techniques.
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e La radiothérapie : Elle consiste & exposer une zone tumorale a des radiations de

haute énergie afin de détruire les cellules cancéreuses. Les radiations utilisées sont des rayons

X, des rayons gamma ou des particules ionisées (protons). Elles sont souvent produites grace

a des accelérateurs de particules ou des sources radioactives. C’est une technique plus ciblée

que la chirurgie et moins destructrice des cellules saines voisines.

e La chimiothérapie : Les traitements anticancéreux les plus fréqguemment utilisés
aujourd’hui sont des chimiothérapies. En effet, c’est une thérapie qui consiste en
I’administration de substances chimiques (toxiques) qui vont réduire la croissance des cellules
tumorales (blocage de la prolifération des cellules cancéreuses) ou induire leur destruction.
Dans le cas d’un cancer métastatique, les traitements locaux comme la radiothérapie ou la
chirurgie ne sont plus adaptés, seule la chimiothérapie est capable d’atteindre toutes les
cellules malignes et d’assurer leur destruction. Mais les cellules saines environnantes

subissent aussi des dommages, a I’origine des effets secondaires.

Pour améliorer Defficacité du traitement, les thérapies traditionnelles (la chirurgie, la
radiothérapie, la chimiothérapie) sont de plus en plus souvent associées a de nouvelles
thérapies prescrites en fonction des caractéristiques moléculaires de la tumeur: thérapies
ciblées, immunothérapie, hormonothérapie, photothérapie dynamique (PDT), thermothérapie
(PTT)....etc

e Les thérapies ciblées : Depuis plusieurs années, une nouvelle classe de médicaments
est utilisée souvent en association aux chimiothérapies classiques [5]. On parle de traitements
cibles puisque contrairement aux chimiothérapies classiques qui limitent la multiplication des
cellules, ces thérapies ciblées visent les mécanismes de la cancérisation des cellules. Par
conséquent, les effets secondaires sur les cellules saines sont diminués, comme espoir
’obtention d’une meilleure efficacité associée a une toxicité plus limitée. En comparaison aux
chimiothérapies classiques, les thérapies ciblées sont bien tolérées par les patients. Une
hypertension artérielle modeérée peut étre fréquente chez les patients et dans quelques cas des
problémes plus importants au niveau sanguin peuvent survenir du fait de I’utilisation des anti-

antigéniques.

Malgré la grande gamme de médicaments disponibles, ’efficacité de la plupart des
agents anticancéreux utilisés en chimiothérapie est limitée par leur manque de spécificité.

Suite a une administration parentérale [6,7], ces anticancéreux se distribuent en effet dans

10
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I’organisme sans aucune différentiation entre tissus sains et pathologiques, ce qui peut

entrainer une toxicité importante et des effets secondaires.

1.2.3. Les effets secondaires

Plusieurs agents anticancéreux sont souvent associés pour obtenir une synergie des
effets thérapeutiques. Malheureusement I’administration de toute molécule anticancéreuse
s’accompagne de I’apparition d’effets secondaires chez les patients. En effet, certaines
cellules cancéreuses peuvent étre d’emblée résistantes lors de I’administration des premiéres
cures de chimiothérapie comme dans le cas du mélanome, du cancer du rein et de nombreux
sarcomes, ou bien, elles peuvent étre chimiosensibles au début du traitement, mais
développent par la suite des capacités de résistance au cours de ce traitement. Par exemple le
cas des agents alkylants qui provoquent des cancers hématologiques secondaires, qui
apparaissant quelques années apres le traitement [8]. Les effets peuvent également résulter
d’une perturbation de 1’homéostasie induite par 1’administration de la molécule active,
autrement dit étre induits indirectement. Ainsi les nausées et vomissements, associés a
quasiment tous les traitements chimiothérapeutiques et surgissant chez 70 a 80% des patients,
sont liés a de multiples causes (infections, déséquilibre des taux plasmatiques en sels, atteinte
de certains centres nerveux centraux, etc). Les effets secondaires les plus courants associés a
la chimiothérapie concernent des perturbations du fonctionnement du tractus gastro-intestinal
[9] et de celui de I’hématopoiese [10]. Parmi tous les effets recenses, certains peuvent mettre
la vie du patient en danger, en particulier parmi les effets hématologiques et cardiaques [11] ;
d’autres se manifestent aprés I’arrét du traitement. Les effets indésirables graves induits par
les médicaments chimiothérapeutiques sur les tissus et organes sains sont les principales

raisons du taux de mortalité élevé des patients cancéreux [12].

Le tableau 1.1 présente les anticancéreux les plus couramment utilisés et leurs effets
secondaires. Par ailleurs, plusieurs anticancéreux puissants présentent une faible solubilité en
milieux aqueux, sont susceptibles de se dégrader en milieu physiologique ou sont éliminés du
corps humain avant méme d’atteindre I’organe ou le tissu ciblé. Il faut alors en administrer
des doses importantes ou diminuer ’intervalle entre deux injections pour obtenir une action

thérapeutique appropriée, ce qui augmente encore le risque d’effets indésirables.

11
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Tableau 1.1 : Exemples des agents anticancéreux couramment utilisés en chimiothérapie et

leurs effets secondaires (d’apres Estanqueiro M. et al. [13]).

Médicament Contraintes pratiques et/ou effets secondaires

Risque d’anémie, d’alopécie, de nausées, de vomissements, de fatigue, de

Camptothecine diarrhée et d’éruptions

Effets toxiques sur les cellules a croissance rapide comme celles qui tapissent
Doxorubicine la bouche et I’intérieur des intestins et sur la moelle osseuse.

Affections du cceur et du foie pour des administrations a trés forte dose.

Dose maximale tolérée limitée par néphrotoxicité (mauvais fonctionnement
Cisplatine des reins).

Risque de problémes gastro-intestinaux ou visuels.

Effets toxiques sur la moelle osseuse, le foie, les tissus cardiaques et le tube

5-Fluorouracile digestif.

Réactions d’hypersensibilité séveres, de néphrotoxicité et neurotoxicité.
Paclitaxel

A I’heure actuelle, le challenge de la recherche contre le cancer est de pouvoir élaborer
des agents anticancéreux capables de lutter contre les phénomenes de résistance tout en
entrainant le moins d’effets secondaires possibles. Afin d’épargner la destruction des cellules
saines, il faut cibler plus spécifiquement les cellules cancéreuses et développer des
médicaments présentant une meilleure sélectivité. La vectorisation des médicaments constitue

une voie prometteuse permettant de pallier a ces problémes [14].
1.3. Systéme de vectorisation
1.3.1. Historique

L’origine de la vectorisation des principes actifs remonte au milieu des années
soixante ou un grand nombre de chercheurs ont travaillé pour concevoir les premiers
conjugués polymere synthetique-principe actif. Judah Folkman (université d’Harvard), en
faisant circuler le sang d’un lapin a travers un tube préalablement exposé a un anesthésiant,
provoqua I’endormissement du lapin [15]. Il a constaté donc que le tube pouvait jouer le role
d’un "réservoir" qui peut permettre de libérer la drogue. Cette notion de réservoir n’est que la
premiére étape nécessaire pour développer des nanovecteur d’agents anticancéreux qui ciblent
les tumeurs solides. Une fois la drogue chargée, les nano-vecteurs doivent la transporter a

travers la circulation sanguine, atteindre la tumeur et dans les meilleurs des cas, pénétrer les
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cellules tumorales et libérer la drogue une fois a I’intérieure [16]. Trois dimensions ont été
utilisées pour la vectorisation entre 1970 et 1980, macros puis micros et enfin nanos-objets
[16]. Parmi les ‘‘macro’’ vecteurs commercialisés, on trouve le Vaginal Ring® (contenant un
contraceptif déposé dans le col de I'utérus) et Ocusert® (contenant la pilocarpine contre le

glaucome déposé sur la rétine).
1.3.2. Concept général de la vectorisation des principes actifs

La vectorisation est un ensemble d’approches permettant de transporter une molécule
biologiquement active (entité chimique, peptide, protéine, acide nucléique, etc.) en quantité
suffisante de son lieu d’administration jusqu'a sa cible thérapeutique (association de systéme
de transport avec des principes actifs). Dans ce cas, les principes actifs sont encapsulés et
protégés par un vecteur, puis délivrés de facon contrdlée sur un laps de temps optimal, ce qui
conduit a une augmentation de leur efficacité aprés injection. En conséquence, les
concentrations et fréquences d’injection peuvent étre diminuées permettant ainsi une
meilleure tolérance vis a vis du traitement. Cet adressage peut se faire de maniére spécifique
ou non, au moyen d’un vecteur hydrophile ou hydrophobe n’exer¢ant aucune action
thérapeutique. Le vecteur permet au principe actif de franchir les barriéres biologiques. Ces
barrieres sont des systémes tres complexes faisant intervenir plusieurs éléments (épithélium,
endothélium, membrane cellulaire) et plusieurs composantes (barrieres mécaniques ou
physico-chimiques et barriéres enzymatiques). Ce sont les propriétés du vecteur et non celles

du principe actif qui détermineront le sort du systeme in vivo [17].

Actuellement la vectorisation est en plein développement, elle fait partie des nouvelles
stratégies de prévention et du traitement de différentes maladies, en particulier le cancer [18].
En effet, la grande majorité de nouveaux principes actifs a des propriétés pharmacocinétiques
médiocres avec des caractéristiques physico-chimiques peu favorables au passage des

nombreuses barriéres dans 1’organisme et sont souvent toxiques [19].

Depuis 1’énoncé de la théorie du « Magic Bullet » [20] par I'immunologue allemand
Paul Ehrlich (Prix Nobel 1908), la vectorisation se présente comme l'une des avancées
scientifiqgues majeure et prometteuse dans le domaine des nanotechnologies appliquées a la
médecine. En effet, de nombreux vecteurs ont été élaborés, on cite a titre d’exemples, les
vecteurs viraux appliqués en thérapie génique. On note également un certain nombre de
formulations pour la thérapie anticancéreuse, approuveé par la Food and Drugs Administration

(FDA) comme médicaments pour les traitements cliniques :
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v" Doxil®, une formulation nanoparticulaire de liposome encapsulant la doxorubicine
pour le traitement du sarcome de Kaposi, puis des cancers du sein et de 1’ovaire [21].
v Abraxane®, une formulation nanoparticulaire d’albumine couplée au paclitaxel, pour

le cancer du sein métastatique [22, 23].

La vectorisation permettre de diminuer les effets secondaires ; par exemple, dans le cas du
Doxil®, la vectorisation de la doxorubicine sous forme liposome a permis de modifier le

volume de distribution de la molécule, le réduisant drastiquement (4 L au lieu de 254 L) [24].
1.3.3. Caractéristiques principales des systémes de vectorisation
1.3.3.1. Le vecteur

Dans un systéme de vectorisation, le vecteur est 1’élément cl¢. C’est un objet congu
pour transporter une grande quantité de principes actifs tout en les protégeant et en limitant
son activité pendant le trajet vers les zones ciblées. Pour étre efficace et utilisable en clinique,

le vecteur idéal doit présenter certaines caractéristiques [25, 26]:

= Sa composition doit faire intervenir des composés relativement stables en milieu
physiologique, non toxiques pour 1’organisme, biocompatibles et biodégradables, de

maniére a faciliter leur élimination ultérieure;

» Sataille doit permettre a la fois le transport d’une quantité suffisante de principe actif
et sa diffusion a travers certaines barriéres physiologiques (barriere de 1’endothélium,
barriere hémato-encéphalique, organe, tissu, cellule, noyau cellulaire, etc.) pour

atteindre la cible;

= || doit garder le principe encapsulé de facon stable et active, posséder une grande
spécificité vis-a-vis des cellules ciblées et rester le plus longtemps possible dans la

circulation sanguine pour pouvoir atteindre sa cible;

= Le vecteur doit étre suffisamment stable face a toutes les dégradations et interactions
avec les biomolécules pendant son transport (notamment les protéines plasmatiques
dans le cas d’une administration intraveineuse) et éviter les interactions en dehors de

la zone visée;

= Une fois arrivé au niveau de la zone a traiter, il doit délivrer le médicament a
proximité ou a I’intérieur des cellules ciblées. Ce processus de libération controlée est

envisageable grace aux propriétés de composés associés au vecteur (rupture
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enzymatique, liaison réversible, sensibilité a une variation du milieu comme le pH, la

température, la force ionique, 1’état d’oxydo-reduction);
= Enfin, il doit résister a la stérilisation et étre aisément stocké et administreé.
1.3.3.2. Le principe actif

Le principe actif encapsulé dans le vecteur est un élément tout aussi important dans le
systeme de vectorisation. 1l peut étre de différente nature selon le type de thérapie envisagée :
s’il s’agit d’un géne (ADN, ARN, siARN...), on parlera de thérapie génique (Gene Delivery
System). Le gene sera généralement complexé par interactions électrostatiques avec le vecteur
bien qu’il puisse étre attaché ou encore encapsulé. Si au contraire, nous souhaitons véhiculer
un principe actif (peptide, protéine, molécule anticancéreuse...), nous serons alors dans le
domaine de la libération contrélée de médicaments (Drug Delivery System : DDS). Dans ce
cas, la molécule biologiquement active pourra étre complexée, encapsulée ou bien liée de

maniére covalente par des liaisons facilement clivables.

La réussite des systemes de vectorisation de médicaments nécessite une collaboration
étroite entre plusieurs spécialistes de domaines différents qui sont les chimistes, les galénistes,

les physiologues et les pharmacologues [27].

1.3.4. Avantages de la vectorisation de medicaments

La vectorisation de principes actifs est devenue une science trés demandée car les
systemes a libérations contrdlées comportent plusieurs avantages comparativement aux

systemes classiques [28, 29]. Les principaux points a retenir sont les suivants :

A. Protection de la molécule encapsulée

Beaucoup de molécules biologiquement actives sont physico-chimiquement et/ou
biochimiquement instables dans I’environnement biologique (pH, enzymes, protéines). Leur
encapsulation dans des vecteurs assure une protection contre I’inactivation chimique,
enzymatique ou immunologique, par conséquent améliorer sa stabilité in vivo. Ainsi, les
caractéristiques pharmacocinétiques du médicament sont optimisées. Ce type de vecteurs est
particulierement intéressant pour la vectorisation des principes actifs de faibles durées de vie

in vivo.
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B. Réduction des effets toxiques potentiels du médicament.

De nombreuses thérapies par voie intraveineuse, en particulier le traitement du cancer,
utilisent des molécules toxiques. Pour assurer I’efficacité thérapeutique d’un principe actif; il
est néanmoins nécessaire d’injecter une quantité importante de médicament et/ou de répéter
I’injection pour obtenir 1’efficacité souhaitée, ce qui peut provoquer des effets indésirables
liés a la toxicité de la molécule. La libération progressive permet une diminution du nombre
d’injections, améliore le confort du patient et assure une concentration optimale du

médicament, située au niveau thérapeutique, plus longtemps.

C. Obtention de profils pharmacocinétiques plus favorables.

Augmenter la cinétique de dissolution du principe actif en le présentant sous une
forme finement dispersée, et favoriser 1’absorption de PA a travers la muqueuse intestinale en
contrélant la libération de celui-ci, ce qui permet de la maintenir dans la zone d’efficacité
thérapeutique. Un exemple de cet avantage est illustré schématiquement a la figure 1.2
[30,31].

Sans vectorisation

o
=

dans le sang

== == g = = = = = = Njveau toxique

Vectorisation

= f= = & = = k= = Njveau d’efficacité¢ minimum

\ TS

Injection intraveineuse

Concentration du médicament

Figure 1.2 : Evolution de la concentration plasmatique du principe actif en fonction du

temps avec ou sans vectorisation.

En effet, la concentration en médicament doit dépasser le niveau minimum
d’efficacité, tout en restant inférieure au niveau toxique. Le contréle de la vitesse de libération
du principe actif encapsulé dans un vecteur particulaire peut alors permettre d’assurer une
concentration quasi constante, comprise entre ces deux niveaux, pendant une durée bien
supérieure a celle obtenue avec une administration classique. Le principe actif encapsulé dans

un vecteur pourra étre libéré progressivement par dégradation de la particule sous I’effet de
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certains facteurs précis (pH, température, présence de certaines enzymes, magnétisme) ou par
diffusion du principe actif. Ceci permet de maintenir la concentration en principe actif dans la

fourchette souhaitée.
D. Sélectivité de la libération.

Dans certaines conditions, la vectorisation peut apporter un ciblage du médicament
grace a des ligands a la surface des vecteurs qui sont capables d’interagir avec les récepteurs
des cellules ciblées [32]. Ceci permet a la fois de limiter la biodistribution de médicament au
sein de I’organisme et de réduire les effets secondaires indésirables au niveau des organes
sains. Ainsi, la sélectivité et la spécificité de ces particules vis-a-vis de la cible peuvent
permettre d’améliorer 1’efficacité du principe actif [27, 33]. Le ciblage des zones a traiter
permet également une réduction des effets secondaires des médicaments, tout en augmentant
leur efficacité [34].

I.4. Systemes polymere-médicament pour libération controlée de médicament
1.4.1. Notions fondamentales

La recherche dans le domaine des "médicaments du futur" vise a obtenir des systémes
pharmaceutiques, ou des dispositifs d'administration de médicaments, caractérisés par des
caractéristiques telles que: libération prolongée de médicaments, libération contrdlée de
médicaments dans la quantité et la vitesse souhaitée pour entrer dans 1’organisme, le transport
de la substance médicinale (vectorisation) vers le lieu d’action pharmacologique, ou elle céde
en quantité et a la vitesse nécessaires aux processus biologiques ou au traitement de 1’état

pathologique [35].

L’adressage de molécules d’intérét thérapeutique vers un tissu cible est un défi majeur
a relever dans le domaine de la « Drug Delivery ». La plupart des systémes conventionnels
assurent la libération immédiate du médicament, sans avoir a controler le taux de libération.
Considérons une formulation médicamenteuse conventionnelle de principe actif sous sa forme
native. La figure.l.3.A présente les profils de dissolution du principe actif dans le sang en
fonction du temps dans le cas d’une administration par voie orale ou intraveineuse. Pour de
telles situations, il est difficile de maintenir la concentration nécessaire a la thérapie (dose
thérapeutique) sur de longues périodes. Pour atteindre et maintenir des concentrations
thérapeutiques efficaces, des doses répetées sont necessaires, ce qui entraine des variations
importantes des concentrations thérapeutiques, la durée de I’effet thérapeutique dépendant de

la fréquence d’administration du médicament et de sa demi-vie ; les possibilités offertes sont
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alors soit d’augmenter la concentration administrée (figure.l.3.B) ou de multiplier le nombre
d’administrations (figure.1.3.B”). La plupart du temps, ces techniques sont contraignantes pour
le patient ; en raison de la présence de ces variations dans les concentrations thérapeutiques du
médicament, le niveau de médicament peut tomber en dessous de la concentration efficace
minimale (entre deux doses successives) ou dépasser la concentration minimale toxique,
entrainant ainsi 1’apparition d’effets secondaires indésirables ou 1’absence de [I’effet
thérapeutique souhaité chez le patient [36,37]. De plus I’action thérapeutique est non ciblée et

s’adresse aussi bien aux zones 1ésées qu’aux tissus sains.

Afin de pallier aux limites des formulations conventionnelles, le vingtiéme siecle a vu
naitre un intérét grandissant pour le développement de systéme a relargage contr6lé. Parmi
ceux-ci, on peut citer les systemes a relargage prolongé de principe actif (sustained release
delivery) qui parviennent a maintenir sur un laps de temps contr6lé une concentration
thérapeutique de principe actif dans le plasma sanguin (figure.l.3.C). Bien que plus
confortable pour le patient, ce type de systéme ne permet toujours pas de cibler 1’action du

principe actif et, de ce fait, ne limite pas les effets secondaires possibles.

Les efforts de la recherche se tournent alors de plus en plus vers des stratégies de
ciblage ou encore « on-site release » thérapie (figure.l.3.D). Le but ici est d’administrer un
médicament pouvant vivre suffisamment longtemps dans 1’organisme pour atteindre 1’organe
cible et de contrdler sa délivrance par un stimulus au niveau de la zone lésée. De tels systémes
permettraient alors de maximiser ’efficacité thérapeutique et de minimiser [’attaque de
cellules saines situées dans des zones non malades. Ainsi, les efforts de la recherche dans le
domaine de la « Drug Delivery » se concentrent de plus en plus sur le développement de
nano-objets stimuli-sensibles (le pH, le champ magnétique, les ultrasons ou encore la

température....).
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t t
Figure 1.3: Profil de relargage de différents systéemes thérapeutiques: A) relargage de
formulations conventionnelles, B) multiplication des doses administrées via des formulations
conventionnelles, C) systéemes a relargage prolongé dans le temps; D) systemes a relargage
cibleé.

Donc; la pharmacothérapie conventionnelle implique généralement I'administration
périodique d'un agent thérapeutique qui a été formulé de maniere a garantir sa stabilité, son
activité et sa biodisponibilité. Par conséquent, le concept de libération contrélée du
médicament a été introduit pour surmonter la limitation de la thérapie conventionnelle et pour
maintenir la concentration du médicament dans le sang ou les tissus cibles a une valeur
souhaitée aussi longtemps que possible [38]. Ainsi, la libération ciblée de médicaments est

I'un des objectifs les plus importants en pharmacologie.

Le profil de libération contrélée correspondrait au cas du profil idéal recherché (avec

une vitesse de libération qui compenserait I’élimination) et présente les avantages suivants :

e laréduction des prises journalieres,
e T’accroissement du confort (la compliance) du malade,
e [’amélioration de 1’observance du traitement,

e la diminution des effets secondaires indésirables par suppression des pics plasmatiques
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Les recherches dans le domaine des systéemes d'administration contrlée par des
médicaments ont principalement porté sur la conception et I'obtention de dispositifs de gestion

des principes actifs présentant les propriétés suivantes:

e capacité de libération prolongée de médicaments;

e capacité de libération contrlée des substances médicamenteuses dans la quantité et la
vitesse souhaitées;

e le transport des composés bioactifs sur le site de I'action concernée, suivi de leur
libération contrdlée;

e Dbiocompatibilité;

o toxicité réduite, effets secondaires réduits [39,40].
1.4.2. Définitions des systemes
1.4.2.1. Systemes a libération contr6lée

La notion de libération contr6lée est apparue des les années 1930, mais a connu une
véritable révolution a partir de 1970. Depuis que les travaux de Langer et Folkman ont
démontré au cours des années 1970 l'utilité thérapeutique de la libération contr6lée des
médicaments [41], ce concept a eu un impact important dans toutes les branches de la
médecine. A cette époque, la Société Alza a introduit le concept de « systéme thérapeutique »
et proposé de nouvelles formes pharmaceutiques. Au cours du temps, la notion s'est précisée :
le contrdle (la maitrise) concerne aujourd’hui non seulement la vitesse, mais aussi le site de la

libération du principe actif.

Selon Robinson, ce concept regroupe tout systeme exercant un contréle soit spatial,
soit temporel ou bien les deux a la fois sur la libération d'un médicament [42]. L'obtention de
systemes a libération contrdlée est basée sur les principes physico-chimiques et la chimie des
polymeres qui sont fondamentaux dans les formulations pharmaceutiques ou la production de
dispositifs qui contrélent la pénétration des médicaments dans le corps en fonction du profil
médicamenteux souhaité. De maniére générale, ces systemes a libération contrdlée ont une

vitesse de libération d'ordre zéro, donc indépendante de la concentration du médicament.

1.4.2.2. Systemes a libération prolongée

La libération peut étre prolongee en retenant le principe actif (PA) au sein d’un
systeme contrdlant sa vitesse de libération. La condition essentielle pour la réalisation d'un

systéeme pharmaceutique a action prolongée est liée a l'existence d'un processus de libération
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d’une substance biologiquement active a une vitesse plus lente que la vitesse d'absorption
dans l'organisme, auquel cas I'étape de libération de la substance active est la vitesse
d'absorption. Par conséquent, la formulation d'un systéme pharmaceutique pour assurer la
libération de la substance médicamenteuse a vitesse constante (cinétique d'ordre zéro) se
traduira par une absorption a vitesse constante. Une absorption prolongée entraine des
concentrations plasmatiques de médicament prolongées sur une période de temps plus longue,
par rapport au cas d'une administration conventionnelle lorsque la concentration du
médicament dans le sang augmente rapidement apres chaque dose administrée, suivie d'une
diminution tout aussi nette. Le PA peut étre inclus dans un excipient insoluble dans les
liquides de I’organisme qui forme ainsi une matrice a partir de laquelle le PA sera libéré
lentement. Cette libération prolongée présente un profil cinétique dit « d’ordre zéro »,
indépendant du temps et des variables biologiques liees au milieu environnant et est basé sur

des phénomeénes physiques constants [43, 44].

Le développement de systéemes controlés prolongés est devenu, par conséquent, une
nécessité évidente de la médecine moderne, du fait que les formes galéniques classiques
présentent un certain nombre d'inconvénients. Le but de la libération prolongeé est double, il

doit permettre :

a) D’augmenter la durée d’action du PA en maintenant sa concentration dans
I’organisme, supérieure a la concentration minimale efficace le plus longtemps possible.
b) De diminuer la toxicité du produit en réduisant la hauteur du pic de

concentration dans I’organisme.
1.4.3. Classification de systemes a libération contrélée
Les systemes a libération contr6lée peuvent étre classés selon une série de criteres [45]:
» Selon la taille:

- macro systemes a libération contr6lée (systemes de type cuve), auquel cas la

libération du principe actif se fait a une vitesse constante "d'ordre zéro";

- micro systemes a libération contrdlee (systémes de type matrice), la libération du

principe actif est supportée et basée sur des polymeéres dégradables;

- nano systemes a libération controlée, le médicament est délivré directement a partir
du systeme, la matrice polymere ayant un double réle: contrdle de la cinétique de libération

du compose bioactif et de son transport actif ou passif [46].
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> Selon la forme:

Hydrogels ; Films; Microparticules, microcapsules; Nanoparticules, nanocapsules ;

Liposomes

» Selon le lieu d'action du principe actif émis:
- L'ingrédient actif agit sur le lieu de libération
- L'ingrédient actif passe par la circulation générale jusqu'a ce qu'il atteigne le lieu d'action
» Selon le mode d'administration du médicament :
- Voie orale, voie parentérale, implants, inserts etc.....
» Selon ’interaction entre le médicament et le polymére support :
- Conjugués polymeére-médicament dans lesquelles le médicament est lié chimiguement au
support macromoléculaire
- Liaisons physiques entre le médicament et le support (van der Wals, liaisons d’hydrogéne
etc...)
- Absorbtion (le médicament est incorporé ou encapsulé)
» Selon la biodégradabilite:
- Systemes a libération contrdlée biodégradable (micro / nanoparticules, hydrogels,
liposomes)
- Systemes a libération contr6lée non biodégradable (systémes implantables)
» Selon le type de vectorisation:
- Systémes a libération contrélée avec vectorisation chimique (sensible au pH)
- Systémes a libération contrdlée avec vectorisation biochimique (ligands)
- Systémes a libération contrdlée avec vectorisation thermique (sensible a la chaleur)
- Systemes a libération contrdlée avec vectorisation magnétique
- Systémes a libération contrdlée avec vectorisation immunologique
» Selon la maniére de stimulation de la libération du medicament :
- Systemes pH-sensibles

- Systémes sensibles a la température (enzymatique, redox etc...)

1.5. Mécanismes géneraux de libération de principes actifs

Il existe plusieurs mécanismes fondamentaux qui conduisent a la libération d’un
principe actif et qui permettent de contrbler sa vitesse de libération. Les polymeéres sont
généralement utilisés comme systemes de délivrance de médicament (DDS) car la libération

de médicament a partir de ces systemes est principalement contrdlée par la matrice polymere.
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La libération du médicament a lieu a partir des DDS polymeres avec différents mécanismes
connus sous le nom de méthodes basées sur la diffusion, le gonflement, I'érosion et le
stimulus. Plusieurs études ont été menées sur les mécanismes de libération de médicaments
dans les nanotransporteurs ou la diffusion, la réaction chimique et la libération contrdlée par
stimuli sont quelques mécanismes qui peuvent représenter la libération de médicaments dans

des nanotransporteurs, comme le montre la figure 1.4 [47-49].

ultrasound
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Figure 1.4. Mécanismes de libération contrdlée de médicaments utilisant différents

types de nanotransporteurs [49].

1.5.1. La diffusion

Le contrble de la libération par diffusion est le mécanisme le plus répandu parmi les
systemes a libération contrdlée [50]. C’est le processus de libération le plus simple a mettre en
ceuvre. La force motrice qui détermine la libération est le gradient de concentration entre
I’intérieur des vecteurs et le milieu extérieur. Ce phénoméne est trés sensible a la balance

hydrophile / hydrophobe du PA : plus le PA est hydrophile plus sa diffusion sera rapide.

Les systemes de libération contrélée par diffusion sont généralement divisés en deux
catégories: les réservoirs et les dispositifs matriciels (ou monolithes). Les mécanismes de base

de la libération du principe actif de ces deux systemes sont fondamentalement differents [51].

a) Le systeme matriciel (monolithique)
Le principe actif est distribué de maniére uniforme dans la matrice polymérique pour

former un systeme homogéne. Le processus de diffusion commence lorsque le médicament
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est libéré de la matrice polymére vers le milieu externe (figure 1.5). Dans les systémes
monolithiques, la vitesse de libération dépend de la concentration initiale du médicament dans
la matrice polymeére. Parce que la libération du principe actif est continue, la vitesse de
libération diminue normalement, une fois que la substance active diffuse a I'intérieur du
dispositif, elle nécessite donc un temps de diffusion plus long pour la libération [52], [53]. La
diminution de la vitesse en fonction du temps s’explique comme suite : Au début, c’est le
principe actif proche de la surface qui est liberé avec une courte distance a parcourir pour
sortir ; ensuite, c’est le principe actif en profondeur qui prend plus de temps pour sortir a

cause d’un plus long trajet tortueux a accomplir a travers la matrice polymere.

Figure 1.5: Libération d'un principe actif a partir d'un systéme matriciel a libération

controlée.

La libération du médicament a partir des nanoparticules de chitosane, par exemple, est
due soit au gonflement du polymere, soit a la diffusion du médicament a partir de la surface
du polymere [54]. Les nanoparticules de chitosane présentent également une libération de

médicament dépendant du pH en raison de la solubilité du chitosane [55,56].

b) Le systeme réservoir (capsule)

Le principe actif situé au centre du systéme (noyau), entouré d’une membrane
polymérique (figure 1.6). La diffusion du principe actif s’effectue a travers les chaines
macromoléculaires du polymere quand la membrane est homogene et non poreuse (majorité
des cas), ou a travers les pores quand elle est microporeuse. L’épaisseur et la perméabilité de
la membrane contrélent en partie la vitesse de diffusion du principe actif. Ces systemes ont le
grand avantage d’approcher une cinétique de libération d’ordre z€ro ou la vitesse de diffusion

est constante. Ceci s’applique notamment a un systéme réservoir saturé en principe actif afin

24



CRAPIETE T. ..o Systémes Polyméres pour [inclusion et libération
controlée/soutenue de principe actif

d’obtenir un équilibre en gradient de concentration entre les interfaces interne et externe de la

membrane pendant une certaine période [57].

principe actif ° .

temps - 0 temps -1

Figure 1.6 : Diffusion de principe actif dans un systéme réservoir.
1.5.2. Systemes de libération contrdlée par dégradation / érosion

Ce processus est induit par hydrolyse, par dégradation enzymatique ou du clivage de
liaisons ou d’interactions entre le polymeére et le principe actif, qui entraine sa diffusion hors
du systeme particulaire. La "dégradation" et 1’érosion des polyméres sont des facteurs
importants pour tous les types de polymeéres. La dégradation des polymeres est la principale
voie d'érosion. L'érosion est beaucoup plus complexe que la dégradation, car elle dépend de
nombreux autres processus, tels que la dégradation, le gonflement, la dissolution et la
diffusion des oligoméres et des monomeres et les changements morphologiques [58].

Les mécanismes de libérations controlées de médicaments a partir d'une matrice
polymere, par les méthodes de diffusion, gonflement et érosion sont représentés dans la

figure.l.7.

Drug entrapped
® Drug released

=75
.

Swelled layer Erosion layer

Diffusion-controlled Swelling-controlled Erosion-controlled
drug release drug release drug release

Figure 1.7: Mécanismes de libération de médicaments a partir d'une matrice polymere,
y compris les methodes contrdlées par diffusion, gonflement et érosion [59].
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1.5.3. Délivrance en réponse a un stimulus

Les études récentes rapportent la mise au point de vecteurs « activables » [60, 61]. Ces
systémes assurent le transport de 1’agent bioactif dans I’organisme, et a proximité de la zone
affectée, un stimulus permet d’activer ’interaction avec les cellules cibles, ou méme de

déclencher/d’accélérer la libération de la molécule active.

La précision et ’efficacité des systémes de libération de molécules (DDS, Drug
Delivery Systems) peuvent étre augmentées si 1’on peut déclencher a distance et a volonté la
libération des molécules par application d’un stimulus. Dans ce cas, on parle de systéemes de
libération de molécules contrblée a distance (RC-DDS, Remotely—Controlled Drug Delivery
Systems) [62]. Plusieurs stimuli sont exploités a 1’heure actuelle pour améliorer, déclencher
et/ou contréler la libération localisée des principes actifs anticancéreux (Figure 1-8). Ces

stimuli peuvent étre classés en deux grandes catégories :

¢+ Stimuli physiques ou externes : température, contrainte mécanique, lumiere,
champs magnétiques et électriques [63- 67] ;
«+ Stimuli (bio) chimiques ou internes : température, pH, force ionique, enzymes

et potentiel redox [68-70].

L’utilisation de matériaux « intelligents » (polymeéres ou lipides pH-sensibles) permet
de rendre les vecteurs capables de libérer le principe actif qu’ils véhiculent en réponse a un
stimulus externe: modification de pH, de température, ou application d’un champ magnétique
extracorporel [71]. La Figure I- 8 détaille les mécanismes qui peuvent étre impliqués dans la
libération de la substance active [70, 72]. Le paragraphe suivant s’attardera sur les systémes
pH-sensibles, le pH étant le stimulus choisi au cours de cette these pour favoriser la libération
de la SA encapsulée, et puisque les particules obtenues dans ce travail sont magnétiques nous

nous sommes intéressés aux systémes stimuli-sensibles aux champs magnétique.
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Figure 1.8: Systemes stimuli-sensibles développés pour les thérapies cancéreuses et

mécanismes impliqués dans la libération de la SA.

» Les systemes sensibles a la variation de pH

Actuellement, le pH est le stimulus le plus étudié pour la conception de vecteurs
destinés a la thérapie du cancer. L’environnement extracellulaire d’une tumeur est
généralement plus acide (pH variant de 6 a 7) que celui d’un tissu sain (pH = 7,4) [73 - 75].
Des gradients de pH sont également observés au niveau intracellulaire. Ainsi, alors que le
cytoplasme des cellules cancéreuses présente un pH proche du pH normal (pH = 7,4), les
endosomes et les lysosomes ont un pH beaucoup moins élevé variant de 5 a 6 et de 4 a 5,
respectivement [76]. Un vecteur peut étre congu de facon a étre stable a pH sanguin et libérer
le principe actif en réponse a I’acidification du milieu. Par exemple, I’incorporation de
fonctions amine tertiaires ou d’acides carboxyliques dans la structure du polymeére permet de

conférer au vecteur ce type de sensibilité au pH.

Si pH > pKa, les groupes -COOH se déprotonnent, la formation de charges en surface

favorisant I’augmentation de la porosité de la particule [77].
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Figure 1.9 : Libération d’une SA en milieu acide par gonflage d’un nanovecteur a base de

polymére pH-sensible.

> Les systémes thermosensibles

La réponse des matériaux thermosensibles a 1’élévation de température induite par des
stimuli externes (ultrasons focalisés, champ magnétique, ...) est une stratégie trés prometteuse

pour la délivrance ciblée de PA.

Les systemes thermosensibles sont les systémes les plus étudiés pour la délivrance de
médicaments et notamment pour la libération d’agents anticancéreux. L’utilisation de
I’hyperthermie locale pour le relargage de médicaments a été proposée pour la premiere fois
par Yatvin et al. en 1978 [78]. L’hyperthermie produite par les particules magnétiques sous
champ magnétique alternatif est une technique trés prometteuse dans la thérapie du cancer
[79-81]. Ce concept est basé sur une plus grande sensibilité des cellules tumorales a la
chaleur. Ainsi, traiter les régions tumorales a des températures entre 41 °C et 47 °C permet de
réduire la viabilité des cellules cancéreuses et d’augmenter leur sensibilité vis-a-vis de la
chimiothérapie [82]. Cette élévation de température est due principalement a la dissipation de
I’énergie des particules magnétiques induite par 1’oscillation des moments magnétiques sous
champ alternatif (relaxations de Néel et de Brown). Les particules magnétiques ont la capacité
de convertir 1’énergie des champs magnétiques hautes fréquences en chaleur. Une
caractéristique importante concerne la vitesse d’absorption spécifique de ces champs (SAR
pour specific absorption rate). Cette grandeur doit étre maximale pour minimiser les doses de
NPs magnétiques a accumuler pour produire une élévation de température suffisante. Parmi
les nanoparticules thermosensibles les plus utilisées on trouve : les liposomes, les micelles et
les poly(Nisopropyl acrylamide)s (PNIPAM). L’augmentation de la température induit le
changement structural de ces nanoparticules, c’est ainsi que I’agent actif encapsulé a
I’intérieur du nanovecteur est libéré [83]. Des liposomes thermosensibles conjugués a la

doxorubicine sont actuellement étudiés en phase Il pour le traitement du cancer du sein et les
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métastases colorectales, ainsi qu’en phase Il pour le traitement du cancer hépatocellulaire
[84].

> Les systéemes magnéto-sensibles

Les nanoparticules constituées de matériaux magnéto-sensibles permettent d’envisager
I’utilisation de systemes de libération ciblés. En plus d’étre détectables par imagerie, sous
I’effet d’un champ magnétique, les nanoparticules magnétiques sont capables de se concentrer
au niveau de la zone ciblée sous I’action d’un champ magnétique extérieur et d’y libérer
I’agent actif. Les nanoparticules de magnétite FesOs sont les plus utilisées grace a leur
biocompatibilité et a leurs propriétés magnétiques adaptées a I’application biomédicale [85].
Des chercheurs ont étudié I’encapsulation de nanoparticules d’oxyde de fer et de molécules
actives hydrophobes a I’intérieur des micelles. Sous I’application d’un champ magnétique, et
par un effet de pression sur la micelle, les nanoparticules d’oxyde de fer permettent la
libération des agents actifs [86]. Un médicament a base de nanoparticules d’oxyde de fer et de
doxorubicine (MTC-DOX ; MagForce) est entré en phase Il d’essais cliniques pour le
traitement du cancer du foie et en phase Il pour le traitement du carcinome hépatocellulaire
avancé. Cependant, méme si cette technique présente une option thérapeutique prometteuse,
la mise en place de champs magnétiques externes reste complexe. Plusieurs études doivent
encore étre effectuées afin d’évaluer les meilleures techniques magnétiques appliquées a la

délivrance de médicaments dans I’organisme.

1.6. Polymeéres utilisées pour I’obtention des systéemes de libération de principe actif

Le mot polymeére vient du grec « polus » plusieurs, et « meros » partie. Un polymere
est formés de macromolécules, organiques ou inorganiques, constituées a leur tour par
I'enchainement répété d'un méme motif, le monomere (du grec monos: un seul ou une seule,
et meros ; partie), reliés les uns aux autres par des liaisons covalentes. Il se peut former deux
sorte de macromolécules: Un homopolymere est un polymere qui comporte des motifs
monomeres tous identiques. Un copolymeére est un polymére qui comporte des motifs
monomeres de deux ou plus sortes différentes. L’arrangement des différents monomeres peut
se faire de différentes manieres, avec une incidence directe sur leurs propriétés. lls peuvent
étre composes selon différentes proportions et disposés en différents blocs qui alternent dans
la chaine. Par exemple, en considérant A et B comme deux monoméres constituant un
copolymére, on pourrait avoir une structure telle que -(-A-)n-(-B-)m-(-A-)p- (copolymere a

bloc), ou n, m et p sont les nombres des unités de répetition dans le polymere. Les monomeres
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peuvent également simplement alterner de maniére réguliére (- A-B-A-B-A-B-) (copolymere
alternant) ou étre disposés de maniére aléatoire (-A-A-A-B-A-B-B-A-) (copolymere
statistique). Enfin, un autre type de polymére, le polymére greffé, est composé d’une chaine
linéaire d’un type de monoméres, avec des branches d’autres types de monomeres. Les
polyméres sont présentés comme des plates-formes pour des dispositifs médicaux avancés,
des systémes d'administration de médicaments (DDS) et comme des outils clés pour les

nouvelles technologies en médecine régénérative et en génie tissulaire [87].

Pour une utilisation dans des applications humaines, le polymere doit é&tre
principalement biocompatible et non toxique, puis fonctionnalisable pour donner les
caractéristiques structurelles et fonctionnelles appropriées, de maniere a le rendre facilement
utilisable, traité et congu pour obtenir le systéme souhaité, et étre appliquée a I'administration

et au ciblage de médicaments et / ou au diagnostic de maladies.

L’importance principale d'un systéme de libération de médicament est de maintenir les
médicaments a des niveaux thérapeutiques optimaux dans le corps pendant le traitement. De
nombreuses études dans ce domaine montrent I'importance et l'utilité des polymeres, mettant
en évidence leurs propriétés de biocompatibilité et d'antigénicité, qui font des composés
macromoléculaires des candidats idéaux a I'élaboration des matrices pour l'inclusion et la
libération des médicaments. Les avantages les plus importants des biomatériaux polymériques
sont la biocompatibilité, la stérilisation, des propriétés mécaniques et physiques adéquates,
une excellente aptitude au traitement dans la plupart des cas et une aptitude a la fabrication
[88].

Le réle du polymére n'est pas seulement celui de support pour l'inclusion du
médicament, il assure dans le méme temps la libération contrélée/soutenue du principe actif,
le maintien constant de sa concentration dans I'organisme a un niveau thérapeutique pour une
durée plus longue et dans la majorité des cas il réalise le transport et la protection du principe
actif jusqu'a la “cible". Parce que la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des
médicaments sont influencées significativement par la nature du "transporteur”, le choix du

systeme transporteur est d'une importance capitale pour I'efficacité du traitement.

Ils se présentent comme les vecteurs les plus attractifs au vu de leurs nombreuses
modulations. En effet, il est possible de modifier les propriétés du polymére selon

I’application souhaitée, en changeant sa nature, sa structure, ses fonctions, sa taille...
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Les polyméres utilisés peuvent étre d’origine naturelle ou synthétiques, ces derniers
peuvent utiliser des monomeéres organiques naturels (acide lactique) ou synthétiques (acide
acrylique). Dans tous les cas, ils doivent étre biocompatibles, non toxiques (absence de
réactivité avec le tissu), non immunogenes, non cancérigéenes. lls doivent également pouvoir
étre (bio)dégradés dans 1’organisme et leurs produits de dégradation bien tolérés. S’ils ne sont
pas (bio)dégradables, ils doivent pouvoir étre éliminés par les voies naturelles apres
solubilisation dans les fluides biologiques. La structure chimique des polymeres joue un role
essentiel dans leur biodégradation : elle est liee a la stabilité de leurs groupements

fonctionnels, leur réactivité, et leur hydrophilie [89].

1.6.1. Les polymeéres naturels

Les polymeres naturels utilisés dans des applications médicales sont principalement de
deux catégories: les protéines telles que 1’albumine et la gélatine, et les polysaccharides
comme le dextrane, 1’alginate, le chitosane, ou encore certains dérivés de la cellulose.
Cependant, l'utilisation de polymeéres naturels dans ce domaine présente certaines limites,
telles que: propriétés mécaniques médiocres, libération trop rapide des composés bioactifs

encapsulés, biodégradation prématurée.

1.6.2. Les polymeéres synthétiques

Par conséquent, les chercheurs ont porté leur attention sur les polymeres synthétiques,
en raison de leurs propriétés [90]. En général, les polymeres synthétiques sont plus
homogénes en composition et ont donc une plus grande pureté que les polymeéres naturels et
leur préparation est plus reproductible et plus faciles a manipuler [91] et peuvent assurer un
long temps de libération pour l'agent thérapeutique [92]. Comme : polylactate (PLA),
polyglycolate, poly-(lactate-co-glycolate) (PLGA), polycaprolactone (PCL) et Eudragit® sont

couramment utilisés. Ils peuvent étre biodégradables (polylactate) ou non (Eudragit®).

Compte tenu de la tres grande variété des polymeéres utilisables, nous ne

mentionnerons ici que le chitosane (CS) qui est le polymeére de base de ce travail.

1.6.3. Le Chitosane

Aujourd'hui, le chitosane (CS) est probablement considéré comme un polysaccharide
biofonctionnel avec la croissance et le potentiel les plus notables pour des applications dans

divers domaines. Les progres de la chimie de la chitine et la nécessité de remplacer les
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additifs et les polymeéres non naturels par des polymeres fonctionnels a base naturelle ont

ouvert de nombreuses nouvelles opportunités pour le CS et ses dérives [93].

Le chitosane est un polysaccharide derive de la chitine, polymére naturel parmi les
plus abondants sur la planéte avec la cellulose [94,95]. Actuellement, la principale source
industrielle de chitine (et de chitosane) provient de la carapace de crustacés (crevettes) et de
I'endosquelette de calmars. Le chitosane est un copolymére linéaire flexible de 2-acétamido-2-
déoxy-p-D- glucopyranose et 2-amino-2-déoxy-B-D-glucopyranose, il est obtenu par
désacétylation de la chitine : la réaction est réalisée en présence de soude concentrée, a haute
température (90 °C). L'opération est répétée jusqu'a quatre fois lorsque I'on souhaite obtenir
un chitosane totalement désacétylé (DA = 0). Ce traitement relativement agressif entraine
cependant une diminution non négligeable de la masse molaire, et I'obtention de tres faibles
DA se fait généralement au dépend de la masse molaire. L'utilisation d'atmosphere inerte (N2)
et/ou de borohydrure de sodium permettent de diminuer les réactions secondaires en
protégeant le milieu de I'oxygene et en évitant la formation d'espéces réactives [96]. Le DA
constitue un critére relativement pertinent pour faire la distinction entre chitine et chitosane, et

il est communément admis que :

- pour un DA > 60 %, on parlera de chitine ;

- pour un DA < 60 %, on parlera de chitosane [97].

Possédant trois groupements fonctionnels, un groupement amine et deux groupements
hydroxyles en positions C2, C3 et C6 respectivement, la nature cationique du chitosane lui
confére une propriété particuliere comparée a la majorité des polysaccharides qui sont
généralement soit neutres, soit chargés négativement dans un milieu acide. Ce biopolymere
est soluble dans des milieux aqueux au-dessous de son Pka (proche de 6,3) et se voit attribuer
une charge positive grace a ses fonctions amines libres. Une particularité rare et qui lui
permettra de former des complexes électrostatiques ou des structures multicouches avec
d'autres polymeéres synthétiques ou naturels chargés négativement [98]. La biocompatibilité,
la biodégradabilité, le faible pouvoir allergene et la non toxicité du chitosane sont toutes des

caractéristiques qui lui permettent d'étre utilisées dans diverses applications.
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Figure 1.10 : Structure chimique de chitine et de chitosane.

Désacétylation

La chitine et le chitosane, de méme que leurs dérivés, posseédent des propriétés
filmogenes leur permettant d’étre utilisés sous forme de membranes, solutions, gels ou
nanoparticules. Ainsi, ce polymere est biocompatible, biodégradable, bioassimilable (ou
métabolisable), antibactérien [99], antifongique, non antigénique et non toxique [100].
Plusieurs travaux ont démontré que le chitosane et ses dérivés présentaient des propriétés
bioadhésives [101] qui permettent d’augmenter le temps de contact avec les muqueuses et
favorisent 1’absorption des macromolécules a travers les muqueuses. Le chitosane, seul ou
complexé avec un polymeére anionique, est un excellent support pour le transport et le
relargage lent de principes actifs médicamenteux [102], donc est un excellent candidat a notre
étude. 1l est utilisé dans les systemes d'administration ciblée de médicaments avec plus
d'efficacité et moins d'effets secondaires [103, 104]. Il a été trouvé qu'il exerce une activité

anticancéreuse avec une toxicité minimale sur les cellules non cancéreuses [105].

1.7. Conclusion

Les technologies actuelles permettent d’obtenir des systémes de polyméres-substance
biologiquement active sous différents formes : les comprimés, les hydrogels sous forme de
films ou d'éponges, les inserts sous cutanés, les pansements, solutions injectables, systéemes de
particules micro et nanomeétriques (sphere ou capsules) et conjuguées dans lesquelles le
médicament est lié chimiquement soit physiquement au support macromoléculaire.
L’utilisation des systémes nanoparticulaires composés de polymeéres suscite d’immenses
espoirs pour le traitement de maladies graves, notamment les pathologies cancéreuses. Dans
les applications thérapeutiques du chitosane comme vecteur de médicament, les

micro/nanoparticules sont les structures les plus recherchées.
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11.1. Introduction

L’utilisation des nanotechnologies a des fins thérapeutiques ou diagnostiques constitue
I’un des domaines de recherche les plus actifs a ’heure actuelle. Grace au developpement des
nanotechnologies, le magic bullet ou « missile magique » imaginé au début du XXéme siecle
par le médecin allemand Paul Ehrlich est devenu réalité [1,2]. Un intérét trés particulier
concerne I’utilisation de systémes nanoparticulaires pour transporter les principes actifs, qui
offre des solutions potentielles pour le développement de traitements qui soient plus efficaces
et moins toxiques pour le patient. En s’appuyant sur des concepts novateurs en chimie et
physico-chimie, ainsi que sur le développement de matériaux innovants, la recherche
galénique a permis de concevoir des nanoparticules capables non seulement de protéger le
principe actif d’une dégradation précoce mais également d’en contrdler la libération en termes

de localisation mais aussi de durée (contréle spatio-temporel).

Les nanoparticules sont largement utilisées et jouent un réle important dans de
nombreux domaines, tels que la médecine, la biologie, la physique, la chimie et la détection,
en raison de leurs propriétés uniques [3]. Elles sont utilisées aussi bien en oncologie que dans
d’autres branches de la nanotechnologie biomédicale. L’utilisation de nanoparticules pour le
traitement des maladies complexes reste le moyen le plus intelligent pour améliorer les

thérapies existantes.

Ce chapitre présente dans un premier temps des généralités sur les systemes
nanoparticulaires, leurs importances, leurs classifications. Notre intérét portera sur les
nanoparticules polymeres qui sont divisées en deux groupes principaux (nanosphéres et
nanocapsules), et sur les nanoparticules magnétiques. Nous insisterons tout particulierement
sur 1’application de ces types de particules dans le domaine médicale. Ensuite, nous
présenterons les stratégies de ciblage et les différentes générations des vecteurs des
médicaments. Les nanosystémes de polymére magnétique seront I'objet de la derniére partie

de ce chapitre.

11.2. Les nanosystémes particulaires pour la nanomédecine
11.2.1. L’importance de systémes nanoparticulaires

Depuis une trentaine d’années, 1’intérét des nanotechnologies dans le domaine
biomédical n’a cesse de croitre. Cette discipline offre des perspectives uniques pour la

délivrance ciblée en diagnostic, en thérapie génique et pour I’administration d’agents
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thérapeutiques [4,5]. Le développement des nanotechnologies a permis de proposer le concept
de vectorisation des médicaments a 1’aide d’outils de taille nanométrique qui sont capables

d’acheminer des principes actifs ou des agents de contraste vers leur site d’action.

La nanomédecine et les systéemes d'administration sont relativement des sciences
nouvelles mais en développement rapide ou des matériaux de l'ordre du nanomeétre sont
utilisés pour servir d'outils de diagnostic ou libérer des agents thérapeutiques a des sites ciblés

spécifiques de maniere contrélée [6].

Au cours des derniéres décennies, les nanoparticules (NPs) ont attiré une attention
accrue en tant qu'approche innovante pour améliorer I'administration de médicaments. En
particulier pour le traitement de maladies telles que les infections et le cancer, les
formulations de NP sont prometteuses en tant que nouvelles stratégies [7]. En raison de leurs
propriétes physico-chimiques qui facilitent les interactions avec les systémes biologiques [8],
leur structure et leur morphologie qui permettent une absorption cellulaire efficace [9] et la
possibilité de fonctionnalisent leur surface [10], formulations nanoparticulaires représentent
un outil polyvalent pour améliorer la livraison de toute une variété de cargaisons a leur site
d'action préfére. En tant que telles, les NP ont été largement étudiées pour les formulations de
vaccins, le traitement du cancer a des fins thérapeutiques géniques, immunothérapies et les
diagnostics [5 ,11].

La conception d’outils submicroniques pour des applications biomédicales
(nanomédecine) est un processus trés complexe qui nécessite la compréhension et la maitrise
de différents aspects liés aux nanoparticules: aspects chimiques, physico-chimiques,
biopharmaceutiques et pharmacologiques. La conception de nanovecteurs doit nécessairement

répondre a deux principaux critéres :

e Les matériaux utilisés doivent étre biodégradables et biocompatibles. Apres
I’administration des nanoparticules, ces derniéres ne doivent induire ni toxicité ni effets
inflammatoires; de plus, l’organisme doit étre capable de les éliminer. En effet,
I’accumulation et le stockage de certains matériaux dans 1’organisme pourrait conduire a des
effets toxiques pour les cellules, en particulier aprés administration répétée de ces
nanosystémes.

o IlIs doivent assurer I’encapsulation d’agents actifs, leur transport puis leur libération au

niveau de la cible biologique [12,13].
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Les systéemes nanoparticulaires offrent une excellente opportunité pour
I’administration de principes actifs présentant une toxicité importante ou une faible solubilité,
voire une instabilité¢ notable in vivo. Le terme «nanosystéme» concerne tous les systémes
d’une taille comprise entre 1 et 1000 nm [14]. Ces systémes sont capables non seulement de
protéger les molécules actives (molécules chimiques, peptides, protéines, ADN, ARN [15,16])
de la dégradation mais également de contrdler leur libération dans le temps et dans I’espace.
De la méme maniére, le guidage d’un agent de contraste vers une région pathologique permet
d’améliorer le diagnostic grace a une meilleure qualité de I’imagerie médicale. En ce sens, les
nanoparticules représentent une étape importante dans le transport ciblé de médicaments ayant

des effets indésirables réduits.

11.2.2. Historigue des nanoparticules

Le concept de délivrance contr6lée d’un médicament a été émis au début du XXeéme
siecle par le médecin allemand Paul Ehrlich, considéré comme le pére de la chimiothérapie
[17]; c’est-a dire du traitement des maladies par des substances chimiques. Il a inventé en
1907 le premier agent chimiothérapeutique dans le cadre du traitement de la syphilis, le
Salvarsan, puis a recu le prix Nobel en 1908 pour ses recherches sur I’immunologie. Ses
travaux sur les colorants lui ont permis de comprendre que I’effet biologique d’un composé
chimique dépendait de sa composition, et de la cellule avec laquelle il interagissait. En
observant la sélectivité de certains colorants pour certains organes il a émis 1’idée d’une «
magic bullet », un systeme qui permettrait d’amener un principe actif sélectivement a la zone
a traiter. Il a ainsi relié la chimie a la biologie et la médecine. En effet, Paul Ehrlich cherchait
une « magic bullet » permettant d’augmenter 1’efficacité du traitement tout en réduisant les
nombreux effets secondaires sur I’organisme des chimiothérapies anticancéreuses utilisées a
cette époque [18]. Pour ce faire, la majorité des travaux publiés découlant de ce concept
utilise des systémes nanoparticulaires, lipidiques ou polymériques et plus récemment
inorganiques. Malgré les nombreux progres scientifigues en matiere de traitements
anticancéreux, le développement des nanoparticules (NPs) pour le transport de principes actifs
a commencé qu’au début des années 1970, sous I’impulsion du Pr. suisse Peter Speiser a

I’ETH Ziirich, notamment avec 1’aide du Pr. frangais Patrick Couvreur [19,20].

Un des pionniers de la nanotechnologie était le Professeur Peter Paul Speiser, de
I’Institut Fédéral de Technologie a Zurich. A la fin des années 60, son équipe était

responsable du développement des premieres nanoparticules pharmaceutiques, a utiliser dans
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les vaccins et pour la vectorisation du médicament. Dans un premier temps, ils avaient réalisé
des nanocapsules contenant des particules virales ou antigéniques, fabriquées par
polymérisation en milieu aqueux. Lors de 1’administration par voie intraveineuse, ces
nanocapsules permettaient d’obtenir une réponse plus forte au vaccin, donc une meilleure

immunisation.

Dans les années 1977 et 1978, Richard Oppenheim et Jennifer Marty ont développé

des nanoparticules a base d‘albumine et gélatine par la méthode de coacervation.

Le debut des années 80 est marqué par des recherches sur 1’effet du polymeére utilisé
sur la nanoparticule obtenue. L’acide poly(lactique), ainsi que son copolymeére, 1’acide poly
(lactique-co-glycolique), font partie des polymeres les plus importants de 1’administration
parentérale. Ce type de nanoparticules fat synthétisé pour la premiere fois en 1981 par Robert
Gurny aux Etats-Unis. C’est au début des années 80 que la communauteé scientifique a montré
les grands avantages de I‘utilisation des nanoparticules dans les médicaments anti-cancéreux.
Dans beaucoup d‘études, une meilleure efficacité, ainsi qu’une toxicité diminuée étaient
observées. Plus tard, leurs bénéfices étaient aussi prouvés dans l‘amélioration de la
biodisponibilité des anti-infectieux et des meédicaments de thérapie génique. Une autre
découverte importante des années 80-90 f{it la préparation de nanoparticules avec des chaines
de poly(éthyléne glycol) (PEG) attachés. Les nanoparticules non-enrobées sont rapidement
opsonisées et éliminées par les macrophages du systeme réticulo- endothélial (foie, rate,
poumons, moelle osseuse). Par contre, les nanoparticules enrobées en poly(oxy-éthylene)-
poly(oxypropyléne) (poloxamer 338 et poloxamine 908 respectivement) avaient un temps de

circulation sanguine plus long et une métabolisation par le foie diminuée.

Dans les années 90, des chercheurs en Russie ont prouvé que des nanoparticules
polymériques, contenant différents principes actifs et enrobées en polysorbate 80 (Tween®80)
pouvaient traverser la barriére hémato-encéphalique — ceci est un développement important
dans le traitement de tumeurs cérébrales. Les premiers médicaments issus des
nanotechnologies apparaissent sur le marché dans les années 2000. Le premier produit
commercialisé était I’ Abraxane™ (paclitaxel) en 2005 [21]. Aujourd’hui, il y a plus de 60
médicaments actuellement sur le marché, et des centaines qui sont dans les derniéres étapes de

développement (études cliniques).
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11.2.3. Définitions

Les nanosciences représentent 1’é¢tude des phénomenes de taille nanométrique dont les
propriétés découlent de cette taille. En effet, a cette échelle, la matiére présente des
particularités qui ne sont plus décrites par la physique classique, mais qui répondent aux lois
de la mécanique quantique. Les nanotechnologies quant a elles regroupent I’ensemble des
techniques permettant de concevoir, produire, caractériser des objets de taille nanométrique et
d’en controler les paramétres. Les termes nanostructures, ou, plus couramment,
nanoparticules (NPs) regroupent 1’ensemble des constructions nanométriques : nano-objets,
et nanomatériaux. Les nano-objets sont les structures élémentaires, de forme et de taille
bien définies, soit produits industriellement, soit formés spontanément de fagcon naturelle ou
en tant que sous-produits de I’activité humaine. Les nanomatériaux sont composés de nano-
objets ou renferment des nano-objets. Les nanoparticules ont été définies comme des
particules solides ou des systemes dispersés a une échelle de taille de 10 a 1000 nm [22-24].
Le principal attrait de cette faible taille par rapport aux microparticules est I'utilisation
potentielle par voie parentérale, notamment en voie intraveineuse. Les nanoparticules
permettent, dans le cas de molécules thérapeutiques, de s’affranchir des problémes de faible
solubilité, d’augmenter leur index thérapeutique ou de réduire leur immunogénécite [25, 26].
A cet égard, les nanoparticules sont les éléments essentiels de la nanotechnologie ; les progrés
récents de la nanotechnologie ont prouvés que les nanoparticules acquierent un grand

potentiel dans les applications médicales [27].

Le terme nanoparticule provient du grec : Nano qui signifie « nain ». On appelle donc
nanoparticule un objet de taille nanométrique. Le nanomeétre (nm), est I’unité de mesure des
nanoparticules qui correspond a un milliardieme de métre (10-° m). Le terme de nanoparticule
est généralement employé pour des particules de taille inférieure ou égale a 1 um. Les
nanoparticules sont des solides submicroniques idéales pour encapsuler et vectoriser des
principes actifs. Dans 1’idéal, ces structures sont biocompatibles. La biocompatibilité est la
propriété d’un matériau de remplir sa fonction sans déclencher d’effets indésirables locaux ou

systémiques au sein de I’organisme [28,29].

Les nanoparticules peuvent étre de nature organique et/ou inorganique, elles existent
sous de nombreuses formes, sphérique, tubulaire, en batonnets, ellipsoidale, ou en forme
d’étoile [30]. Les différents processus chimiques qui guident la synthése des nanomatériaux a

I'échelle nanométrique peuvent étre définis comme de la nanochimie, qui joue un réle
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essentiel dans les propriétés physico-chimiques des nanoparticules. Les nanoparticules ont un
rapport surface / volume élevé, généralement une forte énergie de surface, des comportements
mécaniques, thermiques, électriques, magnétiques, et optiques uniques. Ces proprietés
particuliéres les rendent adaptables a une large gamme d’applications allant de I’¢électronique,

a I’énergie, aux matériaux composites, a I’imagerie biomédicale, et a la nanomédecine.

En général, par rapport aux particules micrométriques qui ont une taille encore plus
grande, les nanoparticules ont une surface spécifique plus grande, les atomes sont plus
nombreux a la surface des particules, en outre I’énergie surfacique et la tension superficielle
augmentent lorsque la taille des particules diminue. Ces différences donnent des

caracteristiques spéciales aux nanoparticules

Apres avoir donné une définition des NPs, nous présenterons les différents types de

nanoparticules, leurs avantages ainsi que les applications envisagées pour la médecine.

11.3. Classification des nanoparticules

Le developpement spectaculaire des nanotechnologies appliquées a la médecine fait
qu’il existe une trés grande variété de nanoparticules; en fonction de leur nature chimique et
de leur structure, plusieurs types sont utilisés en systeme de vectorisation. Les nanoparticules
peuvent étre classées en différentes catégories selon leur composition chimique : les
nanoparticules organiques, a base de carbone, inorganiques ou hybrides. Le choix du type de
nanoparticule va s’effectuer selon I’application envisagée: protection ou relargage de

principes actifs, durée de vie du nanomédicament, imagerie.

Dans cette partie, noud décriront brievement les différents types de nanoparticules,
nous allons décrire les plus courantes. Parmi ces différents types, nous nous intéressons aux
nanoparticules polymériques, nanoparticules magnétiques et NPs hybrides.

11.3.1. Les nanoparticules organiques

Il y a deux grandes familles de nanoparticules organiques, celles d’origine lipidique et

celle d’origine polymere.
11.3.1.1. Les nanoparticules organiques lipidiques

Les nanoparticules lipidiques ont une place de choix dans leur utilisation comme
nanovecteurs de principes actifs [31]. En effet, les lipides rentrent dans la composition de la

membrane plasmique.
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e Lesliposomes

Les liposomes sont des vésicules formées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques
concentriques, tres souvent des phospholipides, et de molécules de cholestérol qui encapsulent
un cceur interne aqueux. Les principes actifs hydrophobes ou hydrophiles peuvent se loger
respectivement dans les bicouches lipidiques ou le compartiment aqueux. Les liposomes ont
été decouverts pour la premiére fois dans les années 1960 par le biophysicien britannique
Alec Bangham [32]. Ils ont comme avantage de pouvoir encapsuler des composés polaires et
apolaires au niveau du cceur interne aqueux. De plus, ils sont non toxiques, non immunogenes
et biocompatibles, ce qui leur permet d’étre des systemes intéressants pour des applications de
transport de principes actifs thérapeutiques in vivo [33, 34]. Cependant, ce systeme de
vectorisation présente également des limitations telles qu’une faible capacité d’encapsulation,
une stabilité colloidale modérée, un temps de demi-vie plasmatique faible et un relargage

précoce des principes actifs hydrophiles dans le sang [33,35].

Les niosomes sont des ensembles supramoléculaires similaires aux liposomes, a la différence
que les molécules constituant la double couche ne sont pas des phospholipides mais des
surfactants de synthése (lipides non ioniques) [36]. C’est également le cas des polymersomes,
pour lesquels des copolymeres bloc (comportant une partie hydrophile et une partie

hydrophobe) forment la structure emprisonnant le réservoir aqueux.

(A) Conventional liposome (B) PEGylated liposome
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Figure 11.1: Représentation de liposomes: (A): les liposomes classiques; (B): liposomes

PEGylés / furtifs; (C) : liposomes ciblés et (D) : liposomes multifonctionnels [37].
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e Les micelles

Comme les liposomes, la micelle est composee de molécules amphiphiles auto
assemblées mais en mono couche cette fois. Elle présente ainsi un coeur hydrophobe et une
surface hydrophile [38], sous la forme de ceeur-coquille (ou core-shell, en anglais). Différents
types de micelles peuvent étre obtenues selon le surfactant utilisé [39]: micelles a base de
phospholipides ou de surfactants PEGylés, micelles a base de copolymeres. Selon Sosnik et
al, ces porteurs, malgré leur potentialité, représentent encore une contribution mineur dans le
domaine général de la nanomédecine [40], probablement en raison de leur plus faible stabilité

par rapport aux autres nanocarriers polymériques et lipidiques [41].

Figure 11.2 : Représentation de micelle.

e Lesdendrimeéres

Les dendriméres ont été synthétisés pour la premiére fois en 1978 par F. Vogtle et coll.
[42, 43], sont des complexes polymériques fortement branchés, adoptent une forme dite «
d’arbres ». A partir d’un monomére possédant des sites réactifs, ils se construisent par 1’ajout
contrdlé de couches successives de monomeéres. Les propriétés des dendriméres varient donc
en fonction des monomeéres employés. Ils peuvent arborer des zones hydrophobes ou
hydrophiles, chargées ou non, en fonction des caractéristiques souhaitées. La présence par
exemple de groupes carboxyliques leur apporte un caractere hydrophile. Les dendrimeéres sont
facilement fonctionnalisables et ils peuvent soit lier les principes actifs de facon covalente,

soit les piéger au niveau de leur coeur (figure 11.3) [44].

© Principe actif

Figure 11.3 : Représentation de dendrimeres [44].

46



Chapitre IT.........c.oviiinniniiiiiiiiinnn, Systémes micro / nanoparticules pour le transport ciblé de médicaments

11.3.1.2. Nanoparticules polymériques

Parmi tous les nanoobjets d’intérét thérapeutique et diagnostique, les nanoparticules
polyméres sont a I’heure actuelle les plus étudiées pour leurs nombreux avantages :
biocompatibilité, biodégradabilité, versatilité chimique pour I’altération de leurs propriétés
physicochimiques. Les nanoparticules polymeres se distinguent comme un outil clé pour
améliorer la biodisponibilité des médicaments ou l'administration spécifique sur le site
d'action [45]. La mise au point de ces nanovecteurs a évolué d’une structure simple vers des
assemblages complexes et soigneusement élaborés. Les premiéres nanoparticules
polymériques développées par Couvreur et al dans les années 1970 sont a base de
polyalkylcyanoacrylates [46] dans le but d’encapsuler des médicaments anticancéreux et/ou

des vaccins afin de faciliter leur administration.

Les nanoparticules polymeres ont été beaucoup étudiées pour le traitement du cancer.
Leur synthese est peu colteuse et relativement aisée, et elles présentent l'intérét d'étre
biocompatibles et d'augmenter la stabilité des agents pharmaceutiques avec lesquels elles sont
couplées [47]. Afin d’éviter I’accumulation des nanoparticules polymériques dans le corps,
elles sont le plus souvent constituées de polymeéres biodégradables. Ces derniers sont soit
d’origine naturelle, soit synthétiques. Parmi les polymeres naturels [48], on peut citer les
polysaccharides [49, 50] comme le chitosane, le dextrane ou I’alginate et les protéines [51,
52] telles que la gélatine ou I’albumine qui sont utilisés pour former des NPs. Concernant les
polyméres synthétiques biodégradables, les plus couramment utilisés sont les polyesters
aliphatiques tels que la poly(e-caprolactone) (PCL) [53], le polylactide aussi appelé
poly(acide lactique) (PLA) [54] ou le poly(acide lactique-coglycolique) (PLGA) [55], ainsi
que les poly(cyanoacrylates d’alkyle) (PACA) [56].

De maniére tres générale, on définit les nanoparticules polymeres comme étant des
objets colloidaux préparées a partir de polymeres, sont globalement sphériques et de taille
submicronique, c’est-a-dire de dimension inférieure a 1 pum. Les nanoparticules permettent,
dans le cas de molécules thérapeutiques, de s’affranchir des problemes de faible solubilité,
d’augmenter leur index thérapeutiqgue ou de réduire leur immunogénécité [27, 57]. Les
nanoparticules polymeres permettent d'encapsuler aussi bien de petites molécules
pharmaceutiques, hydrophiles ou hydrophobes, que des macromolécules comme les protéines
et les acides nucléiques. Elles peuvent relacher le principe actif encapsulé de maniére
contrdlée par dissolution, ou par diffusion, en fonction du temps ou des conditions du milieu

environnant. Une équipe de Georgia Tech (Virginie) a par exemple développé des
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nanoparticules polyméres qui se décomposent rapidement par hydrolyse dans un
environnement acide qui correspond a celui des tumeurs [58]. Il existe deux types de
nanoparticules polymeéres qui se distinguent essentiellement par leur morphologie : les
nanosphéres (NSs) et les nanocapsules (NCs) [59]. (Si les nanoparticules polyméres
représentent un vaste groupe incluant les dendrimeres, les micelles et les polymersomes
précédemment définis, le terme « nanoparticule polymére » s’adresse surtout aux
nanocapsules et aux nanospheres [60]. Comme mentionné auparavant, ces travaux de these
étaient focalisés sur ce type de nanoparticules sous les deux différentes morphologies (les

nanosphéres et les nanocapsules).
a) Les nanospheres

Les nanospheres sont des systémes polymériques colloidales matricielles ; ¢’est-a-dire
dont la structure est entierement solide. Elles peuvent étre pleines ou poreuses. Les
nanosphéres pleines sont des structures nanométriques compactes et homogenes dans
I’ensemble de la particule, de formes généralement sphériques, synthétisées a base de
polymeres ou de copolymeéres. Les premiéres nanospheres ont été développées en 1976 par
Birrenbach et Speiser [61] en utilisant le polyacrylamide réticulé, un polymére non
biodégradable. Par la suite, les systéemes (bio)dégradables, a base de poly-(alkyl
cyanoacrylate) (PACA), ont été développés par Couvreur et al. dés 1979 [62], qui sont
¢tudiées comme vecteurs de molécules dans différents types d’applications, et notamment la

vectorisation de drogues anticancéreuses.

Contrairement aux nanosphéres pleines, les nanosphéres poreuses ont une structure de
mailles plus ou moins serrées dont 1’architecture est formée d’une matrice polymérique. Par
ailleurs, la présence de pores permet d’incorporer de grandes quantités de principe actif, sans

modifier la taille et les propriétés de surfaces de la nanoparticule [63, 64].

Une substance active (SA), qu’elle soit de nature hydrophile ou lipophile, peut y étre
incorporée sous forme dissoute, dispersée et/ou encore étre attachée physiquement (par
adsorption par I’intermédiaire de liaisons de type hydrophobe, électrostatique ou covalente)
ou chimiquement a leur surface (figure 11.4) ; elle est libérée par simple diffusion ou a la suite
de la (bio)dégradation du polymére dans 1’organisme. Dans ce cas, le polymere doit étre
biodégradable et la dégradation de la nanoparticule a I’intérieur de 1’organisme permet la
libération du principe actif. C’est donc un systéme trés intéressant pour la préparation de

formulations délivrance prolongée. Les molécules fragiles dont on souhaite les préserver
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I’intégrité in-vivo, seront préférentiellement encapsulées a I’intérieur de la nanoparticule
plutdét qu’adsorbées a sa surface. Au contraire, des molécules qui pourraient perdre leur
intégrité au moment de I’encapsulation seront préférentiellement adsorbées apres la synthese

des nanoparticules [65-67].

a)

Figure 11.4. Nanospheéres polymeéres contenant une substance active: a) encapsulée a

I’intérieur, b) adsorbée en surface, ¢) accrochée chimiquement a la surface.
b) Les nanocapsules

Les nanocapsules sont des particules colloidales constituées d’un réservoir liquide ou
semi-liquide a température ambiante, contenu a 1’intérieur d’une enveloppe solide de nature
polymérique [68, 69], des diametres allant de 10 nm a 1000 nm [70]. Ces derniéres années, les
nanocapsules ont suscitées un fort intérét dans les applications de délivrance de médicaments,
grace a leur microstructure de coque centrale [71]; le type de polymere et les propriétés de
surface influencent: la stabilité de la nanocapsule, le type de molécule transportable et la
pharmacocinétique de la formulation. Dans les systemes nanocapsulaires, les substances
actives sont généralement incorporées dans le réservoir, mais elles peuvent aussi étre
associées de facon covalente ou non a la paroi polymérique, soit a la fois dans la membrane et
dans le noyau (figure 11.6), en fonction de la solubilité de la substance active [72,73]. Par
rapport aux nanospheres polymeéres le taux d’encapsulation dans les nanocapsules est plus
important; le noyau solide / huileux des nanocapsules peut effectivement augmenter
I'efficacité de chargement du médicament, tout en réduisant la teneur en matrice polymere des

nanoparticules [71,74].

Réservoir
lipidique
Paroi polymérique ou aqueux

Nanocapsule

Figure I1.5 : Représentation d'une nanocapsule [75].
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membrane polymérique

Noyaux

Substance active

Figure 11.6. Nanocapsule contenant une substance active: a) encapsulée dans le noyau et la

membrane, b) incorporée dans la memebrane, c) dans le noyau.

11.3.1.3. Les méthodes de préparation des nanoparticules polymeéres

Les techniques de préparation des nanoparticules polymériques sont nombreuses; elles
peuvent étre regroupées en deux grands procedés [76-78]: Dans le premier, les nanoparticules
sont formées par polymérisation de monomeres en émulsion; dans I’autre groupe, les
nanoparticules sont préparées a partir de polymeéres préformés. Ces polymeéres peuvent étre
solubles ou insolubles dans 1’eau, et ils peuvent étre synthétiques, semi-synthétiques
(artificiels), ou d’origine naturelle. La plupart des méthodes de synthése des nanoparticules
polyméres se déroulent en deux étapes : une étape d’émulsion suivie d’une étape de
précipitation, de gélation de polymére ou encore de polymérisation de monomere. En

générale, la deuxiéme étape du processus donne son nom a la méthode [69].
» L’obtention des nanoparticules a partir de monomeres

L’obtention des nanoparticules, a partir de monomeres, peut s’appuyer sur des
méthodes de polymeérisation ou de polycondensation [79, 80]. La formation de nanoparticules
par polymérisation interfaciale se fait généralement en émulsion. Une émulsion est créée entre
une phase organique contenant le monomere et une phase aqueuse dispersante. L’une comme
I’autre peuvent contenir des tensioactifs. La réaction de polymérisation est initiée par la
présence d’un initiateur comme un nucléophile dans le cas des alkylcyanoacrylates [69]. 1l se
forme alors une couronne polymére a I’interface et la réaction de polymérisation en cascade

se propage vers le cceur des gouttelettes.
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En contrélant le temps de réaction, il serait alors théoriquement possible d’obtenir des

nanocapsules ou des nanospheres, ce qui n’est pas le cas dans la pratique.

La production de nanoparticules par polycondensation se fait également en émulsion
mais dans cette derniere, deux monomeéres sont nécessaires [81]. Chague monomére est
présent dans I’'une des phases. Ces deux monomeéres réagissent ensemble et polymérisent a
I’interface pour conduire a la formation de nanocapsules avec une paroi dont 1’épaisseur
dépend du temps de réaction. L’incorporation du principe actif peut se faire pendant ou aprés

la synthese des polymeéres.

En 1976, cette méthode a été utilisée par Birrenbach et Speiser [61] pour préparer des
nanoparticules de polyacrylamide réticulé a partir de I’acrylamide et de N, N’- méthyléne bis
acrylamide. Puis, Kreuter et Speiser [82] ont fabriqué des particules de PMMA en se basant
sur le protocole développé par Birrenbach et Speiser. Ce procédeé permet de réaliser la
polymérisation du monomere et la formation des nanoparticules en une seule étape. L’emploi
des nanoparticules citées précédemment est limité pour des applications en tant que vecteur,
car les polymeres employés ne sont pas (bio)dégradables. Par conséquent, ils vont
s’accumuler dans I’organisme. Pour pallier a ce probléme, des nanoparticules bioéliminables a

base de PACA ont été développées par Couvreur et al. des 1979 [62].
» L’obtention des nanoparticules a partir de polymeres préformés

Cette technigque présente certains avantages par rapport a la méthode utilisant la
polymérisation des monomeres, car elle ne nécessite pas d’étape d’élimination des
monomeéres résiduels et des réactifs utilisés pour la synthése (catalyseur, amorceur, etc...) et
les polymeres préformés possédent des propriétés physicochimiques bien définies. De plus, il
ne peut pas y avoir de réaction avec le principe actif pendant la préparation des
nanoparticules. Ainsi on peut classer les méthodes en deux catégories suivant les étapes

mises en jeu. [84, 85].

e Les méthodes directes en une seule étape comme la nanoprécipitation [83] aussi
appelée déplacement de solvant ou encore déposition interfaciale ; la nanoprécipitation mise
au point par Fessi et ses collégues a la fin des années 1980. Cette méthode est 1’une des plus
simples, rapides, écononmiques et plus utilisées pour produire des nanospheres ou des

nanocapsules a partir de polymeres preformes
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e Les méthodes en deux étapes: Ces méthodes nécessitent la préparation d’une
émulsion, préalablement a la formation des nanoparticules. Une émulsion est le résultat de la
dispersion de gouttelettes d’un solvant A dans une phase continue d’un autre solvant B (non-
miscible) ce qui constitue un mélange diphasique liquide-liquide. Les deux solvants ont
nécessairement une miscibilité trés limitée (voir nulle) entre eux. L’émulsion est
thermodynamiquement instable et les phases tendent a revenir a I’équilibre sous ’effet de
mécanismes de déstabilisation tels que la floculation, la sédimentation, le crémage ou encore

la coalescence [86-88].

Dans ce procédé, la formation des particules polyméres peut étre provoquée par
I’évaporation de solvant organique (émulsioné /vaporation) [89] ou la diffusion de solvant
organique vers la phase aqueuse (émulsion/diffusion) [90] ou encore I’ajout d’un agent
coacervant (émulsion/coacervation) [91]. Géneéralement, ces méethodes conduisent a
I’obtention de nanospheéres, quand elles sont préformées par une simple émulsion O/W. En
ajoutant une huile a la solution de polymére, il est possible de former des nanocapsules a
coeur lipidique (réservoir huileux). L’obtention de nanocapsules aqueuses est ¢galement
possible, mais dans ce cas elle se fait par multiples émulsions eau dans huile dans eau
(W/O/W) (figure 11.7). En général, les nanocapsules créées par multiples émulsions sont plus
grosses que celles qui sont créées par les simples émulsions. Ces nanoparticules ont de

multiples applications biomédicales, cosmétiques et agroalimentaires [92].
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Figure 11.7 : Synthese de nnanocapsules par A- simple émulsion huile dans eau et B-
double émulsion W1/O/W2 [69].
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Le procédé choisi dépend de plusieurs paramétres telles que les propriétés physico-
chimiques du polymére utilisé ou monomére, celles de la SA a encapsuler ainsi que de la

gamme de tailles d’objets et les applications envisagées [60].

11.3.2. Nanoparticules inorganiques

Outre les nanoparticules organiques, des nanoparticules inorganiques ont été
développées également (Figure 11-8). Contrairement aux nanoparticules polymeéres et aux
dendrimeres qui servent avant tout de « porteur » de substances actives, les nanoparticules
inorganiques posseédent en plus, pour la plupart d’entre-elles, les propriétés d’agent d’imagerie
et celle d’un agent thérapeutique. Les plus courantes sont les nanoparticules métalliques d’or
ou d’argent, les nanoparticules magnétiques, quantum dots, les nanoparticules de silice...[93-
96]. Des etudes récentes ont montré un grand potentiel de ces particules dans la bioimagerie,
I'administration de médicaments ciblés et les thérapies contre le cancer [97]. Plusieurs types

de nanoparticules inorganiques ont été développés dans un but théranostique [98-100].
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Figure 11.8 : Nanoparticules inorganiques a) nanoparticules d’oxyde de fer, b)
Quantum Dots (QD), ¢) nanoparticules d’or (AuNPs), d) nanoparticules de silice

(SiNanoparticules).

Les nanoparticules inorganiques ont souvent été €laborées dans le but d’étre utilisées
pour I’imagerie biomédicale permettant d’étre repérées selon leur nature, via 1’émission de
fluorescence (Quantum dots), la microscopie a diffusion de lumiére de Rayleigh, I’'imagerie
par résonance magnétique (IRM) (nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétique

SPIONP), I’'imagerie tomographique, et I’absorption des rayons X.
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11.3.2.1. Puits quantiques (quantum dots)

Parmi les nanoparticules inorganiques largement étudiées, les puits quantiques
communément appelés « quantum dots [QD] » [101], ont été découvertes en 1980 par Louis
et Brus. Les puits quantiques sont des nanocristaux de semi-conducteurs dont la taille varie
de 2 a 10 nm. Leur propriété de fluorescence repose sur un effet de confinement quantique dd
au nombre réduit d’atomes dans le cristal. Cette propriété n’est donc pas observée sur le
méme composé a 1’échelle macroscopique. Les quantum dots ont suscité beaucoup d’intérét
dans le domaine de I’imagerie médicale pour leurs propriétés de fluorescence, leur excellente

photosensibilité, leur spectre d’émission étroit et ajustable [102].

11.3.2.2. Les nanoparticules d’or

L’avancée rapide des nanotechnologies observée durant cette derniére décennie a
permis le développement de différents types de nanoparticules d’or fonctionnalisées pour des
applications en thérapie photo-thermique, imagerie moléculaire, bio-détection et en thérapie
génetique [103, 104]. Elles peuvent étre obtenues dans différentes formes (sphéres, batonnets,
étoiles, cages....) selon les applications souhaitées. Le choix de telle ou telle nanoparticule
d’or est important car leur biodistribution est dépendante de leur forme et de leur taille. Les
nanoparticules d’or possédent également de multiples capacités pour des utilisations en
oncologie puisque leurs propriétés favorisent la création d’ondes évanescentes de type
plasmoniques qui convertit la lumicére absorbée en chaleur. Cela permet d’envisager

I’utilisation de ces particules pour des applications d’hyperthermie localisée.

11.3.2.3. Les nanoparticules de silice

Depuis plusieurs années, les nanoparticules de silice apparaissent comme des
nanovecteurs trés prometteurs. En effet, elles ont de nombreux avantages comme d’étre
stables et de résister a la corrosion dans les milieux physiologiques. Elles sont facilement
synthetisables, leur taille peut étre contr6lée et elles sont facilement modifiables et
fonctionnalisables. De plus, elles peuvent transporter une quantité de principe actif beaucoup
plus importante que les nanoparticules organiques [105, 106]. Ces particules représentent
ainsi une plateforme d’intérét pour fixer un large choix de fonction d’imagerie ou
thérapeutique et son caractere mésoporeux en fait également un excellent candidat pour la
libération contrélée de médicaments. Dans la littérature, beaucoup d’anti-cancéreux sont
encapsulés dans des matrices silicatées, tels que le paclitaxel, la camptothécine, la

doxorubicine, le méthotrexate, la colchicine, et I’irinotecan [107-111].
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11.3.2.4 Les nanoparticules a base de carbone

La grande diversité de morphologie et de composition des nanoparticules a base de

carbone leur conféere de grandes propriétés pour les applications méedicales [112].

e Les fullerénes : sont une famille de composés du carbone dont I’existence a été
prédite en 1970 et officiellement prouvée en 1985 [113]. Ces structures peuvent contenir de
28 a 1500 atomes de carbone mais la forme la plus connue est le Cgo. Cette derniére est
sphérique et possede 60 atomes de carbone (figure 11.9 (a)). Grace a leurs caractéristiques
physiques, chimiques, propriétés électriques et optiques, les fullerénes et leurs dérivés sont
incorporés dans des nouveaux dispositifs ou matériaux [114]. En outre, une modification
chimique de la structure va permettre la délivrance ciblée de génes ou de médicaments.

e Les nanotubes de carbone : Découvertes en 1950, sont des feuilles de graphéne
cylindriques (figure 11.9 (b)). Les nanotubes de carbone ont suscité un intérét particulier dans
la communauté scientifique de par leurs propriétés physiques mecaniques, électroniques et
chimiques remarquables. Du fait de leur cavité interne et leur grande surface spécifique, les
nanotubes de carbone semblent étre le vecteur idéal pour la delivrance de medicaments. Les
nanotubes peuvent étre utilisés comme sonde pour 1’imagerie médicale [115].

e Les nanofeuillets de carbone : Le graphite est composé d’une série de couches
superposées d’un réseau hexagonal d’atomes de carbone dont chaque atome est lié¢ a 3
carbones voisins dans un réseau planaire. Lorsque ces couches sont séparées en monocouche,
d’épaisseur de 1’ordre du nanométre, il est possible d’obtenir des feuillets de graphéne (figure
11.9 (c)). De méme que pour les fullerénes, une fonctionnalisation aisée de ce composé va

permettre des applications en théranostic (délivrance de médicaments) [116].

Ces nanoparticules ont été étudiées in vitro et in vivo et ont montré une cytotoxicité

significative, avec un effet important lié a la forme et la taille [117].

Figure 11.9: Représentation schématique des nanoparticules a base de carbone [112]:
(a) fullerene Cso  (b) nanotubes de carbone (c) nanofeuillets de carbone.
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11.3.2.5. Nanoparticules magnétiques

Les nanoparticules magnétiques sont formées d’un noyau métallique magnétiquement
actif (fer essentiellement, mais aussi cobalt, nickel) ; celles a bas d’oxydes de fer sont les plus
utilisées en médecine. L’intérét de ce type d’objets réside dans la possibilité d’exercer a
distance une force sur ces particules par I’application d’un champ magnétique. Les oxydes de
fer sont les matériaux magnétiques les plus connus et les plus étudiés, car ils sont présents
dans la nature, ils sont faciles a synthétiser et a faibles colts. Les particules magnétiques
connaissent un formidable essor depuis les années 50, notamment grace a la découverte par
Louis Néel des étonnantes propriétés magnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer [118].
Les nanoparticules d’oxyde de fer de taille inférieure ou égale a 20 nm sont caractérisées par
un comportement superparamagnetique [119]: lorsqu’elles sont soumises a un champ
magnétique extérieur, les nanoparticules peuvent aligner leur moment magnétique dans la
direction du champ et lorsque le champ extérieur disparait, les NPs perdent leur aimantation

immédiatement, c'est-a-dire qu’elles ont un temps de relaxation nul.

Les oxydes de fer existent sous différentes formes dans la nature, et les plus
communes sont: la magnétite (FesOs), la maghémite (y-Fe203), et I’hématite (a-Fe203). La
magnétite est un oxyde de fer noir possédant les propriétés de magnétisme les plus élevées
[120-122]. La magnétite est constituée d’un mélange de Ferlll et de Ferll qui peut s’oxyder
avec le temps tandis que les nanoparticules de maghémite présentent 1’avantage d’étre plus
stables chimiquement, car c’est la forme oxydée de la magnétite. Ces deux composés
présentent une structure cristalline de type spinelle inverse et leurs propriétés magnétiques
sont similaires. La magnétite et la maghémite sont les oxydes de fer les plus couramment

utilisés pour les applications biomédicales [123 ,125].

Les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques désignées par le terme
SPION (Super Paramagnetic Iron Oxide Nanoparticles) possédent des propriétés magnétiques
uniques qui font d’elles des matériaux avancés candidats pour la biomédecine, sont
biocompatibles et biodégradables ; donc non toxiques. Au cours de la dégradation, les ions Fe
libres n’augmentent pas sensiblement la teneur en fer contenu dans le corps et s’incorporent
naturellement dans I'némoglobine. Ils sont alors dégradés par des voies normales de recyclage
du fer. Selon Mahmoudi et al., [121], le but ultime de 1’utilisation de nanoparticules d’oxyde
de fer superparamagnétique en biomédecine est de réduire la souffrance des patients en

appliquant des traitements sélectifs ou I'efficacite est par I'amélioration de site des
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concentrations, tandis que les effets secondaires généraux sont évités; en outre, par exemple la

métastase des cellules cancéreuses est limitée.

11.3.2.5.1. Principaux procédés de synthése des nanoparticules magnetiques

De nombreuses voies de synthése de nanoparticules dédiées a des applications
biomédicales ont été étudiées et sont référencées dans la littérature, dont on peut trouver
quelques revues complétes [126-128] ; en résumé, il y a deux sens d’approches : « bottom-up
» et « top-down ». L’approche « top-down » consiste a réduire la taille des grosses particules
qui ont une dimension supérieure au micromeétre (matériau massif) par divers moyens en vue
d'obtenir des nanocristaux et en revanche 1’approche « bottom-up» qui consiste a obtenir des
nanocristaux a partir d'une solution (a partir d’atomes ou molécules) par différents processus
(figure 11.10). Dans ce paragraphe, nous citons les différentes methodes de synthese de
nanoparticule a base d’oxyde de fer rencontrées dans la littérature et nous développons que la

méthode utilisée dans ce travail « Coprécipitation ».

Matériau Méthode au moulin mécanique
massif Ablation laser
Top-down Lithographie
Poudre ‘ ‘ ‘ Détonation
icul e oo ~ Pyrolyse
Nanoparticules e @ o yroly:
Synthése Hydrothermale
000 000 000 N
Noyaux 833 333 %3 Bottom-up Co-précipitation
Sol-Gel
Atomes ¢ oe e Microémulsion

Figure 11.10: Deux approches de synthese des nanomatériaux.

Les nombreuses methodes de fabrication mises au point & ce jour permettent
I’obtention d’une large gamme de nanoparticules en termes de taille, forme, matériaux et donc
propriétés magnétiques. Le procédé de fabrication idéal est celui qui permet la fabrication

simple, peu colteuse et a grande échelle de nanoparticules parfaitement monodisper ses.

Les particules magnétiques d’oxydes de fer peuvent étre obtenues selon différentes voies de
synthese comme la décomposition thermique, microémulsions, méthode Sol-gel, le procédé

polyols, hydrothermale, la synthése sono-chimique, la co-précipitation [129-131].
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Chaque méthode offre des avantages et des inconvenients qui lui sont propres. Par
exemple, la décomposition thermique permet d’obtenir des particules avec une distribution de
taille étroite et un grand éventail de tailles possibles, mais utilise des solvants et parfois des
complexes toxiques, ainsi que des conditions de travail nécessitant des installations de
sécurité. La coprécipation produit, quant a elle, une grande quantité de particules, déja
dispersées en milieu aqueux. Il est courant qu’une seule synthese en laboratoire puisse fournir
quelques grammes de nanoparticules, chose rare dans le milieu des syntheses colloidales. Le

tableau 1.1 récapitule les caractéristiques des procédés de syntheses les plus utilisés.

Tableau 11.1 : Les principales caractéristiques des méthodes les plus courantes de synthése
des nanoparticules d’oxydes de fer [132,133].

Méthode de Conditions | Temps de | Température Solvant Taille Distribution Controle de Rendement
synthése réaction (nm) de taille la
T (°C) .
morphologie
Coprécipitaion Tres simple Minutes 20-90 eau <20 Passable Moyen élevé
Microémulsion Compliqué | Dizaines de 20-50 eau/ organique <50 Relativement Bon passable
minutes étroite
Polyol Tres simple | Dizaines de >180 organique <10 Relativement trés bon moyen
minutes étroite
Hydrothermale Simple haut Heures >200 eau <1000 Relativement tres bon moyen
pression cau/éthanole étroite
Décomposition Compliqué Heures 200-350 organique <40 Treés étroite trés bon élevé
thermique

La méthode la plus courante, la plus employée, et également la plus simple pour la
production de nanoparticules magnétiques est la technique chimique de co-précipitation,
connue sous le nom de procédé Massart [134]. C’est la méthode qui a attiré notre attention, et
qui a été retenue dans notre travail pour 1’élaboration des nanoparticules magnétiques a base

d’oxydes de fer. Elle sera développée en détail dans la suite.

La co-précipitation est la premiére méthode de synthése de nanoparticules développée
par R. Massart dans les années 80 [134] et encore actuellement la plus utilisée [135-140] par
les équipes travaillant sur les nanoparticules d’oxydes de fer magnétiques. Cette méthode de
synthese consiste a ajouter une base comme I’ammoniaque ou 1’hydroxyde de sodium a une
solution aqueuse saline de Fe**/Fe®* sous atmospheére inerte a température ambiante ou élevée,

selon la réaction typique :
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Fe?*aq) + 2Fe3*(ag) + 80H7 i — FesOa) + 4H20() (1n.1)

Cependant, du fait d’une importante réactivit¢ de surface et de leurs petites tailles, les
nanoparticules d’oxyde de fer formées (magnétite) vont pouvoir partiellement s’oxyder en

maghémite en présence de dioxygéne selon 1’équation I1.2.
4Fe304¢) + Oz —  67-Fex03p (1.2.)

La taille des particules, comprise entre 5 et 20nm, la forme (sphérique, cubique ou
hexagonale) et la composition des nanoparticules obtenues dépendent beaucoup des
conditions expérimentales comme le type de sels, le ratio Fe?*/Fe3*, la température, la base
utilisée et sa vitesse d’ajout... etc. Une fois les conditions fixées, ce type de synthése est tres
reproductible et permet de préparer de facon contr6lée des nanoparticules de différentes tailles
et peu disperses. Mais cette méthode présente le desavantage de former des nanoparticules

assez polydisperses et qui s’agregent facilement.

Ces deux principaux défauts: la polydispersité et I’agrégation des nanoparticules
obtenues pourraient étre limités par la stabilisation des nanoparticules en solution aqueuse.
La fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par un enrobage polymérique ou
I’ajout d’un ligand (particules hybrides) représente I’une des techniques utilisables pour éviter

leurs inconvénients.

11.3.2.5.2. Applications biomédicales des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer

Grace aux propriétés intéressantes des nanoparticules d’oxyde de fer (biodégradabilité,
biocompatibilité et toxicité contr6lée dans le corps humain), la magnétite et la maghémite sont
prometteuses pour des applications biomédicales. En fonction du type de champ magnétique
employé, les nanoparticules magnétiques peuvent étre utilisées dans plusieurs domaines de la

médecine, comme illustré figure 11.11 :

e Elles sont utilisées en tant qu’agents de contraste pour I’imagerie par résonnance
magnétique (IRM) en présence d’un champ magnétique permanent d’intensité élevée (0,1 a 7
Teslas) [128, 141-143]. Cette technique d’imagerie médicale permet d’observer les tissus
mous du corps. Cependant, dans certains cas, le contraste de 1’image est insuffisant pour
différencier les zones saines des zones malades, d’ou 1’utilisation de ces agents de contraste.
Par exemple dans le cas du foie, les zones saines absorbent les nanoparticules. Elles

apparaissent alors en sombre sur I’image. En revanche, les nanoparticules ne pénétrent pas les
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tumeurs, qui apparaissent donc en clair. Les nanoparticules magnétiques sont notamment
utilisées en IRM seules ou fonctionnalisées par de ligands de ciblage ou incorporées dans des
nanoparticules encapsulant un principe actif pour un suivi d’imagerie [144]. Depuis 1996, un
type de nanoparticules d’oxyde de fer est approuvé par la FDA pour des applications en
imagerie : Le Feridex® (Bayer) [145].

e Lorsqu’un gradient de champ magnétique est appliqué, les nanoparticules d’oxyde de
fer peuvent étre utilisées pour un guidage magnétique de substances actives. Dans ce cas, les
substances actives peuvent étre greffées a la surface des nanoparticules par réaction
d’amination ou co-encapsulées avec des oxydes de fer dans des matrices polymeres. Les
nanoparticules magnétiques superparamagnétiques combinées avec d’autres vecteurs
(liposome, polymere, silice) permettent la délivrance de médicaments localement
(vectorisation magnétique) et a une cible définie [146-148].

e L’application la plus particuliére de ces nanoparticules est I’hyperthermie. Ce type de
thérapie a la méme finalité que celle présentée précédemment, mais utilise une élévation de la
température, entre 42,5 °C et 44 °C, induisant ainsi la destruction des cellules malades. Cela
consiste a provoquer, par un champ magnétique alternatif un échauffement local grace a des

nanoparticules situées dans la zone a traiter [125, 128, 143].

L'hyperthermie magnétique semble étre une approche thérapeutique prometteuse en
systéeme a délivrance de médicaments, mais afin de permettre un passage en clinique, une
meilleure compréhension du comportement des NP magnétiques pendant 1 effet
d’hyperthermie magnétique est nécessaire [149-151]. La modulation des parametres
structuraux tels que la taille, de la composition, de la forme et de l'anisotropie de forme peut
étre utilisé pour améliorer la performance d'hyperthermie magnétique des SPIONP et

permettre des applications in vivo efficaces.

e Ces nanoparticules sont également tres utilisées dans les traitements anticancéreux par
thermothérapie (destruction des cellules tumorales et/ou délivrance de médicaments) par
hyperthermie magnétique en présence d’un champ magnétique alternatif d’intensité plus
faible (10 — 15 mT).

e Les propriétés des nanoparticules magnétiques ont donnés naissance a une nouvelle
plateforme d’applications en biomédecine, appelée théranostique du fait que les
nanoparticules soient exploitables pour des usages simultanément en diagnostic et en
thérapeutique. Elles sont alors qualifiées d’hybrides. La plupart de ces nanoparticules

combinent des performances en imagerie avec des performances en traitement du cancer.
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Parmi elles on peut citer 1’idée d’encapsuler dans un méme objet plusieurs nano-objets
remplissant des fonctions différentes, comme des nanoparticules magnétiques pour guider
I’ensemble via un champ magnétique, des molécules thérapeutiques ainsi que des

nanoparticules fluorescentes pour la visualisation de I’objet [152].

Aussi, de nombreuses études sont réalisées a I’heure actuelle sur des nanoparticules
d’oxyde de fer [153 ,154] aux propriétés magnetiques intéressantes : ces nanoparticules sont a
la fois utilisées en tant qu’agents de contraste pour ’IRM et en tant qu’agents thérapeutiques.
Leurs propriétés magnétiques autorisent leur guidage dans le corps par 1’action d’un champ
magnétique, visant a concentrer les nano-objets dans les zones cibles, puis a réaliser une
thérapie par hyperthermie en provoquant leur échauffement sous 1’action d’un champ

magnétique plus intense.

NPs d'oxyde de fer

4/ l’

; Thermothérapie
| IRM
" magerie (IRM) Vectorisation Hyperthermie Magnétique

«
rF 9 » 8 © (P
’E’ o K g\
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Champ magnétique permanent Gradient de champ magnétique Champ magnétique alternatif
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v Destruction de cellules
tumorales (T>45°C)
v Libération de médicaments

Figure 11.11: Applications biomédicales des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer.

Un grand nombre de nanoparticules inorganiques sont étudiées en tant que vecteur de
principe actif, mais la plupart d’entre elles nécessitent des modifications chimiques en vue
d’une compatibilité biologique accrue ; par exemple enrobage de certaines nanoparticules
inorganiques par des polymeéres biocompatibles, ou sont greffés par PEG en leurs surface, on

parle alors de matériaux hybrides (inorganique/organique).
11.3.3. Nanoparticules hybrides

Ces nanoparticules sont constituées d'une combinaison d’une nanostructure
inorganique avec une nanostructure organique. Les polymeéres représentent la partie organique

et la partie inorganique est constituée de nanoparticules inorganiques, a base d’oxydes
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métalliques (SiO2, Fe;03, Fe304, TiO2, Zn0), de la silice, de quantum dots, de métaux nobles
(or, argent) et d’autres métaux (cuivre, zinc, cobalt) et non-metaux (sélénium). Les
nanoparticules hybrides combinent les propriétés intrinseques des différents matériaux, donc
est une association a I’échelle nanométrique ou moléculaire de composantes généralement
organiques et inorganiques. Leur matrice polymére permet d’encapsuler et de libérer de
grandes quantités de substances actives, alors que les nanoparticules inorganiques peuvent

générer de la chaleur (NPs d’oxyde de fer, d’or), émettre de la fluorescence (quantum dots).

Parmi les NPs inorganiques les plus utilisées pour le traitement anticancéreux: les
quantum dots (QD), les NPs d’or et les oxydes métalliques magnétiques. Toutes ces NPs
présentent des propriétés physiques particuliérement intéressantes pour les applications
biomédicales. Citons par exemple, les nanoparticules de silice dopées [155] par des
chromophores fluorescents utilises surtout pour des applications en imagerie biologique [156].
Ces nanoparticules présentent une forte intensité d'émission, une solubilité remarquable dans

I'eau, une bonne photostabilité et une surface facilement fonctionnalisable.

Les structures multifonctionnelles des nanoparticules peuvent étre présentées sous
différentes structures: La structure homogene; les nanoparticules de type « cceur-coquille »;
les nanoparticules multicouches: la diversité des couches inorganiques et/ou organiques va
permettre d’accroitre les propriétés des particules. Ces différentes structures des particules

sont illustrées dans la figure 11.12.

Homogéne « Caeur-coquille »

Multicouches Multifonctionnelle

Figure 11.12 : Exemples des différentes architectures de nanoparticules hybrides (bleu

: composante inorganique / rouge : composante organique).
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11.3.4. Stratégies de ciblage

Comme nous venons de le voir, les nanoparticules et la chimie qui y est associée
permettent de multiplier les approches pour la délivrance de principes actifs ou le ciblage de
certaines zones de I’organisme. Pour ce faire, I’adressage des particules et des éventuelles
molécules actives qu’elles véhiculent est primordial. Deux types de ciblages sont possibles :

le ciblage passif et le ciblage actif.
11.3.4.1. Ciblage passif

Dans un tissu tumoral, le développement des vaisseaux sanguins croit de maniére
anarchique, sous le nom d’angiogenése tumorale. Ce phénomene crée une perméabilité
vasculaire significative des vaisseaux sanguins entrainant des anomalies anatomiques et
physiopathologiques. Cette porosité des vaisseaux au niveau des jonctions cellulaires
endothéliales permet un approvisionnement continu en nutriments et induit une croissance
accélérée des cellules tumorales. Ce phénomeéne engendre une augmentation de la rétention
des composés plasmatiques, des macromolécules et des nanoparticules dans les tissus
tumoraux. Une déficience du systéme lymphatique est observée entrainant 1’extravasation et
I’accumulation dans les tumeurs, cet effet est appelé Enhanced Permeability and Retention
(EPR) [157, 158]. La dénomination ‘passive’ signifie que le vecteur ne développe pas
d’interactions particuliéres avec son environnement et que 1’accumulation des NPs au niveau
de leur cible se produit uniquement par diffusion. Il existe plusieurs médicaments a base de
nanovecteurs commercialisés utilisant ce mode de ciblage, on peut citer par exemple des
liposomes chargés en doxorubicine (Doxil®/Caelyx®) [159] ou des nanoparticules
d’albumine contenant du paclitaxel (Abraxane®) [160]. L’accumulation de ces vecteurs au

sein de tumeurs est assurée par la perméabilité accrue des vaisseaux sanguins grace a 1’effet

EPR [161].

Le ciblage passif nécessite 1’utilisation de composes stables, non agréges et présentant
un temps de circulation suffisamment long pour conduire a 1’accumulation du composé dans
les tumeurs. Il nécessite aussi que les composés aient une taille appropriée qui ne dépasse pas

la taille de pores des vaisseaux perméabilisés et qui ne soit pas trop petite.
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Figure 11.13: Ciblage passif des cellules cancéreuses grace a I’effet EPR.

Le ciblage passif reste insuffisant, une partie non négligeable des molécules
anticancéreuses se distribuant dans 1’organisme. C’est pourquoi la plupart des nanovecteurs
développés récemment ajoutent une stratégie de ciblage actif biochimique et/ou physique a la

formulation.

11.3.4.2. Ciblage actif

Il s’agit d’habiller les vecteurs avec une molécule permettant une meilleure
reconnaissance des cibles tumorales, notamment des ligands spécifiques de certains récepteurs
surexprimés au niveau des cellules tumorales [162]. Ces ligands peuvent aider au ciblage des
cellules tumorales, mais aussi faciliter I’entrée des nanovecteurs au sein de ces cellules. La
cible biologique des vecteurs doit étre accessible et surexprimée a la surface des cellules et a
proximité de la circulation sanguine. L’agent de ciblage ou ligand doit posséder une grande
sélectivité et une forte affinité pour sa cible biologique [163]. L’exemple le plus connu est
I’utilisation de I’acide folique, son récepteur étant trés largement surexprimé dans bon hombre

de types de cancers.
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Figure 11.14 : Ciblage actif des cellules cancéreuses.
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A coté de ce ciblage actif de nature biologique, s’est développé dans les années 70, le
concept de ciblage physique, au moyen d’un champ magnétique appliqué au niveau des
tumeurs. La vectorisation magnétique repose sur 1’utilisation de nanoparticules magnétiques,
classiquement a base d’oxydes de fer [164]. Aprés injection systémique, 1’application d’un
champ magnétique externe focalisé sur la tumeur permet de retenir les nanovecteurs au niveau
de Denvironnement tumoral. I s’agit d’utiliser la force magnétique pour guider
mécaniquement un vecteur thérapeutique jusqu’a sa cible. On peut citer, par exemple, les
travaux d’Alexiou et coll. sur des nanoparticules d’oxyde de fer enrobées par des dérivées
saccharidiques [165]. Leur étude a montré qu’un gradient de champ magnétique fort,
appliqué au niveau d’une tumeur, permettait I’accumulation préférentielle des nanoparticules.
Des images de microscopie électronique en transmission ont confirmé 1’accumulation du
ferrofluide au niveau des tissus tumoraux. Le principe de ce ciblage actif macroscopique est

schématisé par la figure 11.15.

Figure 11.15 : principe de la vectorisation magnétique d’agents anticancéreux,
utilisant des vecteurs magnétiques injectables et un champ magnétique externe appliqué au

niveau de la tumeur cible.

Bien que le concept soit simple, il existe un grand nombre de variables qui
compliquent la mise en ceuvre de cette technique. Les propriétés physico-chimiques des
nanoparticules magnetiques, la force et la geometrie du champ, la profondeur et la
vascularisation du tissu a cibler ainsi que le débit sanguin sont autant de paramétres qui

influencent fortement 1’efficacité de cette méthode.

11.3.5. Les différentes générations des vecteurs des médicaments

Aujourd’hui, on parle de premicre, de deuxiéme, de troisiéme et de quatriéme

génération de nano-vecteurs en fonction de leur biodistribution in vivo [166].
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11.3.5.1. Vecteurs de premiére génération

Cette génération présente des vecteurs chargés en drogue mais sans aucune propriété
de furtivite ni de ciblage (vésicules nues); c’est la génération la plus connue et la plus
accessible. lls sont administrés par voie intraveineuse et sont reconnus comme corps étrangers
en induisant leur recouvrement par des opsonines plasmatiques. Ces vecteurs seront
directement éliminés par endocytose dans les macrophages hépatiques. Leur utilisation reste
limitée car ils s’accumulent dans le foie et la rate et ne permet que de retarder 1’élimination
par voie rénale des principes actifs encapsulés par la nanoparticule. La taille des NPs doit
toutefois étre suffisamment petite pour qu’elles ne restent pas bloquées dans les plus petits

vaisseaux sanguins.
11.3.5.2. Vecteurs de seconde génération

Les mécanismes naturels de métabolisation et d’¢élimination limitent 1’activité
thérapeutique et/ou diagnostic des agents injectés par les vecteurs de la premiere génération.
Pour ce faire, il a été nécessaire de développer de nouvelles stratégies afin d’augmenter la
durée de vie des nanoparticules dans la circulation sanguine. Cette 2®™ génération s’agit
d’une modification chimique de la surface des nano-transporteurs par des agents de furtivite,
celles-ci pourront s’accumuler dans les tissus tumoraux par 1’effet EPR. Le recouvrement des
vecteurs est d’origine polymeére avec des polyméres hydrophiles, tels que le poly(éthyléne
glycol) (PEG) et des polysaccharides. Cette fonctionnalisation permet de prolonger le temps
de demi-vie plasmatique en induisant une augmentation du temps de résidence dans la

circulation sanguine générale.

Ainsi, pour faciliter leur accumulation dans un tissu donné, il est indispensable de
fonctionnaliser leur surface avec des ligands biologiques qui seront reconnus par les cellules

composant le tissu d’intérét. La 3¢me génération de vecteurs fut alors crée.

11.3.5.3. Vecteurs de troisieme génération

Les vecteurs de troisieme genération sont recouverts de marqueurs de ciblage et de
reconnaissance ; leurs surface doit étre fonctionnalisée par des ligands biologiques qui seront
reconnus par les cellules constituant le tissu d’intérét. Ces ligands peuvent étre des anticorps,
des peptides, des saccharides ou d’autres molécules comme 1’acide folique. Ce type de

recouvrement induit un ciblage actif des vecteurs pour les cellules tumorales possédant des
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récepteurs surexprimés. Cette génération de vecteurs permet d’augmenter ’efficacité anti-
tumorale en favorisant 1’internalisation cellulaire des NP. L’ajout de ligands a la surface
favorise généralement leur capture par les macrophages. C’est pourquoi il est important

d’associer les agents de ciblage aux agents de furtivité afin de contrebalancer cet effet.

B)

CELLULE
CIBLE

(a) Nanopar ticule corur (b) Agent de furtivité (c) Agent de ciblage

Figure 11.16: A) Schéma illustrant I’évolution des nanoparticules (a) 1® génération de
vecteurs, (b) 2 ¢™  génération et (c) 3°™ génération de vecteurs. B) Représentation
schématique d’un nanovecteur équipé d’un ligand (anticorps, protéine, petite molécule)

capable de reconnaitre un récepteur exprimé a la surface de la cellule cible.

11.3.5.4. Vecteurs de quatrieme génération

Ces vecteurs de derniére génération sont des vecteurs dits « intelligents » en contrélant
la libération des principes actifs au niveau des tissus tumoraux, sont des vecteurs sensibles a
leur environnement. Ces vecteurs améliorent le ciblage et 1’efficacité anti-tumorale en
empéchant la libération prématurée des anticancéreux encapsulés dans la circulation sanguine.
L’incorporation d’agents d’imagerie tels que les agents fluorescents, les agents de contraste,
et des éléments radioactifs permet de suivre en temps réel le devenir des nano-objets dans le
corps humain. Ces vecteurs, permettent le diagnostic, le ciblage, et la thérapie des cellules

tumorales.

Le concept de particules multifonctionnelles, considérées comme idéales, représente
un agent injectable combinant diagnostic et thérapie. Ce concept de NP multifonctionnelle
décrit par Mauro Ferrari [167] prend en compte toutes les considérations citées précédemment

et est illustré dans la figure 11.17.
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Figure 11.17 : Nanoparticule multifonctionnelle [167].

La nanoparticule constitue alors une plateforme d’assemblage sur laquelle viennent
s’ajouter des agents de furtivité, des agents de ciblage, des agents de perméation, des agents
de contraste et des agents thérapeutiques. Il est ainsi possible d’obtenir un grand nombre de

nanoparticules aux propriétés modulables.

Le poly(éthyléne glycol) (PEG) est apparu dans un premier temps comme le candidat
idéal pour conférer une certaine furtivité aux NVs et avec lui est née une génération d’objets
PEGylés, ayant une persistance sanguine plus importante par rapport a leurs homologues non-
recouverts [168]. Cependant cette furtivit¢é dépend de 1’épaisseur et de la densité du
recouvrement en chaines PEG. De plus, I’absence de groupements réactifs a la surface de ces
objets peut rendre difficile le couplage chimique des anticorps ou des ligands spécifiques des

tissus tumoraux, essentiel pour améliorer le ciblage des cellules cancéreuses [169].

C’est une des raisons pour lesquelles les polysaccharides ont été considérés comme de
bons candidats pour remplacer le PEG a la surface des nanovecteurs. La présence des
plusieurs fonctions hydroxyle sur leur dorsale permet en effet d’envisager une modification
ultérieure de la surface des vecteurs. De plus, leur biocompatibilité et biodégradabilité en font

des biomatériaux de choix pour la vectorisation de principes actifs par voie intraveineuse.
I1.4. Nanosystemes de polymére magnétique
11.4.1. Généralités

De nos jours, les polymeéres occupent une part tres importante dans le domaine
médicale, mais, généralement les polyméres disponibles ne sont pas suffisants pour répondre
aux exigences de ce domaine. Il est alors nécessaire de développer de nouveaux matériaux

présentant des propriétés exceptionnelles et avec une grande facilité de mise en ceuvre par la
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combinaison des propriétés de différents matériaux, qu’ils soient organiques ou inorganiques,
pour arriver au produit voulu. C’est dans ce cadre que s’inscrit la synthése de matériaux
hybrides organiques/inorganiques. En effet, I’inclusion de nanoparticules métalliques dans
des polymeéres est connue pour apporter au matériau des propriétés intéressantes; par exemple,
la dispersion de nanoparticules métalliques au sein d’une matrice polymeére permet
d’améliorer ses propriétés mécaniques par apport au polymeére pur. Aussi, I’inclusion des
particules magnetiques dans un polymére, avaient pour but de conférer des propriétés
magnétiques au matériau final [125]. Les nombreux avantages des nanoparticules polymeéres
et des nanoparticules magnétiques justifient de leurs multiples intéréts pour la communauté

scientifique, technologique et médicale.

Les nanoparticules polymeres magnétiques sont des systemes nanoparticulaires
hybrides constituées d’une association entre une partie organique de polymeres et une parie
inorganiques dans laquelle cette partie minérale correspond a des nanoparticules magnétiques.
Dans le domaine des systéemes d'administration de médicaments, I’association de propriétés
magnétiques dans des micro/ nanoparticules présente plusieurs intéréts. Les propriétés
magnétiques de ces matériaux conférent aux vecteurs une fonctionnalité qui ouvre des
perspectives vers des nouvelles applications thérapeutiques originales, comme le ciblage par
guidage magnétique et la magnétocytolyse induite par hyperthermie, et diagnostics, comme le
contraste en imagerie par résonance magnetique (IRM) [170-172]. Le principal avantage
offert par ces systémes est la possibilité de cibler spécifiguement les substances actives dans
des tissus ou des organes malades, réduisant ainsi les doses injectées: réduisant les effets
secondaires et en les libérant de maniere contrdlée, donc ; tout en améliorant I’efficacité

globale du diagnostic ou de la thérapie.

L'utilisation directe de nanoparticules magnétiques via le flux sanguin est strictement
interdite, en raison de possibilité de I'agglomération de particules qui provogue des embolies
[173]. Pour prévenir leur agglomération dans le milieu biologique et leur capture par les
cellules du systeme SPM (systeme de phagocytoses mononuclées), leur surface peut étre
recouverte de polymeéres (PEG, de dextrane, chitosan, PEI (polyethylenimine)...) ou des
lipides [6]. Pour ce motif, un de nous objectives a été d’encapsuler les nanoparticules

magnétiques a base d’oxyde de fer dans des nanoparticules/nanocapsules de polymere.

La particule hybride composée d’une partie magnétique a base d’oxyde de fer et d’'une

partie polymérique (biodégradable, biocompatible) offre de meilleures performances. En
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effet, la partie magnétique peut orienter I’ensemble vers sa cible au moyen d’un champ
magnétique externe, ce qui aide a minimiser les effets secondaires du médicament. Le réle de

la partie polymeérique sera la protection, le transport et la libération contr6lée du médicament.
11.4.2. Les morphologies des particules de polymére magnétiques

Les particules de polymere magnétiques a base d’oxyde de fer peuvent étre
synthétisées en méme temps, en paralléle ou encore 1'une en présence de 1’autre. Il existe

donc quatre méthodes de synthése de particules composites & base d’oxyde de fer :

Assemblage de particules d’oxydes de fer et de polymére préalablement formés ;

a.
b. Formation d’oxydes de fer en présence de particules de polymere ;

o

Formation de particules de polymére en présence d’oxydes de fer ;

o

Formation de polymeére et d’oxydes de fer simultanément.

La derniére technique ne sera pas développée car les parametres permettant de

contréler la morphologie sont trop nombreux.

Ces nanosystemes hybrides peuvent étre synthétisés sous différentes formes. En effet,
de nombreuses morphologies différentes sont a distinguer. D’autre part, les nanoparticules
magnétiques sont dispersées ou encapsulées dans la matrice polymere, ou peuvent étre situées
sur la surface des particules polymériques. D’autre part, des particules cceur-coquille sont
obtenues dans lesquelles le cceur est constitué d’une unique nanoparticule d’oxyde de fer et la
coquille est formée a 1’aide d’une membrane polymeére ou aussi, le polymére est greffé (par

une liaison chimique) a la surface des particules magnétiques.

a) b) ) d)

Figure 11.18 : Morphologies de positionnement des nanoparticules magnétiques par rapport
au polymere: a) les nanoparticules magnétiques sont dispersés dans la matrice polymere; b)
les NPMs sont adsorbées a la surface des particules de polymére; c) les systemes de type

noyau-coquille; d) le polymere est greffé a la surface des particules magnétiques.
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Afin de conférer la propriété magnétique aux nanoparticules polyméres par
I’incorporation des matériaux sensibles au stimulus magnétique (nanoparticules d’oxyde de
fer) au sein des nanoparticules polyméres, donc, conférant la sensibilité a ’ensemble de la

nanoparticule.

L’exemple le plus abouti concerne la fabrication de nanoparticules sensibles a
I’application d’un champ magnétique [127,174], I'un des stimulus les plus étudiés.
Initialement développée pour les liposomes magnétiques, pour lesquels des essais cliniques
avancés sont en cours [172], cette approche a été appliquée avec succes aux nanoparticules
polymeéres magnétiques. Les nanoparticules polymeéres sont rendues magnétiques soit en
recouvrant un cceur magnétique (constitué par exemple de magnétite, Fe3Os, ou de
maghémite, Fe.O3) d’une couche polymeére, soit en encapsulant, au sein d’un ceeur polymeére,
des nanocristaux magnétiques de quelques nanometres de diametre. Si le champ magnétique
appliqué est continu, il est ainsi possible de guider ces nanoparticules au plus pres de la
tumeur, simplement en positionnant un aimant a proximité de celle-ci, permettant alors une
accumulation accrue des nanoparticules a ce niveau [175]. Si le champ magnétique est
alternatif, ces mémes nanoparticules vont alors générer de la chaleur dans le milieu
environnant et permettre ainsi une hyperthermie sélective des tumeurs, sous réserve de leur
accumulation dans celles-ci [176]. Il est également possible de combiner les deux modes
d’application du champ magnétique (guidage magnétique puis hyperthermie) afin d’améliorer

I’efficacité du traitement.

11.4.3. Propriétés magnétiques des nanoparticules

11.4.3.1 Principaux types de comportements magnétiques des nanoparticules

Un atome libre est dit magnétique s’il porte un moment magnétique permanent qui
posséde un module constant. Un matériau est formé d’atomes magnétiques ou non
magnétiques et I’aimantation du matériau est la résultante de ces moments magnétiques. Les
moments magnétiques dépendent de 1’environnement magnétique de chaque atome, a savoir
la nature et la position des atomes voisins, la température et le champ magnétique appliqué.
Les principaux types de comportements magnétiques que 1’on peut rencontrer dans la matiere
sont : le diamagnetisme, le paramagnétisme, le ferromagnétisme et le superparamagnétisme

qui nous intéressent plus particulierement.

71



Chapitre IT.........c.oviiinniniiiiiiiiinnn, Systémes micro / nanoparticules pour le transport ciblé de médicaments

e Le diamagnétisme

Le diamagnétisme décrit le magnétisme de substances formées d’atomes sans
moments magnétiques. L’aimantation M, induite par un champ magnétique appliqué H, est
trés faible et s’oppose a ce dernier. La susceptibilité magnétique y, c’est a dire la pente de la

courbe d’aimantation M (H) (x =dM/dH ) est négative.

e Le paramagnétique

Le paramagnétisme décrit le magnétisme dans un matériau ou les moments
magnétiques des atomes sont désordonnés et sans corrélation. La susceptibilité

paramagnétique yp est toujours positive.
e Le ferromagnétisme

Certains matériaux possedent une aimantation spontanée, il s’agit du ferromagnétisme et du
superparamagnétisme. L’aimantation spontanée M, de certains matériaux peut-étre expliquée
par la mise en ordre des moments magnétiques ; les matériaux mettent en évidence un
comportement collectif des moments magnetiques qui est induit par des interactions entre
moments voisins, ¢’est le ferromagnétisme. 1l correspond a un alignement parallele de tous les

spins, au moins en moyenne.

e Le superparamagnétisme

En 1949, Néel montra que des petites particules nanométriques pouvaient présenter un
état magnétique original dans lequel les moments magnétiques portés par chaque particule se
comportent comme les moments magnétiques portés par les atomes d’un matériau
paramagnétique. Cet état fut par la suite nommé superparamagnétisme. Le comportement des
nanoparticules est alors assimilé a un seul spin “géant”. Il s’agit d’un comportement

caracteéristique des nanoparticules, essentiellement des particules mono domaines.

11.4.3.2. Cycle d’hystérésis

La mesure de ’aimantation du matériau en fonction du champ appliqué permet de
déterminer les propriétés magnétiques du matériau. Le cycle d’hystérésis est obtenu en
mesurant 1’aimantation du matériau sous ’application d’un champ magnétique décroissant
puis croissant. 1l permet de définir les principaux parametres qui définissent les propriétés
magnétiques des matériaux : I’aimantation a saturation Ms est I’aimantation maximale du

matériau (H — o), c’est une propriété intrinséque du matériau, I’aimantation rémanente
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MR est I’aimantation résiduelle aprés coupure du champ appliqué (aimantation quand H = 0),
et le champ coercitif Hc est le champ a appliquer afin de retrouver une aimantation nulle du
matériau (M = 0), le champ d’anisotropie Hs correspond au champ de fermeture du cycle

(champ de saturation pour lequel M = MS).
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Figure 11.19 : Illustration hypothétique de la réponse magnétique de nanoparticules se
trouvant dans un vaisseau allant du nanomeétre au micrometre, dans le cas de matériel
diamagnétique (DM), paramagnétique (PM), ferromagnétique (FM) et superparamagnétique
(SPM) (d’apres [177]).

11.5. Conclusion

Les nanoparticules d’oxydes de fer possédent de nombreuses applications,
majoritairement dans le domaine biomédical. Pour de telles applications, les particules
doivent étre encapsulées pour éviter tout relargage. L’encapsulation la plus courante est celle

par des polymeres, car elle permet I’accés direct a de nombreuses propriétés.

L’utilisation des systemes nanoparticulaires hybrides composés de polymeéres et de
nanoparticules magnétiques suscite d’immenses espoirs pour le traitement de maladies graves,
notamment les pathologies cancéreuses. Au cours des dernieres décennies, différents types de
nanoparticules polymeres ont été développés (simples, « furtives », ciblées, sensibles a un
stimulus endogene ou exogene, et prodrogues) dans le but de proposer de nouvelles thérapies

anticancéreuses plus efficaces et plus sdres.
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CRAPTETE TIT ...t e e Matériel, techniques expérimentales
et caractérisation

I11.1. Introduction

L'objectif général de ce travail est d'obtenir et de caractériser de nouveaux
nanosystemes hybrides magnétiques sous forme de nanoparticules (nanocapsules et
nanospheres) capables de lutter contre le cancer. Ces nanosystémes hybrides peuvent étre
utilisés a la fois pour I’encapsulation, le transport et la libération d’agents thérapeutiques
grace aux supports polymeres et en tant qu’agents de contraste (imageriec) ou source de
chaleur (hyperthermie), grace aux nanoparticules magnétiques. Ces nouveaux Ssystémes
polymeéres/magnétiques ont la capacité d’incorporer un principe biologiquement actif (5-

Fluorouracile) et des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer, et sont sous forme de :

1. Nanocapsules magnétiques ou la partie organique est constituée de deux polymeéres, un
copolymeére synthétique de poly((N vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique) et un
polymere naturel de chitosane; la partie inorganique est composée de nanoparticules
magnétiques d’oxyde de fer.

2. Nanosphéres magnétiques a base d’un polymére naturel de chitosane, contenant en

méme temps les nanoparticules magnétiques et un medicament antitumoral 5-Fluorouracile.

La combinaison d’un médicament anticancéreux et des nanoparticules magnétiques
dans des nanoparticules polymériques pourrait étre une voie de recherche trés intéressante

pour le développement des futures thérapies anticancereuses.

Au cours de ce chapitre nous decrirons les différents matériaux, les techniques
expérimentales et les méthodes de caractérisations utilisées tout au long de la these. Nous
donnerons aussi les conditions expérimentales de chaque synthese, ainsi que le déroulement

des tests biologiques.

111.2. Matériel et réactifs

Le matériel utilisé pour préparer les systemes nanoparticulaires hybrides magnétiques

a libération contr6lée ont été achetés aupres d'entreprises spécialisées.
e Les polymeéres utilisés

Les biomatériaux a base de polymeres naturels ou synthétiques sont utilisés dans le
domaine biomédical depuis l'antiquité et jouent un rdle important dans le succés du
développement de dispositifs médicaux et de systemes de transport et de libération controlée

de médicaments. Pour obtenir des nouveaux systémes nanoparticulaires hybrides qui ont des
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structures caractérisées par une trés bonne stabilité chimique et mécanique, ainsi que par la
bioadhésivité et la biocompatibilité. On a utilisé un polymére naturel (Chitosane) et un
polymére synthétique [poly (N vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique)] ayant des

applications potentielles en médecine et en biotechnologie.

e Le chitosane :

Actuellement, le chitosane (CS) est ’'un des polysaccharides tres attrayant pour les
applications en médecine et en pharmacie (I'administration de médicaments, les pansements,
les implants, les lentilles de contact, I'ingénierie tissulaire et l'encapsulation cellulaire....)
[1,2] ; I est I'un des polymeres biodégradables les plus développés avec succes ; parmi les
nombreux polymeres développés pour formuler des nanoparticules polymeres, le CS a suscité
une attention considérable grace a ses propriétés attrayantes [3]: biodégradabilité et
biocompatibilité, non-toxicité, muco-adhésivité, la portée de la libération prolongeée,
possibilité de modifier les propriétés de surface et la portée des nanoparticules cibles vers des
organes ou des cellules particuliers et aussi la présence des deux types de groupes
fonctionnels offrent la possibilité essentielle de participer a plusieurs réactions chimique qui

justifie notre choix a ce polymere. La structure chimique de chitosane est présentée dans la

figure 111.1.
OH OH OH
@) 9) 0
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Figure I11.1: Structure chimique du chitosane (CS).

- Le chitosane utilisé pour la préparation de nanocapsules magnétiques est de faible
poids moléculaire (50,000-190,000 Da) et ayant un degré de désacétylation de 91%
(Merck).

- Les nanosphéres magnétiques sont préparées a partir de chitosane a faible poids
moléculaire avec un degré de désacétylation de 81,5% (CAS 9012-76-4) acheté chez
Sigma Aldrich.

e Poly(N - vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique) ou poly(NVPALI)

Le copolymere poly (NVPAI) utilisé pour la préparation de nanocapsules magnétiques

a été obtenu par polymérisation radicalaire classique. Ce copolymere a été synthétisé au
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laboratoire pour la premiere fois par Cismaru, L et col [4]. Le procédé de polymérisation en
solution/suspension a été réalise dans de lacétate d'éthyle en présence d'AIBN
(azobisisobutyronitrile) comme initiateur a 70°C pendant 8h. Un mélange d’anhydride
itaconique (1A) et de N-Vinyl-2-pyrrolidone (NVP) (rapport molaire = 1: 1) a éte dissous dans
de l'acétate d'éthyle et versé dans un ballon a trois cols équipé d'un condenseur a reflux. Le
précipité blanc a été récupéré et versée dans dichlorométhane froid. Le produit a été lavé
plusieurs fois au chloroforme afin d'éliminer toute trace de monomeéres. Enfin, la suspension a
éte filtrée et séchée sous vide pendant 24 h. La réaction d’obtention du poly(NVPAI) est
illustrée dans la figure 111.2.

M - N /
@% | ATBNT0°C \/\ \f
" " AcOE .

Figure 111.2 : La réaction d’obtention du copolymere NVPAI.

Ce copolymeére est caractérisé par une réactivité élevée dans des conditions de
températures douces sans catalyseurs supplémentaires. Cette propriété est conférée par le
cycle d’anhydride qui s’ouvre facilement sous l'action de certains agents nucléophiles comme

le groupement amine du chitosane.

s Agents de réticulation: Les agents de réticulation utilisés pour la préparation de
nanosphéres magnétiques sont:
e Un réticulant ionique: Tripolyphosphate de sodium (TPP) : NasP3O10 (CAS 7758-29-
4, M = 367.86 g/mol Sigma Aldrich, figure I11.3)

Figure 111.3 : structure chimique de TPP (NasP3010).
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e Un réticulant covalent: Glutaraldéhyde (AG) (CAS:111-30-8, figure 111.4), M=
100.117g/mol, fourni par Sigma Aldrich sous forme de solution aqueuse a 25%; pour étre
utilisé dans I'émulsion, le Glutaraldéhyde a été extrait d'abord dans de toluéne.

AN TN

O O

Figure 111.4 : structure chimique de Glutaraldéhyde.
% Tensioactifs:

e Tween 80, (CesH124026) ou polysorbate 80: est un surfactant et émulsifiant non
ionique pour les phases aqueuses utilisé pour la stabilisation de I'émulsion, avec une masse
moléculaire de 1310 g/mol. Dans le cas des présentes synthéses, un produit Merck a été utilisé
(lot S5075387 831).

0
o\/%vo N
0 O/%OH
HO(\/\O ! O/\a;/OH

wx+y+z=20

Figure I11. 5: Structure chimique de Tween 80.

e Span 80, C/H110s-R ou monooléate de sorbitane  c’est un agent émulsifiant,
dispersant les phases organiques avec une masse molaire de 428,68 g/mol et point de fusion
entre 52-57°C. Un produit Merck (lot S4992423 826) a €té utilisé dans notre travail.

o 0
= [},\/Q”rDH

HO OH

Figure 111.6: structure chimique de Span 80.
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e Pluronic F-127: (Poloxamer 407), I'un des copolyméres triblocs Pluronic, peut étre
utilisé comme matériau biocompatible dans les domaines thérapeutiques et pharmaceutiques
[5-8], pluronic F127 est poly(oxyde d'éthylene)(PEO) -poly(oxyde de propyléne)(PPO) - poly
(oxyde d'éthyléne)(PEO) avec une structure chimique PEOgoPPOgPEOge et une masse
molaire de 12600g/mol, il est utilisé comme tensioactif non ionique pour stabiliser les
particules de magnétite [9, 10]. Produit fourni par Merck.

CHs
0 (@]
H 0) OH
X y Z

Figure 111.7 : Structure chimique de pluronic F127.

R

% Autres réactifs:

- Chlorure de fer (1) tetrahydraté (FeCl.. 4H,0), M= 198,81g/mol, Fluka

- Chlorure de fer (111) FeCls, M= 162,21g/mol, Lachner.

- Hydroxyde de sodium, NaOH (CAS 1310-73-2), M= 40g/mol, Lachner

- phosphate de sodium dibasique, Na;HPO4.12H.O (CAS 10039-32-4), M=
358,14g/mol, chimical company.

- phosphate de sodium monobasique, NaH2P04.2H20 (CAS 13472-35-0), M=
156,02g/mol, chimical company.

% Les solvants

- Eau distillée ultra pure Milli-Q.

- Acide acétique (n ° CE: 200-580-7), M = 60,05 g / mol, Sigma-Aldrich.

- Acétone (n ° CE: 200-662-2), M = 58,08 g / mol, Sigma-Aldrich.

- Diméthylsulfoxyde (DMSO), C:HsOS, M= 78,13 g/mol, Sigma-Aldrich.

- Toluene (CAS 108-88-3, 92.14), M = 92.14 g / mol, Lachner.

- hexane (lot K38803574 822), M = 86,18 g / mol, Sigma-Aldrich.

- Des solutions de tampon phosphate (PBS) et de tampon citrate (ABS) ont été
préparées en laboratoire.

- Dans les processus de préparation et de caractérisation des nanocapsules et des
nanoparticules, on utilise I'eau bidistillée obtenue au laboratoire.

¢+ Substance biologiquement actif- 5-Fluorouracile (5-FU)
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Le 5-Fluorouracile (5-FU) est le plus ancien médicament prescrit dans le traitement
des cancers digestifs et, actuellement encore, un des médicaments les plus prescrits en
cancérologie. Le 5-FU est un analogue de la pyridine et appartient a la classe des

medicaments « antiméetabolismes » ; sa structure chimique est présentée dans la figure I11. 8.

O N O

HN/F

Figure I11. 8. Structure chimique de 5-Flourouracile.

Le 5-Fluorouracile (CAS 51-21-8), de structure brute : C4sH3FN202, de masse moléculaire
M=130,08g/mol, Sigma Aldriche

R

X2 La lignee cellulaire MCF-7 (Michigan Cancer Foundation—7): est la lignee de
cellules tumorales mammaires la plus utilisée dans les laboratoires de recherche sur le cancer
du sein. Elle a été acquise a partir dATCC®HTB-22D ™, Le¢ milieu DMEM (Dulbecco's
Modified Eagles Medium), la pénicilline et la streptomycine ont été obtenus de Biochrom AG

(Allemagne), et le sérum bovin feetal (FBS) de Sigma Aldrich (Allemagne).

111.3. Techniques de syntheses et d’obtentions

111.3.1. Préparation des nanoparticules magnétiques d’oxydes de fer

Les particules magnétiques permettront de conférer aux matériaux finaux des
propriétés magnétiques en présence d’un champ magnétique externe. La synthese des
nanoparticules d’oxyde de fer a été largement étudiée. Les NP magnétiques peuvent étre
synthétisées par des méthodes chimiques, physiques ou biologiques, mais les méthodes
chimiques sont le plus fréquemment utilisées en raison de leur simplicité, de leur
manipulation contrélable et de leur efficacité [11]. Suite a I'étude bibliographique décrite dans
la partie précédente, la méthode que nous avons choisie pour formuler les nanoparticules
magnétiques est la méthode de Co-précipitation, selon le protocole expérimental décrit par
Hritcu et ses collaborateurs. [12], avec de légeres modifications. Ce procédé peut étre effectué

en trois étapes :
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Etape n°1 : Co-précipitation : La coprécipitation a été réalisée en milieu basique dans un
ballon hermétiquement fermé sous atmosphere inerte (bullage constant de I’azote dans la
solution). 0,0275 mol de chlorure de fer (Il) tetrahydraté (FeCl,. 4H20) sont dissous dans
84ml d’eau distillé, dans un autre bécher, on dissous 0,055 mol de chlorure de fer (111) FeCls
dans 90ml d’eau distillé. Les solutions initiales contenant les ions ferreux et ferriques sont de
couleur jaune orangeée. Les deux solutions ont été laissées sous agitation magnétique jusqu'a
dissolution compléte, puis dans chacune de ces solutions on verse de 36ml de solution de
Pluronic (F127) d’une concentration de 2%, en tant que tensioactif non ionique. Ensuite, les
deux solutions sont mélangees dans un ballon bien fermé de 500 ml et placé dans un bain
marie a une température de 70°C sous agitation magnétique ; le mélange obtenu est maintenue
sous bullage d’azote pour éviter 1’oxydation prématurée du fer (II) en fer (III). Une solution
aqueuse d'hydroxyde de sodium (12,8 g dans 120 ml de H20) a été ajoutée goutte a goutte
dans le ballon. La germination des nanoparticules de magnétite est déclenchée par I’ajout de
solution NaOH, un changement instantané de couleur de la solution intervient, celle-ci devient

noire. La réaction de coprécipitation s'est poursuivie pendant 30min.

Etape n°2 : Lavage du précipité: une étape de lavage avec l'eau bidistillée du précipité est
trés importante et nécessaire pour réduire le pH jusqu'a 7 et pour éliminer toutes les traces de
précurseurs n‘ayant pas réagi ainsi que tous les produits secondaires. Les nanoparticules de
magnétites sont récupérées par la méthode de séparation magnétique a 1’aide d’un aimant
puissant appliqué sur la paroi du bécher. Chaque fois les nanoparticules ont été remises en
suspension dans l'eau bidistillée dégazée et dispersées par la sonication puis, de nouveau
séparées par 1’aimant; les particules ont été décantées magnétiquement et le surnageant a été

aspiré et enleve ; ce cycle a été répéte plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un pH=7.

Etape n°3 : Séchage : le précipité obtenu a été séché a une température de 50 °C sous vide
pendant 24-48h, puis, maintenue dans une étuve a 50°C jusqu’a I’obtention d’une masse
constante de particules magnétiques. Cette stratégie de synthése a permis d’obtenir de larges

quantités de matiére, de I’ordre du gramme.

111.3.2. Préparation de nanocapsules magnétiques a base de chitosane/poly(NVPAI)

La stratégie envisagée pour l'obtention des nanocapsules hybrides a base de chitosane,
de de poly (N - vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique) et de nanoparticules
magnétiques repose sur la condensation interfaciale. Rata, D.M et al [13] ont préparé ce type

de capsules mais sans magnétite. L’obtention de nanocapsules par la méthode de
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condensation interfaciale s'est généralisée ces derniéres années car les produits de
polycondensation sont essentiellement des polymeres biocompatibles avec une certaine
biodégradabilité, donc plus adaptés aux applications biomedicales et pharmaceutiques. Ce
procédé de préparation de ces types de nanocapsules hybrides est simple, reproductible, utilise
des réactifs non toxiques et présente l'avantage d'une efficacité d'encapsulation de
médicament accrue par rapport a d'autres types de nanoparticules.

L’expérience commence par la préparation de deux phases différentes, une phase
organique a base de copolymeére et une phase aqueuse a base de chitosane et magnétite. La
phase organique a été preparée par dissolution de 500 mg de copolymére [poly (NVPAI)]
dans 15 ml de DMSO sous agitation magnétique ; apres dissolution compléte du copolymere,
un volume de 25 ml d'acétone et également une quantité appropriée de tensioactif Span 80
(2%; p / v) ont été ajoutées sous agitation continue a une température ambiante.
Parallelement, la phase aqueuse a été préparée par dissolution d’une quantité spécifique de
CS (150 mg) dans 15 ml d'une solution dacide acétique a 2% a 65°C sous agitation
magnétique et la solution obtenue a été filtrée et portée a température ambiante. Un certain
volume de suspension aqueuse de magnetite (differente quantité de magnétite dans 5 ml d'eau
distillee) a eté ajouté goutte a goutte dans la solution de CS sous agitation continue. La
concentration de CS (0,0075 g / ml) a été calculée par rapport au volume total de la phase
aqueuse. Un tensioactif non ionique (Tween 80) avec une concentration de 2% (p / v) a éte
ajouté a la solution formée de CS et de magnétite. L’utilisation des tensioactifs est nécessaire

pour assurer la forme sphérique des capsules ainsi que la stabilité de la suspension finale.

La suspension formée a été ultrasoniquée puis ajoutée lentement goutte a goutte dans
la solution organique de poly(NVPAI) sous agitation magnétique continue (600 tr/min) a
température ambiante. Au bout de 3 heures, la suspension magnétiqgue de NCs a été
centrifugée pendant 20 min a 8000 rpm afin de les séparer du surnageant. Finalement, une
étape de purification a été nécessaire pour éliminer les réactifs et les tensioactifs qui n‘ont pas
réagi; les nanocapsules hybrides obtenues ont été purifiées par des lavages répétés plusieurs
fois avec de l'eau bidistillée, de l'acétone et de I'hexane et finalement séchées a une

température ambiante pendant 24-48 heures jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Les variables qui ont été prise en compte sont : la quantité de magnétite ajoutée a la
solution de chitosane et le rapport volumique entre la phase aqueuse et la phase organique
(tableau 1V.1). Pour ce dernier variable (l'influence du rapport volumique entre les deux

phases), la quantité de poly(NVPAI) a été maintenue constante et on a augmenté le volume de
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la phase organique et en gardant le méme rapport entre le volume de DMSO et l'acétone. Le
protocole de synthése utilisé pour obtenir des nanocapsules magnétiques a base de

CS/poly(NVPAI) par condensation interfaciale est résumé dans la figure 111.9.
Le rendement des nanocapsules magnétiques obtenues a été calculé selon I'équation (111.1):

quantité de nanocapsules magnétiques obtenues *100

Rendement de Nanocapsules(%) =———— 100 ....ce...... (1n.1)

quantité totale de polymeres utilisés+quantité de magnétite

Membrane polymérique

\ Np magnétite Novau

Phase aqueuse Phase organique Nanocapsules magnétiques
Solution de Cs + Poly(NVPAI) +
Magnétite en Acetone + DMSO
suspension

Figure 111.9 : Illustration schématique de préparation des nanocapsules magnéetique a base de

CS/poly(NVPAI) par condensation interfaciale.

La phase aqueuse contenant le chitosane est introduite goutte a goutte a vitesse
constante dans la phase organique sous une légere agitation magnétique et température
constante. La diffusion de chitosane dans la phase organique provoque la formation spontanée
des nanocapsules, par sa réaction avec 1’ouverture du cycle d’anhydride du copolymeére. Ce
protocole permet d’obtenir des nanocapsules polymeéres contenant des nanoparticules

magnétiques d’oxyde de fer.
111.3.3. Préparation des nanosphéres magnétiques a base de chitosane

Différentes méthodes ont été utilisées pour préparer des systemes particulaires a base

de chitosane. Le choix d’une méthodologie de synthése particulaire dépend de nombreux
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facteurs, tels que les exigences de taille, la stabilité thermique et chimique, la stabilité et la
toxicité résiduelle du produit.

Des nanoparticules hybrides sous forme de spheres a base de chitosane et de magnétite
ont été préparées par le procédé de double réticulation en émulsion inverse (w/o) selon la
méthode rapportée par C.A. Peptu et ses collaborateurs [10, 14-16]. Cette technique a été
choisie principalement en raison de la nécessité d’obtenir un systéme a une toxicité réduite
qui est 'une des conditions impératives du but final, a savoir son utilisation dans le domaine
biomédical. Le systeme d'émulsion de type eau dans I'huile est hétérogéne et a été obtenu par
la réalisation des phases constitutives de I'émulsion, suivies de leur émulsification. La
technique de double réticulation a été effectuée premierement par une réticulation ionique des
particules suivie d’une réticulation covalente; elle présente ’avantage de réduire le taux de
réticulant covalent qui est généralement toxique, comme le glutaraldéhyde, et le remplacer
par un réticulant ionique non-toxique (sulfate de sodium, tripolyphosphate par exemple). En
effet, I’utilisation d’une réticulation ionique toute seul conduit a 1’obtention des particules
insuffisamment stable. Par conséquent, il faut garder une quantité minimale de réticulant
covalent qui assure la réticulation de 20% des groupements réticulés; le reste, reagit avec le
réticulant ionique. Le mode opératoire suivi pour la fabrication des nanosphéres magnétiques
par le procéde de double réticulation en émulsion inverse se déroule selon les étapes

suivantes:

La solution de polymeére a été préparée par dissolution d’une quantité spécifique du
chitosane (différentes concentrations) dans un volume de 50 ml d'acide acétique a 1% sous
agitation magnétique continue; puis, un certain volume de suspension aqueuse de magnétite
(différente quantité de magnétite dans 10 ml d'eau distillée) a été ajouté a cette solution et
également une quantité appropriée de tensioactif non ionique Tween 80 (2% p / p de la
quantité de polymere) a été ajoutée et bien homogénéisée sous agitation continue. Le mélange
a été soumis aux ultrasons puis versé goutte a goutte dans 200 ml de toluene, contenant la
quantité appropriée de tensioactif, Span 80 (concentration en masse de 2%) sous agitation
vigoureuse (une vitesse de rotation élevée) par l'ultraturax. Apres le temps de stabilisation de
I'émulsion, la solution de réticulant ionique (TPP a 5%) a été versée dans I'émulsion sous une
vitesse de rotation de 5000 tours par minute (tr/min) pendant 15minutes. Ensuite, ce mélange
a été transféré dans un réacteur en verre équipé d’un agitateur mécanique ou le processus de
réticulation ionique s'est poursuivi a une vitesse de 500tr /min. Au bout d'un temps

prédéterminé (45 minutes), la solution de réticulant covalent de glutaraldéhyde (AG) extraite
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dans le toluene (C=1,12 mg/ml) a été ajoutée goutte a goutte au récipient du réacteur pour
compléter le processus de réticulation pendant 1h, 30min & température ambiante et a une
vitesse d'agitation de 500 tr/min. Une fois la réticulation terminée, les particules ont été
séparées de I'émulsion par centrifugation a 5000tr/min pendant une heure et la phase de
toluene a été éliminée; Les nanoparticules magnétiques décantées ont été purifiés par
plusieurs lavages successifs (cycles répétés plusieurs fois) avec de I'eau bidistillée, de
I'acétone et de I'nexane pour éliminer tous les tensioactifs et les agents de réticulation en
exces; enfin, les nanoparticules hybrides obtenues ont été séchées a partir de n-hexane a

température ambiante.

Plusieurs variables ont été prises en considération dans ce systéme nanoparticulaire
hybride, comme le rapport massique de magnétite/chitosane, la vitesse de rotation, la
concentration de polymére (CS), le temps de réticulation. La figure Il11. 10, présente le mode

opératoire utilis€ pour 1’obtention des micro/nanoparticule hybrides a base de Chitosane et

magnetite.
Solution de Cs
et magnétite Solution de TPP
‘k"n\ f ~ Solution de GA
UENE
{;—T;_b = B "y
) ~
.{"': RS ,‘ll e e®
solution de Cs Tolene Nanosphéres
+ magnetite + Span 80 magnétiques
+ Tween 80 Ultraturax
(1) 2) (3)

Figure 111.10 : préparation des nanosphéres magnétiques.

I11.4. Méthodes d’analyses et caractérisation des matériaux obtenus

Les nouveaux systemes nanoparticulaires hybrides sous forme de nanocapsules
magnétiques et de nanosphéres magnétiques préparées ont été caractérisées selon plusieurs

points de vue comme:

» Structurellement par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR);
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» Morphologiquement par microscopie électronique a balayage (MEB), potentiel zéta (¢)
» Thermiquement par analyse thermogravimétrique (ATG) ;
> Propriétés physico-chimiques par I’étude de la capacité de gonflement dans les
solutions aqueuses, la capacité de chargement un principe actif (5-FU) et la capacité
de libération du médicament ;
> Teste de cytotoxicité.
Les techniques de caractérisation utilisées sont présentées dans les paragraphes suivants :

I11.4.1. Caractérisation structurelle par la spectroscopie infrarouge (FTIR)

Ces techniques d'analyse structurale sont utilisées pour enregistrer les bandes
d'absorption du rayonnement infrarouge qui conduisent a l'identification des composes
moléculaires et de leur structure. Les spectres FT-IR représentent l'absorption d'énergie
rayonnante du domaine IR par les molécules, en fonction de la longueur d'onde ou de la

fréquence du rayonnement.

Les caractéristiques structurelles de systemes nanoparticulaires hybrides obtenus ont
été etudiées a l'aide des mesures en spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier avec un
spectrométre FT-IR. Fournissant des informations tant qualitatives que quantitatives sur les
structures synthétisées, la spectroscopie d'absorption infrarouge a conduit a I'identification des
groupes fonctionnels et des nouvelles liaisons formées entre les réactifs. Les spectres FT-IR
ont été enregistrés avec un spectrometre Digilab Scimitar FTS 2000 FTIR, fonctionnant a une
résolution de 2cm™ et dans une gamme de longueurs d'onde comprise entre 400cm™ et
4000cm. Afin d'obtenir les pilules de bromure de potassium nécessaires pour enregistrer les
spectres FT-IR, les échantillons ont été mélangés et broyés avec du KBr anhydre et le
mélange résultant a été pressé pour obtenir un disque mince et presque transparent. La
compression du melange a été réalisée avec une presse hydraulique de 2 tonnes, pendant
1min. Afin d'obtenir les spectres, nous avons travaillé quantitativement, pour chaque pilule
pesant 0,03 g d'échantillon et 0,2 g de KBr.
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Figura 111.11: Spectrométre Scimitar Digilab FTS 2000 FTIR.

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a été utilisée pour
confirmer la formation de nouveaux groupes et pour démontrer la présence de la magnétite

dans les nanoparticules hybrides préparés (nanocapsules et nanosphéres magnétiques).

111.4.2. Caractérisation morphologique
111.4.2.1. Microscopie électronique a balayage MEB

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une méthode de caractérisation
morphologique par laquelle la surface d'un matériau est scannée, en utilisant des éelectrons au
lieu de la lumiére pour former une certaine image. Ainsi, par cette analyse, le microscope
électronique génére un flux d'électrons qui bombardent la surface des échantillons analysés.
Grace a cette interaction, le MEB permet une visualisation claire de la structure générale de
I'échantillon, a partir de l'asymetrie de la structure et des micrographies, étant en mesure
d'estimer la taille des microparticules, la forme, la disposition et le degré d'agglomération, la

porosité et la rugosité de la surface.

Les micrographies MEB des particules hybrides obtenues ont été enregistrées a l'aide
d'un microscope électronique a balayage HITACHI SU 1510, Japon (figure 111.12). L'analyse
des échantillons a impliqué une étape de dépdt des échantillons séchés sur un support
métallique, suivie d'une métallisation avec une couche d'or de 6-7 nm d'épaisseur, en utilisant

une pulvérisation Cressington 108 avant I'observation.
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Figure 111.12 : a. Représentation schématique de I'instrument MEB; b. Microscope
électronique a balayage HITACHI SU 1510.

Le dispositif MEB peut fournir des informations sur la composition chimique de la
surface de I'échantillon, car la luminosité de I'image formée par les électrons rétrodiffusés

augmente avec le numéro atomique des éléments.

Les NCs magnétiques ont été caractérisées du point de vue morphologique (taille,
forme et morphologie de surface) par SEM (Vega Tescan) et TEM. Pour l'observation TEM,
une gouttelette de la suspension de capsule dans l'acétone a été déposée sur une grille de
cuivre. Les échantillons ont été analysés avec un microscope Philips CM100 équipé d'une

caméra Olympus et transférés vers un ordinateur équipé du systeme Megaview.

Ces deux techniques (MEB et TEM) utilisent un faisceau d’électrons comme source
d’irradiation. La différence majeure entre les deux types de ME provient de la nature des
¢lectrons détectés; alors que la MET détecte les électrons transmis a travers 1’échantillon, la

MEB détecte les électrons réfléchis de la surface de I’échantillon.
111.4.2.2. Potentiel Zéta et Diamétre

Le potentiel zéta est une mesure de la capacité de répulsion / attraction de la charge
entre les particules et constitue l'un des parameétres fondamentaux connus pour affecter leur

stabilité. Il dépend, principalement, de la nature chimique des polymeres et du pH du
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I’environnent utilisé. Le potentiel zéta permet de prédire la stabilité a long terme d’une
nanosuspension. Si les particules ont un potentiel de charge important en valeur absolue, les
forces de répulsion sont dans ce cas assez fortes pour vaincre les forces d’attraction de Van

der Vals (qui les poussent a floculer ou a coaguler).

Les déterminations ont été effectuées en mettant en suspension une quantité de
particules dans des solutions d'électrolyte de KCI a 0,AmM afin de déterminer leur
comportement dans une solution d'électrolyte a force ionique constante. Normalement, les
valeurs du potentiel zéta sont considérées comme des valeurs de la stabilité colloidale du
matériau analysé ; entre 25 et £30mV, est estimée une bonne stabilité colloidale, en raison
d’une haute barriére d’énergie entre les particules [17]. Le potentiel zEta des particules a été

déterminé par électrophorese dans une solution tampon phosphate (PBS; pH = 7,4).

Le diameétre moyen, la distribution en taille et le potentiel zéta des nanoparticules
hybrides (nanocapsules et nanospheres) obtenues ont été réalises en triple a 25°C a une
concentration de 1% (p / v), a l'aide d'un appareil Zeta Nanosizer Malvern (figure I111. 13).

Les diamétres moyens ont été déterminés par diffusion dynamique de la lumiere
(DLS) (Zeta Nanosizer Malvern) sur des échantillons dispersés dans l'acétone anhydre afin
d'éviter le gonflement des particules; une gouttelette de Span 80 a été ajoutée pour eviter

I'agglomération des particules.

Figure 111.13 : Dispositif Zeta Nanosizer Malvern.
111.4.3. Caractérisation thermique - Analyse thermogravimétrique ATG

L'analyse thermogravimétrique est une branche de l'analyse thermique qui étudie les
changements de masse d'un matériau en fonction de la température. Cette méthode permet de

caractériser la composition des matériaux en mesurant leur masse en fonction de la
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température et du temps et elle peut étre utilisée pour étudier tout processus physique (comme
I'évaporation) ou chimique (comme la dégradation thermique) qui entraine une perte de
masse. Le principe de fonctionnement de cette méthode de caractérisation consiste en
I'augmentation progressive de la température et I'enregistrement des variations de masse d'un
matériau dans le temps avec l'ordinateur. Les processus de dégradation peuvent avoir lieu
dans l'air (dégradation oxydative) ou dans une atmosphére de gaz inerte (N2 ou He). En
combinaison avec la spectroscopie FT-IR ou la spectrométrie de masse, lanalyse
thermogravimétrique est une méthode extrémement utile pour étudier les gaz volatils libérés
pendant la dégradation thermique ainsi que pour élucider les mécanismes de dégradation des
matériaux complexes. Les thermogrammes d'analyse thermogravimétrique (ATG) ont été
obtenus avec un analyseur TA Instrument Q600, en atmosphere d'air (100ml/ min) a une
vitesse de chauffe de 10°C min, de la température ambiante a 700°C; les échantillons
pesaient de 8 a 10 mg et afin d'obtenir des données comparables, les paramétres de
fonctionnement ont été maintenus constants pendant toutes les expériences. Les résultats des

analyses thermiques ont été traités avec le logiciel Universal Analysis (V 2.0).

Figure 111.14: Thermogravimétre TA Instrument Q600.
111.4.4. Propriétés magnétiques

Pour I’étude de caractérisation magnetique des nanocapsules et des nanospheres
hybrides obtenues, un systeme de magnétomeétre a échantillon vibrant-VSM (Vibrating
sample Magnometer) a été utilisé; cette technique nous a permis de déterminer le

comportement de magnétisation en fonction du champ magnétique appliqué.

Les échantillons sont connectés par un porte-échantillon a une source de vibration et
ils sont placés au milieu des bobines de détection. Un électroaimant entoure 1’échantillon et
les bobines de détection ; il est utilisé pour faire varier le champ appliqué sur I’échantillon

afin de mesurer la variation de 1’aimantation en fonction du champ. Le porte- échantillon dans
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notre cas permet la rotation de I’échantillon avec une amplitude de 360° par rapport a la
direction du champ appliqué. Les mesures ont éte effectuées sur des matériaux sous forme de

poudre séche.

Les propriétés magnétiques (I'aimantation a saturation - Ms, l'aimantation rémanente -
Mr et la coercivité - Hc) des NCs magnétiques et NSs magnétiques obtenues dans ce travail
ont été évaluées par magnétométrie d'échantillon vibrant (MicroMag, VSM - Magnétomeétre a
échantillon vibrant, modéle 3900, Princeton Measurements Corporation, USA), sur des
poudres séchées dans la piece a température ambiante.

Figure 111.15 : Image d’un magnétomeétre a I’échantillon vibrant (VSM).

111.4.5. Une spectroscopie UV-Visible

Le spectrophotométre UV-Vis est un instrument permettant de réaliser des mesures
spectrophotomeétriques. Un spectrométre est un appareil qui permet d'effectuer une
mesure spectrométrique de l'absorbance d'une solution a une longueur d'onde donnée ou sur
une région donnée du spectre. Selon la loi de Beer-Lambert, I'absorbance d'une solution est
proportionnelle a la concentration des substances en solution, a condition de se placer a la
longueur d'onde (A max) a laquelle la substance absorbe les rayons lumineux. C'est pourquoi
la longueur d'onde est réglée en fonction de la substance dont on veut connaitre la

concentration.

Toutes les mesures de 1’absorbances pour ces études de thése ont été effectuées a
I’aide d’un spectrométre UV-Vis NanoDrop ND- 1000-USA (figure 111.16) avec une grande
précision, une plage spectrale de 220 - 750nm, précision: A £ 0,003nm, reproductibilité: A +

0,02 nm et optique: double faisceau monochromatique.

100


https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrophotom%C3%A9trie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A8tre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A9trie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Absorbance
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Longueur_d%27onde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectre_visible
https://fr.wikipedia.org/wiki/Loi_de_Beer-Lambert

CRAPTETE TIT ...t e e Matériel, techniques expérimentales
et caractérisation

Figure 111.16 : Spectrophotometre UV-Vis NanoDrop ND-1000.
111.4.6. Etude du gonflement des nanoparticules hybrides dans les solutions aqueuses

L'étude de gonflement de systémes nanoparticulaires hybrides (nanocapsules et
nanospheres magnétiques) dans des solutions aqueuses a été imposée en raison de leur
utilisation potentielle comme supports de medicaments (quand on travaille dans les milieux
aqueux physiologiques). Il est bien connu que la capacité de chargement et de libération du
médicament est influencée par le degré de gonflement qui est directement corrélé au degreé de
réticulation. Le degré de gonflement (Q) des particules hybrides préparees a été déterminé par
la méthode gravimétrique. Pour les nanocapsules magnétiques 1I’étude sur le comportement de
gonflement a été réalisée en milieu aqueux légerement basique (PBS, pH = 7,4), qui simule
les conditions physiologiques et pour les nanospheéres 1’étude a été effectuée en milieu acide
(ABS, pH=3,6) et en milicu aqueuse d’un pH=6,7 et pH=7,4 selon le protocole expérimental

suivant :

Une quantité spécifique (30 mg) de particules hybrides synthétisées (séchees) a été
pesée et immergée dans un tube Ependorf contenant une solution aqueuse (PBS ou ABS). La
suspension formée a été maintenue a 37°C + 0,5°C sous agitation magnétique a une vitesse de
rotation de 120 tr / min pendant 24 heures. A des intervalles de temps précis, la suspension a
été centrifugée, le surnageant a été retiré, I’exces de liquide et les traces d'eau sur les parois du
tube ont été éliminés par tamponnage soigneusement avec du papier filtre et I'échantillon
gonflé a été pesés. Le processus de gonflement a été surveillé a différents intervalles jusqu'a
ce que l'équilibre soit atteint, généralement la cinétique de gonflement a été étudiée sur une
période de 24 heures (temps d’équilibre). Les nanoparticules hybrides séchées et gonflées ont
été pesées avec une précision de + 0,0001 g sur une microbalance électronique. Toutes les
expériences ont été réalisées en 3 fois et les résultats représentant la moyenne arithmétique de

trois déterminations différentes. Le pourcentage de taux de gonflement (Q%) a été exprimé
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comme le rapport de la différence de masse de I'échantillon & I'état gonflé et sa masse a I'état
sec sur la masse de I'échantillon a I'état sec ; Cette propriété peut étre décrite a ’aide de

I’équation suivante:

ml-moO

Q (%) = g (1 R (111.2)

mo

Ou: mp - la masse initiale de I'échantillon séché (mg);

ms- la masse de I'échantillon gonflé (mg).

111.4.7. L’encapsulation du médicament

Le processus d'inclusion de principes biologiquement actifs dans les nanoparticules a
été réalisé par un mécanisme de diffusion a partir de la solution dans laquelle ils ont été
immerges. Dans cette étude, le 5-FU a été utilise comme médicament modele. Pour évaluer
I’efficacité d’encapsulation de médicament choisi dans les systémes nanoparticulaires

hybrides obtenus nous avons suivis les démarches expérimentales suivantes :

Chaque échantillon d’une quantité spécifique de particules (0,03 g) a été pesée avec
précision et a été dispersée dans un volume de 1,5 ml de solution aqueuse de médicament
avec une concentration de 10 mg / ml de 5-FU. Les suspensions obtenues ont été maintenues
sous agitation continue a 120 tr/min a une temperature 37 °C £ 0,5°C pendant 24 heures pour
achever le processus de diffusion, puis ont été séparés par ultracentrifugation a 8000 tr/min
pour les nanocapsules pendant 10min et a 15000 tr/min pour les nanosphéres magnétiques
pendant 5 minutes (ultracentrifugeuse SIGMA Laborzentrifugen 3-30K). Ensuite, le
surnageant a été enlevé, et les particules chargées au 5-FU ont été sechés par le processus de

lyophilisation.

La quantité de médicament encapsulée dans les nanocapsules et les nanospheres
magnétiques a été calculée par la différence entre la quantité initiale de 5-FU et la quantité de
5-FU dans le surnageant. Les mesures ont été effectuees a l'aide d'un spectrométre UV-VIS
Nanodrop ND 1000 a 266 nm, qui permet d’analyser de trés petits volumes d'échantillons (0,2
pml). L'efficacité d'encapsulation 5-FU (Eer %) des particules préparées a été calculée comme
suit :

MIZMi-Ms e (111.3)

Eef (%) = "= X 100 oo (111.4)
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Ou, mi: la quantité encapsulée de 5-FU (mg);
mi: la quantité initiale de 5-FU (mg);

ms: la quantité de 5-FU dans le surnageant (mg).

Les deux études, de chargement (ou d'inclusion) et de libération nécessitent une
courbe d'étalonnage. Pour atteindre cet objectif, nous avons d'abord tracé la courbe
d'étalonnage de 5-Fluorouracile (médicament modéle) dans I’eau bidistillé, qui peut étre
observée dans la Figure I111.17. Le 5-FU présente une longueur d'onde d'absorption de 266 nm.
La relation de linéarité et I'équation de la régression peuvent s'observer au-dessus de la

courbe.

Y=5,141x, R=0,9971 .........cccoiiiiiiii (111.5)
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Figure 111.17: Courbe d’étalonnage de 5-FU dans I’cau bidistillé.

111.4.8. Cinétique de libération de médicament (5-FU)

Le processus de libération du principe biologiquement actif a été étudié par diffusion
dans un milieu de pH= 7,4, similaire au pH sanguin. Les études de libération de médicaments

in vitro ont été réalisées par la méthode de dialyse.

Chaque échantillon de nanocapsules et de nanosphéeres magnétiques chargé de 5-FU a
été introduit dans une membrane de dialyse, puis, a €té immergé individuellement dans des
flacons a un volume de 13 ml de PBS a pH = 7,4. Ce systéme a été plongé dans un bain
régulé a 37°C = 0,5°C sous agitation continue et constante a 120tr/min pendant toute la
période de libération. A des intervalles du temps réguliers, un certain volume de solution (1

ml) a été prélevé et remplacé par une solution fraiche (PBS). La quantité de 5-FU libérée dans
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le milieu a été déterminée par la mesure de son absorbance avec un spectrophotométre UV-
VIS Nanodrop ND 1000, a une longueur d'onde de 266 nm, sur la base de courbe
d'étalonnage d’une solution de 5-FU-PBS. L'efficacité de la libération de 5-FU (Re%) a été

calculée selon de I'equation 111.6:
l
Ref(%) = =% 100 oo (111.6)

Ou, m: la quantité de 5-FU libérée par les particules (mg);
me : la quantité de 5-FUt encapsulée dans les particules (mg).

Y= 4,909%, R2=0,998...........rerrererrrreeerrserssenn (111.7)
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Figure 111.18 : Courbe d’étalonnage de 5-FU dans solution PBS (pH=7.4).

111.4.9. Analyse théorique de la libération de médicaments

Le but de I’application des modéles mathématiques est d’étudier les différents
phénomenes de libération a partir de différentes formes thérapeutiques. Ces modeles
permettent de prédire le comportement et la nature du relargage ainsi que 1’effet de la matrice
sur la cinétique de libération. Ces modeles permettent aussi d’anticiper les parametres de
relargage les plus importants pour mieux adapter la formulation des cargos polymériques et
atteindre le but cinétiqgue escompté. Il existe plusieurs modeles cinétiques de libération
disponibles, parmi lesquels d'ordre zéro, de premier ordre, Higuchi, Korsmeyer-Peppas,
Hixson-Crowell, Hopfenberg et Weitbull sont les plus couramment utilisés pour décrire le

profil de libération des systémes polymeéres [18-20].
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Pour décrire la libération de médicament a partir du systéme polymere, Korsmeyer et
Peppas ont développé une équation semi-empirique en 1983 [21] :

o R E™ ] (111.8)

Moo

Ou : t - est le temps de libération du principe actif; My : la quantité de médicament libérée a
untempst; M. - la quantité Mo de médicament initialement contenue dans la matrice; K - la
constante de vitesse de libération et n I’exposant de libération. La valeur de « n » ne peut étre
déterminée que sur les premiers 60% de la libération. Peppas a caractérisé les différents
mecanismes de libération utilisant cette valeur n, l'équation ci-dessus (I11.8) peut étre
appliquée dans deux situations:

1) n=0,5indiquant la libération controlée de médicament par diffusion
2) n=1,0indiquant la libération par une cinétique d’ordre zéro déterminee surtout par le
gonflement et I’érosion de la matrice polymere.

D’aprés la valeur de ’exposant n, il est possible d’établir une classification en fonction
du type de comportement observe et de la geométrie de la matrice. Selon ce modeéle ; lorsque
la valeur de n est inférieure ou égale a 0,5 le mécanisme est caractérisé comme une diffusion
fickienne; tandis que la valeur n entre 0,5 et 1,0 indiquent un transport anormal (non fickien)
(c'est-a-dire des mécanismes de diffusion mixte et de relaxation de chaine) [21-23] et quand n
égale 1,0 indique un transport de cas Il (ordre zéro); les valeurs de n supérieures a 1 reflétent

ce que I'on appelle le super transport de cas II.
111.4.10. Test de cytotoxicité in vitro
e Culture de cellules

Les échantillons ont été testés sur la lignée cellulaire de carcinome mammaire humain
MCF-7 (ATCC®HTB-22D ™), maintenue dans du milieu de croissance modifié de Dulbecco
(DMEM), supplémenté avec 10% de sérum bovin feetal (FBS), 100 UI/ml de pénicilline, 100

pg/ml de streptomycine, a 37°C, dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO; dans l'air.
e Test de viabilité

L'effet des échantillons de nanocapsules testés sur la viabilité cellulaire a été réalisé
par test MTT, selon la méthode décrite par Mosmann [24] et Laville et al. [25], et basé sur la
capacité des cellules vivantes a convertir le substrat jaune hydrosoluble [3- (4, 5-diméthyl-2-
thiazolyl) -2, 5-diphényl-2H-teyrazolium bromure] en violet insoluble formazan. La quantité

de formazan est directement proportionnelle au nombre de cellules vivantes [26]. En résumé,
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les cellules ont été régulierement sous-cultivées deux fois par semaine par une procédure
trypsine / EDTA, puis comptées et ensemencées en plaques 96 puits (8 x 102 cellules / puits) a
37°C pendant 24 heures. Différentes doses allant de 50 pg/mL a 250 pg/mL de suspensions
de NC magnétiques non chargées et chargées en 5-FU ont été ajoutées et incubées avec les
cellules MCF-7 pendant 48 heures. Les cellules ont également été traitées avec du 5-FU a des
doses correspondantes avec la dose la plus faible et la plus élevée utilisée dans le cas des NC.
Par la suite, les cellules ont été soumises au protocole de dosage MTT, en utilisant le lecteur
automatique de microplaques Biochrom EZ Read 400, a une longueur d'onde de 570 nm. La

viabilité cellulaire a été calculée a l'aide de la formule suivante:

Viabilité cellulaire(%) = —Apsorbance (test)

X100 oieeiieeeeeeeeee (111.9)

Absorbance (control)
e Analyses statistiques

Les resultats expérimentaux in vitro sont exprimés sous forme de la moyenne + SE
(Perreur type de la moyenne d’analyses distinctes). La différence entre le groupe témoin et les
groupes traités a été évaluée grace au test de Student, avec p <0,05 statistiquement significatif
[27].

I11.5. Conclusion

Dans ce chapitre, sont exposés les différentes méthodes d’obtention des systémes
hybrides ainsi que leur caractérisation. L’objectif principal étant la mise au point d’obtention
de nouveaux systemes nanoparticulaires hybrides magnétique-médicament utilisé pour le
traitement des maladies graves comme le cancer. Ces systemes particulaires sont sous forme
de:

v" Nanocapsules magnétiques a base de chitosane/ poly(NVPAI) et de magnétite
obtenues par la méthode de condensation interfaciale.
v" Nanospheres magnétiques a base de chitosane et magnétite obtenues par la méthode

de double réticulation en émulsion inverse.

On trouve par la suite toutes les analyses effectuées pour caractériser les nanocapsules

et les nanospheres préparées comme : FTIR, MEB, potentiel zeta, DLS, VSM.

Enfin, I’étude de la capacit¢ de gonflement et 1’étude d’encapsulation d’un
médicament modeéle antitumourale (5-Fluorouracile) et sa libération dans les milieux aqueux

par les systemes particulaires hybrides préparés ont été exposés en détail.
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IV.1. Introduction

Ce chapitre présente une etude approfondie et originale concernant 1’obtention, pour la
premiére fois, des nanocapsules hybrides, constitués d’un réseau polymere biocompatible a
base de chitosane et de poly (N vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique) (polyNVPALI)
qui forme la parois des vésicules, et qui contiennent des nanoparticules magnétiques d’oxyde
de fer (magnétite) [1] . Ces nanoparticules hybrides conferent des propriétés magnétiques au
matériau obtenu (nanocapsules) telles que : un guidage (vectorisation) magnétique a 1’aide
d’un aimant permanent vers une cible, ou production de chaleur en présence d’un champ
magnétique alternatif (hyperthermie magnétique) puisque, les nanoparticules magnétiques
sont capables de transformer une énergie électromagnétique en énergie thermique [2]. Les
nanocapsules seront chargées avec un médicament antitumoral, une fois arrivées la cible elles
pourront combiner 1’effet chimiotherapéutique avec 1’hyperthermie, pour une efficacité plus

élevée pour le traitement du cancer.

La combinaison des deux polymeres de nature différente (naturelle et synthétique)
avec des nanoparticules magnétiques par une réaction chimique entre les groupes
fonctionnels, basée sur leur condensation interfaciale, conduit a un nouveau matériau dont les
propriétés peuvent étre supérieures a celles des partenaires individuels. Les deux polymeres

utilisés dans cette partie sont :

- un polymeére naturel «chitosane», un polysaccharide connu par ces propriétés
importante de biodégradation contr6lables, biocompatibilité, hydrophilie, non-toxicité, non-
antigénicité, et bonne activité antimicrobienne ; largement utilisé pour administration de

médicaments et applications d'ingénierie tissulaire [3].

- un copolymeére synthétique [poly (NVPAI)] qui est un copolymére alternatif
insoluble dans l'eau mais tres soluble dans I'acétone (généralement dans les cétones
aliphatiques cycliques ou linéaires), ce qui présente un grand intérét en raison de sa bonne
biocompatibilité et hydrophilie, par rapport aux polymeéres naturels (les polymeres
synthétiques ont une grande pureté, une bonne reproductibilité et un long temps de libération
de l'agent thérapeutique [4]). De plus, la présence des cycles d’anhydride dans la chaine

principale lui confére une réactivité élevée dans des conditions de réaction douce.

Les nanocapsules sont obtenues par condensation interfaciale, 1’avantage de la
méthode est qu’elle offre la possibilité de produire des capsules aux propriétés souhaitées

pour différentes applications et conduit a la formation rapide de micro/nanocapsules dans des
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conditions normales de température et pression [5], sans recourir & un agent de réticulation ou

de catalyseurs, qui sont généralement toxiques et difficile a éliminer.

Notre démarche expérimentale dans ce chapitre a consistée dans un premier temps a
I’obtention des nanoparticules magnétiques (magnétite) par la méthode de co-précipitation en
milieu basique comme décrit dans le chapitre précédent (chapitre 111, paragraphe 111.3.1), puis
la synthése des nanocapsules hybrides a base de Cs / poly(NVPAI) et de magnétite par la
méthode de condensation interfaciale, et finalement 1’obtention d’un systéme polymeére-
médicament sous forme de nanocapsules magnétiques chargées de 5-Fluorouracile: un
médicament antitumoral. Les résultats expérimentaux obtenus, les caractéristiques physiques-
chimiques et biologiques des capsules hybrides magnétiques obtenues tel que la structure, la
morphologie ainsi que les propriétés thermiques, les propriétés magnétiques, comportement
de gonflement, I'efficacité de chargement / libération de 5-FU et la cinétique de libération in

vitro du principe actif, la cytotoxicité seront discutés en détail dans ce chapitre.
IV.2. Obtention des nanoparticules magnétiques

Avant D’obtention des capsules hybrides, des nanoparticules magnétiques sont
préalablement obtenus. Dans ce travail, nous avons choisi de préparer les nanoparticules
magnétiques d’oxyde de fer par la méthode de co-précipitation selon le mode opératoire décrit

dans le chapitre 111 sous le paragraphe 111.3.1.

Apres I’étape de séchage, un précipité noir a été récupéré sous forme de poudre séche
pouvant étre attirés fortement et facilement par un aimant permanent ou alternatif. Les
nanoparticules magnétiques obtenues ont une concentration de suspension aqueuse finale

égale a5,5% (p / v).

L'un des objectifs de cette étude est d'incorporer ces nanoparticules magnétiques dans
des nanocapsules a base de CS / poly (NVPAI) que nous pouvons utiliser comme un systéeme
nanoparticulaire hybride de ciblage pour les médicaments antitumoraux et combinant I'effet
chimiothérapeutique avec l'effet hyperthermique pour I’augmentation de l'efficacité du

traitement antitumoral.

IV.3. Obtention des nanocapsules hybrides magnétiques a base de CS/poly(NVPALI) et de
magnétite

Les nanocapsules magnétiques a base de CS / poly(NVPAI) ont été synthetisés par la

technique de condensation interfaciale selon les démarches expérimentales détaillées
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préecédemment dans le paragraphe 111.3.2 du chapitre I1l1l. Les nanocapsules obtenus sont
nommes par les codes CNM. Plusieurs paramétres peuvent faire varier les propriétés physico-
chimiques des nanocapsules finaux ; la quantité de magnétite ajoutée a la solution de
chitosane et le rapport volumique entre la phase aqueuse et la phase organique ont été utilisés
comme des parameétres variables dans ce systeme nanoparticulaire tout en maintenant les
autres parametres constants. En réponse au gradient de champ magnétique, tous les
nanocapsules hybrides magnétiques obtenues vont se déplacer et se concentrer sur la paroi du
flacon prés de 1’aimant, ce qui les rend facilement séparables en milieu de réaction. Le plan
experimental avec les parameétres utilisés pour cette preparation sont présentés dans le tableau
IV.1; aussi le rendement des nanocapsues magnétiques obtenus a été présenté dans ce tableau.
Des nanocapsules temoin qui ne contiennent pas de la magnétite, one été aussi préparées en

vue de les comparer avec les nanocapsules hybrides.

Tableau IV. 1: Plan expérimental pour I’obtention des nanocapsules magnétiques

Code Fes04/ CS Rapport volumique Phase Rendement (%)
d’échantillons (%, wiw) aqueuse/ Phase organique
(V/v)

CN - 45
CNM-1 20 38
CNM-2 30 40

1:2
CNM-3 40 44
CNM-4 50 53
CNM-5 80 57
CNM-6 1:2.5 68
CNM-7 50 1:3 78
CNM-8 1:35 81

Rapport molaire (moles de - NH2 / moles de cycles d'anhydride) = 0,3/1; conentration de la
solution de chitosane = 0,75% (g/100 ml).

IV.4. La structure chimique des nanocapsules magnetiques a base de CS / poly(NVPAI)

L'un des objectifs de cette étude était de préparer les nanocapsules hybrides par
I'incorporation des nanoparticules magnétiques dans les NCs a base de CS / poly (NVPAI). La

formation de ces capsules est réalisée par une réaction de condensation interfaciale qui se
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produit par diffusion des deux polymeres, dissous en différentes phases (phase aqueuse et
phase organique), vers l'interface. Le contacte d’une goutte de solution chitosane qui contient
les nanoparticules magnétiques (phase aqueuse) avec la solution de poly(NVPAI) (phase
organique) conduit a I'ouverture des cycles anhydride hautement réactif du poly NVPALI) sous
I’action du groupement amine (—NH2) du chitosane; il en résulte instantanément, une
membrane polymere par la formation de ponts amide entre les deux polyméres. Cette
membrane présente un caractere d’hydrogel prononcé étant donné la forte hydrophilie des
deux partenaires de réaction. Une certaine quantité de cycles d'anhydride peut s'hydrolyser au
contact de la solution aqueuse de CS, générant de nouveaux groupes carboxyliqgues—-COOH
libres placés a I’extérieur de la membrane. La structure chimique des nanocapsules
magnétiques obtenus est montrée sur la figure IV.1. La présence de nanoparticules
magnétiques a été remarquée a la fois dans le noyau (cceur) des nanocapsules, dans la
membrane polymeére, qui a un comportement hydrogel et méme collé sur la surface de la
membrane. En effet, la quantité importante de magnétite s’est localisée au noyau de

nanocapsule.

+ HO\/\no\/\- no\/\°”+@

Poly((N vinvlpvirolidone — aif - chitosane Nanoparticules

|

anhydride itaconique) ou poly(NVPAI magnétiques

Figure 1V.1 : Schéma réactionnel d’obtention des nanocapsules a base de CS / poly(NVPAI)

contenant des nanoparticules magnétiques.
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IV.5. Caractérisation des nanocapsules hybrides magnétiques obtenues

Gréace a la réaction de condensation interfaciale, des nanocapsules magnétiques ont
été élaborés. Leurs caractéristiques sont présentées dans cette partie a savoir : diametre et
polydispersité; morphologie SEM et MET; caractérisation thermique et magnétique,
comportement de gonflement, chargement et libération de médicament, potentiel zéta, test de

cytotoxicite.
IV.5.1. Caractérisation structurelle des nanocapsules obtenues par Spectroscopie FTIR

Une premiere caractérisation structurale des nanocapsules magnétiques obtenues a été
effectuée par la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR). Les spectres FTIR
des échantillons préparés ont confirmés la réticulation entre les chaines des deux polymeéres et
ont confirmés aussi la présence de matériau magnétique dans les nanocapsules obtenues. Les
spectres FTIR de nanoparticules magnétiques (M), des nanocapsules non magnétiques (CN) et
des nanocapsules manétiques (CNM-1, CNM-4) sont présentés dans la figure IV.2. Les
nanocapsules non magnétiques (CN) sont des capsules a base de CS / poly(NVPAI) obtenus
par le méme procédé expérimental utilisé pour la préparation des nanocapsules magnéetiques,

mais elles ne contiennent pas, évidement, les nanoparticules de magnétite.
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Figure 1V.2: Spectre FT-IR pour la magnétite (M), CN, CNM-1 et CNM-4.

CN : nanocapsules non magnétiques et CNM-1, CNM-4 : les nanocapsules magnétiques.

Le spectre FTIR des nanoparticules magnétiques (M) présente des bandes d'absorption
caractéristiques a 578 cm™ et 627 cm™ correspondant aux Fe-O et aux limites Fe-O-Fe de la
magnétite (FesOa) [6,7], tandis que le les pics a 1626 cm™ et 3421 cm™ sont caractéristiques
des groupements hydroxyles liés a la présence d'eau a la surface des particules magnétiques
[8,9]; ces groupement —OH peuvent étre estérifié avec les cycles d’anhydrides de

poly(NVPAI) qui explique la présence de certain nanoparticules magnétiques colées sur la
surface des nanocapsules.
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Les deux spectres de CNM-1 et CNM-4 possédent des pics caractéristiques similaires,
donc, les nanocapsules magnétiques ont la méme structure ; de maniere comparable avec le
spectre des nanocapsules polymeéres (CN), nous pouvons voir tous les pics d'absorption de CN
dans les spectres de CNM-1 et CNM-4. Tous les pics d'absorption superposés a 3440 cm™,
3426 cm et 3427 cm™ apparus dans les spectres de CN, CNM-1 et CNM-4, sont attribués a
la vibration d'étirement du groupe amine secondaire (N-H) ou des groupes hydroxyle (O-H).
En outre, les échantillons CN, CNM-1 et CNM-4 montrent 1’apparition d’un pic a environ
1776 cm™ qui peut étre attribué a la vibration d'étirement du groupe C = O, des groupes
anhydride [10]. Les bandes d'absorption a 1717 cm™® et 1716 cm™ sont des pics
caractéristiques de la vibration d'étirement du —C = O des groupes carboxyliques. Le pic de
1650 cm™ correspond a la liaison carbonyle des groupes amide nouvellement formés par la
réaction du copolymeére avec le chitosane.

La présence de NP magnétiques dans la composition des NC magnétiques (CNM-1 et
CNM-4) a été confirmée par l'apparition du signal de 630 cm™ et 582 cm™® (groupes Fe-O et
Fe-O-Fe). Cependant, un décalage entre les pics caractéristiques de la magnétite peut étre
observé, de 627 a 630 cm™ et de 578 a 582 cm™, aprés leur incorporation dans les
nanocapsules qui peuvent indiquer la formation d'interactions ioniques entre FezOs et la

matrice polymérique [11]. L’attribution des principaux pics est présentée dans le tableau IV.2.

Tableau V.2 : Les bandes d'absorption caractéristiques de: magnétite (M), CN et de CNM

Bande d’absorption
Echantillons (cmY) Attribution
3421,58 groupements hydroxyles (OH)
M 627,8 et 578,62 groupes Fe-O et Fe-O-Fe
3440,78 groupe amine secondaire (N-H)
1776 groupe C = O, des groupes anhydride
CN 171754 groupes carboxyliques -C =0
1651 groupes amide (0=C—-NH)
3428,3 et 3427,89 groupe amine secondaire (N-H)
1776 groupe —C = O, des groupes anhydride
CNM-1 et CNM-4 1717 groupes —C = O des groupes carboxyliques
1651 groupes amide (0=C—-NH)
630,7 et 582,48 groupes Fe-O et Fe-O-Fe
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IV.5.2. Détermination du diamétre moyen

Parmi les interéts des systemes nanoparticulaires est leur taille submicronique qui
leurs permet d’une part d’étre administrés comme des suspensions liquides par voie orale,
d’autre part d’étre injectés par voie intraveineuse sans risque de provoquer une occlusion

vasculaire.

Le diamétre moyen des NP magnétiques est d'environ 14 nm alors que les diameétres
moyens des nanocapsules hybrides varient entre 43 et 142 nm (figure 1V.3) selon les

conditions de préparation (tableau 1V.1).
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Figure 1.3 : Courbes de distribution dimensionnelle des nanoparticules magnétiques
(M) et des nanocapsules hybrides (CNM).

D'apres les résultats obtenus, il a été constaté que la taille des nanocapsules
magnétiques ainsi que la polydispersité dimensionnelle augmentent avec I'augmentation de la
quantité de NP magnétiques. La quantité de magnétite ajoutée a la solution de CS est

présentée dans le tableau 1V.1.

Cette augmentation de taille peut étre attribuée a l'inclusion de magnétite a la fois dans
le noyau des NC et dans la membrane polymeére qui a conduit a lI'augmentation de I'épaisseur
de ce dernier et, par conséquent, a l'augmentation du diameétre des nanocapsules. Les courbes
de distribution granulométriqgue ont un caractére monomodal, mais présentent une large

polydispersité, en particulier lorsque de grandes quantités de magnétite ont été incorporées.
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Les valeurs du diametre moyens des nanocapsules hybrides magnétiques obtenus sont illustrés
dans le tableau 1V.3

Tableau 1V.3. Diamétre moyen des nanocapsules magnétiques

Echantillons M CNM-1 CNM-2 CNM-3 CNM-4 CNM-5
Diameétre
13,5 43 58 68 122 142
moyen (nm)

IV.5.3. Stabilité des suspensions aqueuses (Potentiel zéta)

Le potentiel zéta des nanocapsules magnétiques a été déterminé afin d'étudier la
stabilité de la dispersion des capsules dans un milieu Iégerement alcalin (pH = 7,4), qui imite
les conditions physiologiques. Les valeurs du potentiel zé&ta varient entre -17,7 mV et -20,9
mV et augmentent avec l'augmentation de la quantité de magnétite dans les nanocapsules
(tableau 1V.4).

Tableau 1V.4. Valeurs du potentiel zéta des nanocapsules magnétiques dans PBS a pH = 7,4.

Echantillons potentiel zeta (mV) Conductivité (mS/cm)
CNM-1 -17.7 12.5
CNM-2 -18.5 14.1
CNM-3 -19.6 15.4
CNM-4 -19.8 18.7
CNM-5 -20.9 17.6
CNM-6 -17.9 18.2
CNM-7 -19.8 12.2
CNM-8 -20.1 16.9

De plus, il a été constaté que l'augmentation du rapport volumique entre les deux
phases (aqueuse et organique) pourrait augmenter les valeurs de potentiel zéta. L'hydrolyse
d'une certaine quantité des cycles d'anhydride n'ayant pas réagi conduit a la formation de
groupes carboxyliques qui forment des anions carboxylate en milieu alcalin. En conséquence,
entre les capsules chargées négativement seront exercées des forces de répulsion
électrostatique qui conduiront a une augmentation des valeurs de potentiel zéta et, ainsi, a une

stabilité améliorée de la suspension de NCs et une tendance a I'agglomeration reduite.
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Sur la base des résultats obtenus, nous pouvons conclure que le systéme de
nanocapsules hybride présente une stabilité suffisante en milieu aqueux pour notre

application.

1VV.5.4. Morphologie des nanocapsules

L'une des principales méthodes de caractérisation des particules du point de vue
morphologique est la microscopie électronique a balayage (MEB), a travers laquelle la forme,

les dimensions et les caractéristiques de surface des échantillons peuvent étre étudiées.

L'image de microscopie électronique a balayage (MEB) de I'échantillon CNM-5 est
présentée sur la figure IV.4. D’aprés cette figure, on observe que les nanocapsules
magnétiques présentent une forme sphérique. L’image montre aussi la présence d'un contraste
de phase a la surface des composés magnétiques ; cette observation est une preuve directe de
I'existence et de I'incorporation de nanoparticules magnétiques dans les nanocapsules méme
sur leur surface. De plus, les nanocapsules hybrides présentent des valeurs de centaines de
nanometres de diametre ; ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par I'analyse
DLS si on prend en considération le large attrait du pic de distribution granulométrique. Donc,
les nanocapsules hybrides obtenus sont adaptés a une injection intraveineuse car leur taille est

d'environ quelques disaines de nanometres dans la pluspart de cas [12-15].

Figure.lV. 4 : Microscopie électronique a balayage (MEB) pour I'échantillon CNM-5.

118



Chapitre IV.........ccccoiiiiiiiniiiii, Syntheése et caractérisation des nanocapsules magnétiques a base de chitosane
et de poly (W vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique)

Figure IV.5 : Microscopie électronique en transmission (MET) pour I'échantillon CNM-5.

Sur la base des spectres de microscopie électronique a transmission (TEM) de la figure
IV.5, on peut affirmer que les capsules présentent une forme sphérique. Leur structure
«noyau-coquille» est évidente, leur noyau étant composé de nanoparticules de magnétite
agglomeérées. Ce noyau est entouré par la membrane polymere (le plus brillant autour de la
capsule), on constate aussi que dans cette membrane et partiellement a I'extérieur de la
membrane, on remarque des nanoparticules de magnétite, comme suggéré par la photographie
MEB présentée précédemment (figure 1V.4). La photographie permet également I'estimation
approximative de I'épaisseur de la membrane polymeére (environ 20 nm, selon la figure
IV.5.b).

IVV.5.5. Propriétés thermique des nanocapsules par ATG

L’évaluation des propriétés thermiques des matériaux est requise pour deux raisons:
- Constituer des informations complémentaires sur le type de matériau analysée

(mélange, combinaison chimique, etc.);
- Donner des informations sur sa capacité a résister a la stérilisation thermique.

Les courbes thermogravimétriques (ATG) caractéristiques des nanocapsules
magnétiques pour les échantillons (CNM-1, CNM-4 et CNM-6) et des nanocapsules non
magnétiques (CN) sont présentées dans la figure IV.6 et les résultats du comportement

thermique de ces produits sont présentés dans le tableau 1V.4.
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Figure 1V.6 : Courbes thermogravimétriques pour CN, CNM-1, CNM-4 et CNM-6.

A partir de cette figure, on observe que toutes les courbes thermiques des capsules
préparées présentent trois étapes de dégradation en fonction de la température avec différents

pourcentages de perte de masse.

La premiére étape de dégradation apparait dans la plage de température de 25-120°C,
se caractérise par une perte de masse comprise entre 8 et 10% correspondante a I'évaporation
des molécules d'eau libres qui se trouvent toujours dans les nanocapsules malgré 1’étape
préalable de séchage qui a été effectué a la fin de synthese des particules. L’eau est liée et
interagit fortement avec les chaines de polymeres ou de nanoparticules magnétiques, soit par
des liaisons hydrogenes entre 1’atome d'hydrogéne des molécules d’eau et I’oxygeéne des
chaines de polymeéres ou de nanoparticules magnétiques, soit par des interactions

hydrophobes. Donc, par conséquent plus difficile a éliminer.

La deuxieme étape se produit dans une gamme de température de 120°C a 400°C, la
perte de masse au cours de cette étape thermique se situe entre 35 a 40% ; cette perte est trés
importante (dégradation de la partie majeure) et clairement visible si on compare les
thermogrammes des échantillons. Elle correspondant a la décomposition des cycles anhydride
des unités d'anhydride itaconique et a la décomposition thermique et oxydative du chitosane,

ce qui est di au clivage thermique des liaisons entre les chaines polymériques.
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La derniére étape de dégradation se situe entre 400°C et 650°C avec une perte de poids
d'environ 25% correspond a la décomposition compléte des matériaux polyméres. Une masse
non dégradée avec différents pourcentages correspond au matériau magnétique qui se trouve

dans les nanocapsules. Il existe une séquence logique de toutes les courbes thermiques :

Par exemple, pour I'échantillon CNM-1 nous avons un pourcentage de masse de 26,9%
qui reste a 700 °C, correspondant a la quantité de magnétite qui se trouve dans les capsules
hybrides. Le pourcentage restant dans I'échantillon CNM-4 est denviron 33,2%, par
comparaison avec CNM-1, cette différence de pourcentage est liée au rapport massique
magnétite/chitosane utilisé initialement dans les conditions expérimentales d’obtention des
nanocapsules magnétiques (tableau IV.1). Le pourcentage de masse restant est 31% pour
I'échantillon CNM-6, ce dernier contient le méme rapport magnétite/chitosane que
I'échantillon CNM-4, d’un pourcentage de masse restant 33,2%. Cette petite différence entre
ces deux échantillons (CNM-4 et CNM-6) peut étre attribuée au changement de phase
organique; on remarque que, lorsque la phase organique augmente, la quantité de magnétite

incorporée diminue (tableau 1V.1).

Dans le cas des nanocapsules non magnétiques (CN), utilisées comme référence, une
décomposition compléete a été remarquée a environ 600°C avec un résidu de 0%, car ce
matériau a été obtenu juste a base de polymeéres organiques qui ne résiste pas a des
températures supérieures a 600°C (une dégradation totale a cette température). En général ;
les pertes en masse a une température inférieure a 600°C représentent 1'eau qui s’évapore et
les produits volatiles qui se forme par la dégradation thermique des polymeéres organiques

utilisés pour la préparation de particules ; le résidu est, pratiquement, le matériau magnétique.

Ces résultats sont en parfait accord avec les résultats trouvés par d'autres études
antérieures [16, 17]. Cette étude thermique a montré que les nanocapules magnétiques sont
thermiquement plus stables que les nanocapules non magnétiques, ainsi, que leur stabilité
thermique augmente lorsque la teneur en magnétite augmente. L'attrait des courbes des
nanocapsules magnétiques par rapport aux nanocapsules non magnétiques est le méme mais il
y a un décalage entre les particules magnétiques et non magnétiques qui est d a la formation
d'interactions ioniques entre la magnétite et la matrice polymére comme démontré par
l'analyse FTIR, qui a induit a une stabilité thermique accrue des nanocapsules magnétiques.
Les étapes de dégradation, la température et le pourcentage de perte de masse correspondant a

chaque dégradation pour chaque échantillon sont reportées dans le tableau 1V.5.

121



Chapitre IV.........ccccoiiiiiiiniiiii, Synthése et caractérisation des nanocapsules magnétiques a base de chitosane
et de poly (W vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique)

Tableau IV.5. Les résultats de I'analyse thermogravométrique pour CN, CNM-1 CNM-4 et

CNM-6
] Etapes de Pourcentage de perte
Echantillons dégradation Temperature (°C) de masse (%)
I 100 9.6
CN I 392 58
Il 642 32
I 93.7 8.54
CNM-1 1 383.4 40.05
Il 625 24.49
I 77.88 5.8
CNM-4 I 374 36
Il 644 25
I 77 6
CNM-6 I 379 38
Il 646 25

IV.5.6. Propriétés magnétiques

Puisque les nanocapsules synthétisées sont magnétiques, alors nous sommes intéresses
a évaluer leurs propriétés magnétiques sous un champ magnétique externe a une température

ambiante par un magnétometre a échantillon vibrant (VSM).

La figure IV.7 représente les courbes de magnétisation pour les échantillons CNM-1,
CNM-2, CNM-4 et CNM-5 déterminées par VSM a température ambiante. Ce cycle est en
effet parfaitement symétrique autour de 1’origine et totalement superposable ; les courbes
d'aimantation ne présentent pas d'hystérésis lorsqu'un champ magnétique externe est appliqué
pour tous les échantillons analysés. La coercivité (Hc) et la rémanence (Mr) sont toutes les
deux nulles, ce qui prouve le super paramagnétisme des nanocapsules magnétiques [18]. Le
concept s'explique par le fait que lorsqu'un champ magnétique externe est appliqué, les
nanoparticules de magnetite deviennent magnétiques, tout en revenant a I'état non magnétique
une fois le champ magnétique arrété. Cette caractéristique rend possible les applications de

nanocapsules magnétiques pour l'administration ciblée de médicaments. Les valeurs de
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magnétisation de saturation (Ms) pour chaque échantillon, ont été enregistrés : Ms = 13,5 emu
/ g pour I'échantillon CNM-5, Ms = 9,9 emu / g pour I'échantillon CNM-4, Ms = 5,0 emu / ¢
pour I'échantillon CNM-2, et Ms = 4,0 emu / g pour I'échantillon CNM-1.
15?
12

9

6

w

=0
5 o
=
3 ——CNM-1
6 ——CNM-2
——CNM-4
- ——CNM-5
<12
-15 —>
-25000 -20000 -15000 -10000 -5000 O 5000 10000 15000 20000 25000

H(Oe)

Figure IV.7: Les courbes de magnétisation de différents nanocapsules magnétiques (CNM-1,
CNM-2, CNM-4 et CNM-5).

L'analyse comparative des valeurs de lI'aimantation a saturation confirme I'idée que les
nanoparticules de magnétite ont été incorporées avec succes dans les nanocapsules, ainsi, la
magnétisation a saturation des nanocapsules magnétiques dépend du taux de magnétite
contenus dans les capsules. La valeur de magnétisation la plus élevée a été enregistrée pour
I'échantillon CNM-5, contenant la plus grande quantité de magnétite, et il est apparu que la

valeur de la magnétisation diminue lorsque la quantité de FesO4 diminue.

IV.6. Etude de gonflement des nanocapsules magnétiques

Le comportement de gonflement des nanocapsules magnétiques obtenus a été étudié
en milieu légerement alcalin (pH 7,4) afin d'évaluer leur potentiel a étre utilisées comme
supports de médicaments (figure 1V.8). Le gonflement des nanocapsules est provoque par la
pénétration de l'eau dans le noyau vide jusqu'au remplissage complet ainsi que par le
gonflement de la membrane polymeére qui a un caractére hydrogel [19]. Evidemment, la

quantité d'eau contenue dans la cavité de la capsule dépend, d'une part, de I'élasticité et de
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I’épaisseur de membrane, et d’autre part, de la quantité de matériau magnétique dans la

capsule.

Les pourcentages de valeurs maximales du degré de gonflement des nanocapsules

magnétiques a 24 heurs en solution tampon phosphate (pH = 7,4) sont représentés dans la

figure 1V.8. La figure IV.9 représente la cinétique de gonflement des nanocapsules

magnétiques en méme milieu aqueux.
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Figure V.8 : Le degré maximal de gonflement a 24h en solution PBS (pH = 7,4) des
nanocapsules magnétiques CNM-1, CNM-2, CNM-3, CNM-4, CNM-5; CNM-6, CNM-7,

CNM-8, CN.
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Figure 1V.9 : Les courbes de cinétique de gonflement des nanocapsules en conditions
alcalines (pH = 7,4) pour les échantillons: a) CN, CNM-1, CNM-2, CNM-3, CNM-4, CNM-
5; b) CN, CNM -4, CNM-6, CNM-7, CNM-8.

Comme on peut le voir sur la figure V.8, tous les nanocapsules magnétiques
présentent un degré de gonflement élevé qui varie entre 1298% et 1705% et qui peuvent étre
di a la pénétration de I’eau dans la membrane polymérique et dans le noyau des capsules. En
outre, on observe que les nanocapsules non magnétiques présentent un taux de gonflement
d'environ 1850% ; ce degré de gonflement est beaucoup plus élevé que dans les capsules
magnétiques. Ceci est attribué a 1’absence de matériau magnétique dans le noyau des
nanocapsules. La taille, la composition et les paramétres de préparation des capsules
magnétiques ont un effet visible sur les propriétés de gonflement.
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Sur la figure 1V.9.a), on peut observer que le degré de gonflement des nanocapsules
magnétiques varie entre 1298% et 1640% et diminue avec l'augmentation de la quantité de
magnétite incorporée dans les NCs. Ce comportement peut étre attribué a la diminution de
I'espace a l'intérieur des nanocapsules en raison de lI'augmentation de la quantité de magnétite
présente dans le systeme, réduisant ainsi la quantité d'eau pouvant pénétrer dans le noyau de

la capsule, et, implicitement, & une diminution du degré de gonflement des nanocapsules.

D’aprés la figure 1V.9.b), on remarque une augmentation du degré de gonflement
avec l'augmentation de volume de la phase organique pour la méme quantité de magnétite
(Tableau 1V.1). Ce comportement peut s'expliquer comme suit: quand le volume de la phase
organique augmente (dilution de la solution de copolymere), le nombre de macromolécules de
poly(NVPAI) qui entre en contact avec une goutte de la solution aqueuse de chitosane
diminue progressivement du fait de la dilution de la solution de copolymere et devient de plus
en plus petite. En conséquence, la densité de réticulation de la membrane de nanocapsule

diminue, et donc le taux de gonflement augmente.
IVV.7. Efficacité d’encapsulation de 5-fluorouracile

Ce type de nanocapsules magnétiques a été développé afin d'étre utilisé pour le
traitement ciblé du cancer. L'efficacité d'encapsulation du 5-FU utilisé comme médicament

antitumoral modéle dans des nanocapsules magnétiques est présentée dans le tableau IV.6.

Tableau IV.6 : Valeurs d'efficacité d'encapsulation de 5-FU.

Echantillons CNM-1 | CNM-4 | CNM-5 | CNM-6 | CNM-7 | CNM-8
Efficacité d’encapsulation (%) 29 26 29 27 29 32
La quantité de 5-FU
(mg)/CNM(mg) 0,218 | 0,194 0,163 0,201 0,215 0,239

La quantité de médicament retenue par les nanocapsules dépendait du rapport
magnétite/polymere. L'efficacité de chargement du médicament diminue avec I'augmentation
de la quantité de nanoparticules de magnétite, cet effet étant attendu car I'espace laissé a la
disposition du médicament dans le noyau des NCs est réduit avec 1’augmentationt de la
quantité de nanoparticule de magnétite. De plus, I'efficacité de chargement augmente avec
l'augmentation de la phase organique; cet effet est di a la réduction de la densite de
réticulation de la membrane des nanocapsules et donc a l'augmentation de sa capacité a

inclure un plus grand nombre de molécules médicamenteuses dans le maillage du réseau. Ce
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comportement est en accord avec le degré de gonflement des NCs hybrides en milieu PBS, a

pH 7,4.
IV.8. Libération de 5-FU par les nanocapsules magnétiques

La cinétique de libération de 5-FU a partir de nanocapsules magnétiques dans un PBS

(pH = 7,4) est illustrée dans la figure 1V.10.
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Figure 1V.10: Cinétique de libération in vitro de 5-FU a partir de NC magnétiques dans une
solution tampon phosphate (pH 7,4), avec un insert zoom de cinétique de libération entre O et
30 minutes, pour les échantillons: a). CNM-1, CNM-4 et CNM-5; b). CNM-4, CNM-6,
CNM-7 et CNM-8.

La libération du médicament a partir des nanocapsules magnétiques est controlée par

diffusion de 5-fluorouracile par la membrane polymere et se déroule en deux étapes. La
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premiere phase rapide appelée (effet d'éclatement), dans cette étape un pourcentage d'environ
25 a 35% de 5-fluorouracile a été libéré dans les 10 a 30 premiéres minutes. Ceci est attribue a
la désorption du médicament situé a la surface des nanocapsules. La seconde phase
correspond a la diffusion du médicament du noyau interne de nanocapsule vers la phase
externe et I'évolution de la libération de 5-fluorouracile est presque linéaire avec une vitesse
de libération lente jusqu'a I'équilibre [17]. De plus, il semble que l'augmentation de la quantité
de nanoparticules magnétiques conduit a une augmentation de I'efficacité de libération du

médicament.

La figure 1V.10.b) montre que l'efficacité de libération augmente légerement avec
l'augmentation du volume de la phase organique. Ce comportement est conforme a la fois au
degré de gonflement et aux résultats de chargement, et s'explique par le transport/diffusion
plus facile du médicament a travers la membrane polymere, qui a une densité de réticulation
moindre & un volume élevé de la phase organique. L'efficacité de libération du 5-FU en milieu

alcalin se situe entre 52 et 70%.
IV.9. Analyse théorique de la libération de médicaments
Dans notre cas, les paramétres de Korsmeyer et Peppas ont présentées dans le tableau 1V.6:

Tableau I1V.7. Paramétres de Korsmeyer-Peppas.

Echantillons CNM-1 CNM-4 CNM-5 CNM-6 | CNM-7 | CNM-8
k 0,167 0,195 0,112 0,157 0,090 0,094
n 0,184 0,187 0,273 0,220 0,308 0,303

Comme on peut le voir, dans tous les cas les valeurs de « n » indiquent une diffusion
fickienne perturbée. De plus, a partir de la représentation graphique (figure 1V.11) de la
cinétique de libération expérimentale et suivant le modéle de Korsmeyer-Peppas, on peut voir
que le meilleur ajustement est dans la premiere partie de la cinétique de libération, c'est-a-dire
dans la phase de gonflement de la libération, ou le phénoméne dominant est la diffusion
fickienne [20].

128



Chapitre IV.........ccccoiiiiiiiniiiii, Synthése et caractérisation des nanocapsules magnétiques a base de chitosane

et de poly (W vinylpyrrolidone — alt - anhydride itaconique)

0.8 1

%77 CNM-1 CNM-4
2 &
B &
s 02 4 W
w2 —Korsmeyer-Peppasmodel 0:2 1 — Korsmeyer-Peppas model
0.1 O Experimental data 0.1 < Experimental data
0 B 0 T T
0 500 1000 Tt (i) 0 500 1000 Tim
0.9 - - 0.9
CNM-5 CNM-6
0.8 - B 0.8
P /<-/
0.7 A A 0.7 A
" AL /// 8 »
£ 0.6 - o g 0.6 -
k3 - 3 5
g 03 / g 03
5 04 = 04 4
= - [
v 0.3 ~A W 0.3 4
0.2 é\ —— Korsmeyer-Peppas model 0.2 § Korsmeyer-Peppas
01 & A Experimental data 0.1 J‘ model
0 & T 0 3 T
0 500 1000  Time (min.) 0 500 1000 Tim:
0.9 0.9 1
CNM-7 CNM-8
0.8 0.8
0.7 0.7
£ 0.6 - £ 0.6 -
E 0.5 1 E 0.5 1
o 04 = 04
1] =
W, 0.3 v 0.3 4
0.2 Korsmeyer-Peppas model 0.2 1 Korsmeyer-Peppasmodel
01 4 Experimental data 01 4 Experimental data
| 1
| |
0 @ T 0 T
0 500 1000 Time (min.) 0 500 1000  Tim

Figure 1V.11. Cinétique de libération expérimentale et courbes théoriques de

Korsmeyer-Peppas pour les nanocapsules magnétiques.

1VV.10. Test de viabilité

Les tests in vitro sur la lignée de cellules tumorales MCF-7 ont été réalisés afin
d'étudier, d'une part, la biocompatibilité des nanocapsules non chargées et nhon magnétiques
(CN), et d'autre part I'efficacité cytostatique de nanocapsules chargées en 5-FU (CN-5-FU) et
de NC hybrides chargées en 5-FU (CNM-4-5-FU). Cet effet cytostatique a été induit par la
libération contrdlée de 5-FU des NC chargés de médicament pendant un traitement de 48
heures a des doses allant de 50 a 250 pg / ml, et a éte comparé a l'effet du traitement avec du
5-FU libre. Comme le montre la figure 1V.12, le traitement de 48 heures avec les
nanocapsules non chargées (CN) a entrainé des interférences insignifiantes avec la viabilité

cellulaire MCF-7. Ainsi, la viabilité cellulaire atteint, par rapport au controle, a la dose la plus
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faible utilisée (50 pg / mL) les valeurs de 99,84% et a la dose expérimentale la plus élevée
(250 pg / ml) une valeur de 91,39%, correspondant a des valeurs de cytotoxicité de 0,16% et
respectivement de 8,61%. Ces valeurs indiquent que les échantillons analysés sont bien
tolérés par les cellules MCF-7. Le traitement avec des nanocapsules chargées de 5-FU (CN-5-
FU) a été suivi d'une diminution modérée de la viabilité cellulaire, de maniére dose-

dépendante.
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Figure 1V.12 : Viabilité des cellules MCF-7 de carcinome du sein humain aprés 48 heures
d'incubation avec des nanocapsules non chargées (CN-2), des nanocapsules chargées en 5-FU
(CN-2-5-FU), des nanocapsules magnétiques chargées en 5-FU (CNM-4-5-FU) et 5-FU en

fonction de la concentration.

A la dose minimale, une valeur de viabilité cellulaire de 79,7% a été enregistrée,
corrélée a un effet cytotoxique de 20,3%. A la dose maximale, la valeur de viabilité cellulaire
était de 61,33%, conduisant a une cytotoxicité de 38,67%. Le traitement CNM-4-5-FU a eu
pour conséquence un effet cytotoxique plus faible que celui induit par le CN-5-FU, se faisant
remarquer une valeur de 30,61%, a la dose la plus élevée. Le traitement de 48 heures avec du
5-FU libre s'est matérialisé par une diminution de la viabilité cellulaire, atteignant a la dose la
plus élevée (40 pg / mL) la valeur de 58,24%, corrélée a un effet cytotoxique de 41,76%,
presque par la valeur recommandée par programmes de dépistage in vitro [21-23].
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1VV.11. Conclusion

L'approche originale proposée dans cette étude est le développement d’un systeme
hybride innovant utilisant des nanocapsules a base de polymeéres naturels et synthétiques
contenant a la fois des nanoparticules magnétiques et un médicament antitumoral, afin
d'améliorer I'efficacité du traitement antitumoral. Les nanoparticules magnétiques possédent
des propriétés extrémement intéressantes pour la nanomédecine.  Les nanocapsules
magnétiques pourraient étre dirigées avec un champ magnétique externe vers la cible et le
mouvement des particules magnétiques pourrait entrainer une augmentation de la température
dans les cellules tumorales induisant un effet hyperthermique. Cet effet, combiné a la
libération controlée du médicament antitumoral (5-fluorouracile) au site de la tumeur, détruira
les cellules tumorales. Les nanocapsules hybrides présentent des valeurs de centaines de
nanometres de diametre et ont une forme sphérique bien définie. L'analyse des propriétés
magnétiques a permis de conclure que les particules présentent un superparamagnétisme. Les
nanocapsules magnétiques ont permis I'encapsulation d'une quantité accrue de 5-fluorouracile

et ont présenté une bonne capacité de libération du médicament.
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V.1. Introduction

Les systéemes d'administration de médicaments (DDS) sont un domaine important de la
biomédecine basé sur des approches interdisciplinaires combinent la pharmacie, la science des
polymeres, la chimie analytique, la chimie des bioconjugues et la biologie moléculaire [1]. De
nos jours, le systeme d'administration de médicament ciblé magnétiguement (MTDDS) est
I'une des stratégies les plus attrayantes et les plus prometteuses pour administrer le
médicament au site spécifié. Par rapport a la technique traditionnelle, les MTDDS sont tres
efficaces et ont un impact rapide. De plus, ils peuvent réduire la toxicité et les effets
secondaires indésirables [2]. Les systémes de délivrance ciblés détiennent un grand potentiel
dans la thérapie du cancer en raison de la libération spécifique de médicament dans les tissus
cancéreux. Les nanoparticules magnétiques sont tres importantes: elles représentent le
composé clé dans ces systéemes d’administrations grace a leurs propriétés magnétiques ; elles
peuvent étre ciblées sélectivement sur les tissus spécifiques (cancéreux) en présence d'un
champ magnétique. Ces nanoparticules magnétiqus ne peuvent étre utilisés seuls comme
vecteurs de médicaments [3], a cause de leurs instabilités en solutions aqueuse, leurs

agrégations et précipitations.

D’un autre cOté, les nanoparticules préparées a partir de biopolymeres ont été
largement utilisées comme vecteurs de médicaments en raison de leurs avantages significatifs
pour une administration efficace [4,5]. Parmi ceux-ci, le chitosane est I'un des biopolymeéres
qui peuvent former des nanoparticules aux propriétés uniques [6,7]. Le chitosane recoit
actuellement un grand intérét pour les applications dans le domaine médical et
pharmaceutique en raison de ses propriétés intéressantes comme la biocompatibilité, la
biodégradabilité et non toxicité. Il est connu aussi pour d’autres propriétés telles que:
analgésiques, mucoadhésivité, hémostatique, antimicrobienne et antioxydant. Le chitosane
posséde une propriété antitumorale intrinseque ce qui en fait un vecteur idéal pour le
traitement du cancer [8]. Récemment, il y a eu un intérét substantiel sur les nanoparticules de
chitosane car leurs processus de production est simple et sont utilises comme vecteurs
prometteurs pour lI'administration de médicaments a libération contrdlée et sont largement

exploitées dans I'industrie pharmaceutique [9].

Les nanoparticules hybrides obtenues par I’association des nanoparticules magnétiques
avec une matrice de polymere naturel sont prometteuses pour des applications biomédicales
avanceées : biodétection et bioseparation, diagnostique, imagerie par résonance magnétique,

thérapie par hyperthermie et administration contrdlée de médicaments. Le point fort de ces
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outils est la combinaison des propriétés magnétiques avec les propriétés du polymere capable

de conférer des fonctionnalités nouvelles et spécifiques.

Les formulations les plus demandées et recherchées dans 1’utilisation de chitosane
comme un vecteur de médicament sont les micro/nanoparticules, et la méthode de préparation
des nanoparticules doit étre baseée sur les propriétés recherchées, comme la taille des
particules, la stabilité thermique et chimique, la nature du principe actif, la reproductibilité,

une toxicité réduites.....

L’objectif de 1’étude présentée dans ce chapitre est I'obtention d’un nanosysteme
polymeére-magnétite-médicament sous forme de nanoparticules hybrides originales chargées
de principes biologiquement actifs utilisés pour le traitement de cancer. Ces nanoparticules
sont a base d’un polymere naturel (chitosane), biocompatible, sous forme de nanosphéres
contenant & la fois, des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer (magnétite) dispersées
dans leur matrice, et un médicament anti-tumoral - 5-Fluourouracile. Dans la littérature existe
des travaux pour ce type de nanoparticules mais I’innovation de notre travail c’est la
technique d’obtention de ces particules. On propose, pour la premiére fois, 1’obtention des
nanosphéres magnétiques a base de CS par la technique de double réticulation (ionique et
covalente) en émulsion inverse qui assure la stabilité mécanique du support polymére. Ce
nanoporteur a un double effet : d’un coté, I’incorporation de nanoparticules de magnétite dans
la matrice polymére réticulée, et d’un autre co6té, I’encapsulation d’un médicament anti-

tumoral, le 5-Fluourouracile.

La caractérisation des nanospheres magnétiques préparés a été réalisée par analyse
spectrale (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier-FTIR), caractérisation
morphologique (microscopie électronique a balayage (MEB), diametre moyen des particules
et zéta potentiel, analyse thermogravimétriqgue (ATG) et analyse par magnétométrie a
échantillon vibrant; on donnera une présentation et une discussion des différents résultats
obtenus dans la premiére partie de ce chapitre. Puis, 1’étude du gonflement des spheres
hybrides magnétiques dans différents milieux aqueux (pH=7,4, pH= 6,7 et pH= 3,6) sera

évaluée. Enfin, des études d’encapsulation et de libération de 5-fluorouracile seront exposées.
V.2. Obtention des nanosphéres magnétiques a base de chitosane et de magnétite

Dans cette partie on s’intéressera plus précisément sur la conception et la synthese de
nanosphéres magnétiques biocompatibles a base de chitosane permettant 1’inclusion des

nanoparticules de magnétite et en méme temps a 1’encapsulation de substance biologiquement
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active (SA). Pour cela des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer sont synthetisées. Pour
rappel, les voies de synthéses des nanoparticules magnétiques sont nombreuses et les plus
courantes sont la coprécipitation, la synthése solvo- et hydrothermale ou encore la
décomposition thermique. Les deux derniéres permettent un bon contréle de la morphologie
des nanoparticules obtenues, mais impliquent des procédés lourds et parfois difficilement
industrialisables (réacteurs sous pression et hautes températures). C’est pourquoi le choix de
la voie de synthése des nanoparticules de magnétite s’est portée sur la coprécipitation, qui
permet une synthese rapide et dans des conditions douces de température et de pression. Le
protocole expéerimental que nous avons adopté pour la synthese des nanoparticules

magnétiques d’oxyde fer est décrit dans le chapitre Il (paragraphe 111.3.1).

Tel que décrit précédemment, la technique de synthése des nanosphéres magnétiques
a base de chitosane est le procédé de double réticulation en émulsion inverse. Des agents de
réticulation sont nécessaires pour produire des nanoparticules de chitosane; le
tripolyphosphate et le glutaraldéhyde sont des agents de réticulation trés couramment utilisés
dans la préparation de nanoparticules de chitosane [10]. En effet, la réticulation stabilise le
chitosane dans les milieux acides et le rend insoluble. Cette technique est appliquée en deux
étapes : la premiére étape est la réticulation ionique de polymere (CS) qui est réalisée par
I’utilisation d’un agent ionique de réticulation, non toxique le tripolyphosphate; la deuxiéme
étape est une réticulation covalente. Dans cette étape, une faible quantité d’un réticulant
covalent - la glutaraldéhyde - a été utilisée pour stabiliser la forme et la taille des particules
obtenues, donc pour augmenter la stabilité mécanique des particules. Cette méthode nécessite
une étape de purification par un lavage des particules par des solvants tels que I'acétone pour
I'élimination de l'exces de toluéne. Sinon, la phase huileuse retenue dans les nanoparticules
peut provoquer une agrégation et altérer leurs propriétés morphologiques. Le lavage a
l'acétone et avec de 1’eau distillée est nécessaire pour éliminer également I'excés de

glutaraldehyde n'ayant pas réagi.

La double réticulation - covalente et ionique- est adaptée car elle permet la réduction
drastique de la quantité de réticulant covalent (le glutaraldéhyde) connu par sa toxicité et son
remplacement par un réticulant ionique (le tripolyphosphate). Avec ce procédé, nous
attendons, la formation des nanoparticules a base de chitosane grace a leur groupements
fonctionnels (OH et NH) qui peuvent interagir avec les deux réticulants. Les nanoparticules
magnétiques sont dispersées dans la matrice polymere de chitosane ; l'adsorption des

tensioactifs amphiphiles permet une bonne dispersion des particules dans les milieux aqueux,
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une protection contre I'oxydation de la surface des nanoparticules et une fonctionnalisation

subséquente.

Les nanospheres magnétiques a base de chitosane ont été synthétisées selon le
protocole detaillé dans la partie expérimentale du chapitre Il (paragraphe 111.3.3). De
nombreux parametres exercent une influence notable sur les caractéristiques
physicochimiques des nanosphéres magnétiques. Les principaux paramétres expérimentaux
que nous avons fait varier au sein de ce systeme sont : le rapport massique entre le polymeére
et le matériau magnétique (CS / FesQOs), la concentration de la solution de chitosane, la vitesse
d'agitation et le rapport molaire entre le chitosane et le réticulant ionique « tripolyphosphate »
(NH2 / TPP), L’influence de chaque paramétre sera étudiée en maintenant tous les autres
paramétres constants. Les nanospheres magnétiques obtenues sont nommeés par les codes

NSM. Les conditions choisies pour cette étude sont présentés dans le tableau V.1.

Tableau V.1 : Le plan expérimental utilisé pour la préparation des nanosphéres magnétiques

a base de CS
Code Rapport massique Cs% Vitesse d’agitation Rapport molaire
d’échantillons | CS/Fes04(g/g) (9/200ml) (tr/min) ~NH, / TPP
NSM-1 1/0.5
NSM-2 1/0.7
NSM-3 1/1 0.5
NSM-4 1/1.2 15000
NSM-5 1/1.7
NSM-6 0.3 172
NSM-7 0.7
NSM-8 5000
NSM-9 9000
NSM-10 1/0.5 0.5 12000
NSM-11 18000
NSM-12 15000 1/2,5
NSM-13 1/3

Les paramétres maintenus constants pendant toutes les expériences sont: le rapport
molaire de —NH2/GA = 1/0,5 (moles/moles) ; le temps de réticulation ionique égale a 60

minutes et le temps de réeticulation covalent de 90 minutes.

V. 3. La structure des nanosphéres magnétiques a base de CS obtenues par double

réticulation en émulsion inverse

La réaction dans le procéde de double réticulation en émulsion inverse est basee sur

la réactivité fonctionnelle du polymere (les fonctions amines, hydroxyles.....) qui vont
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interagir avec les groupements fonctionnelles d’agents de réticulation. Le chitosane a la
capacité de former des nanoparticules, il est trés réactif grace a ses nombreux groupements
amine (-NH>) et hydroxyle (-OH) situés tout au long de la chaine macromoléculaire. La
réticulation de chitosane consiste a relier leurs chaines entre elles afin de créer un réseau
macromoléculaire tridimensionnel. Les nanoparticules de chitosane réticulées se sont avérées
étre d'un grand potentiel dans les applications thérapeutiques pour la libération controlée de
médicaments [11,12]. La formation des nanosphéres magnétiques a base de chitosane a été

effectuée comme suit :

En milieu faiblement acide, les groupes amines de chitosane s'ionisent et se
transforment en cations ammonium qui peuvent interagir avec les anions de la structure du
réticulant. Une réaction de réticulation ionique se produit entre le chitosane chargé
positivement (NHs") et le tripolyphosphate chargé négativement (PO’), le TPP est attiré
électrostatiquement vers les groupes NHs" de chitosane pour produire des nanoparticules de
chitosane réticulées ioniqguement. De plus, une réticulation covalente se fait entre les fonctions
carbonyle du glutaraldéhyde et les groupes amine du chitosane formant des liaisons de type
imine par la réaction de base de Schiff. Le GA réagit avec le polymeére principalement sur les
couches superficielles des particules réticulées ioniquement ; ces nanoparticules étaient en

outre devenues plus durs par la réticulation covalente [12].

En conséquence, la structure du matériau élaboré par double réticulation sera
complexe. Les nanoparticules magnétiques dispersées dans la matrice polymére peuvent étre
localisées au centre ou en surface (les groupes —NHs* du chitosane sont attirés par —OH de
I'oxyde de fer, en formant des liaisons d’hydrogéne [13]). La structure du réseau polymere qui
contient le matériau magnétique est représentée sur la figure.V.1.
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Figure V.1 : lllustration schématique de la structure du réseau formé par la double

réticulation du chitosane, en incluant les nanoparticules de magnétite.

Il est important de rappeler que la stratégie choisie pour la préparation des particules
constituait le processus de double réticulation en émulsion inverse, implique dans un premier
temps un processus de réticulation ionique de 80% des groupements aminés de chitosane,
suivi de I'étape de réticulation covalente des groupements amines a environ 20%, afin

d'assurer la stabilité mécanique des particules.
V.4. Caractérisation structurale de nanoparticules par FTIR

Pour confirmer la structure du composé attendu, une caractérisation structurale par la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier des nanosphéres magnétiques a base de
chitosane a été effectuée. La formation du réseau polymere suite a une double réticulation
(ionique et covalente) ainsi que la présence du matériau magnétique dans les nanoparticules
préparées a été confirmée par cette caractérisation. Les spectres FTIR de chitosane (CS), de
nanoparticules magnétiques (FesOs), des nanosphéres non magnétiques (NS) et des

nanosphéres manétiques (NSM-1, NSM-2, NSM-10) sont présentés dans la figure V.2.
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Figure V.2 : Spectres FT-IR comparatifs de CS, FesO4, nanoparticules & base de chitosane

non magnétiques et nanoparticules hybrides.

Les spectres FTIR des nanoparticules des différents composés sont donnés sur la
figure V.2. Nous remarquons que tous les pics caractéristiques de chitosane et d'oxyde de fer
sont présents dans les spectres des nanospheres magnétiques a base de CS. Bien que les
spectres FT-IR enregistrés pour toutes ces nanospheres obtenues ayant un profil similaire avec
une légére différence dans les intensités d’adsorption de quelques bandes di a leur
environnement, ces spectres confirment la formation de la structure proposée sur la
figure.V.1.

Un pic élargi a été observé autour de 3470 cm™ di a I'étirement du groupe OH. Les
bandes & 1000-2000 cm™ sont attribuées respectivement a la structure saccharidique du
chitosane. Dans les spectres de nanoparticules hybrides, on trouve : la bande d'absorption a
1647 cm, indiquant la vibration d'étirement C = N du groupe imine de la base Schiff; cela
dénote une indication claire d'une réticulation covalente entre les groupements amines de
chitosane et les groupements carbonyle du glutaraldéhyde. De plus, le signal de bande
d'absorption a 893,04 cm™ spécifique aux liaisons nouvellement formées prouve la
réticulation ionique entre les anions de tripolyphosphate (-P-O-P-) et les cations ammonium
de chitosane [14].
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La présence du matériau magnétique dans la structure des nanoparticules composites
est confirmé par la superposition des pics a un signal de 580,74 cm ! correspondant aux
limites Fe-O / Fe-O-Fe de la magnétite (FesOs) [15-17]. Les bandes d'absorptions
caractéristiques de chitosane, magnétite, nanosphéres non magnétique, et les nanospheres

magnétiques sont présentées dans le tableau V.2.

Tableau V.2: Les bandes d'absorption caractéristiques de la magnétite (FeszO.), de
nanospheres non magnétiques et des nanosphéres magnéetiques (NSM)

Echantillons Bande d’absorption Attribution
(cm™)
FesOs 3470 groupements hydroxyles (OH)
580,74 groupes Fe-O et Fe-O-Fe
3470 NH;
CS 1548 N-H
1070 C-O0
3470 groupe amine secondaire (N-H)
1647 groupe C = O, des groupes anhydride.
NS 1548,83 groupes carboxyliques -C =0
1070 groupes amide
893,04 P-O-P
3470 groupe amine secondaire (N-H)
1647 groupes carboxyliques -C =0
NSM 1548 groupes amide
1070 C-O0
893,04 P-O-P
580,74 groupes Fe-O et Fe-O-Fe

V.5. Caracteérisation morphologique des nanosphéres magnetiques

V.5.1. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Une méthode importante de caracterisation des nanospheres magnetiques obtenues est
la microscopie électronique a balayage (MEB), qui met en évidence les propriétés
morphologiques et dimensionnelles des particules. Compte tenu de l'objectif final des

particules, a savoir le traitement de cancer, et la voie d’administration dans I’organisme
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(injection intraveineuse) elles doivent avoir des dimensions submicroniques, une

polydispersite en taille réduite et une bonne stabilité mécanique et structurelle.

Les images MEB des nanoparticules hybrides montrent les différentes morphologiques
en fonction des parameétres utilises dans leurs préparations. En méme temps, on peut
constater que presque toutes les nanoparticules obtenues ont une forme sphérique trés bien
définie. Leur taille peut étre estimée (photos), et confirmée par analyse des dimensions. On
peut constater que tous les diamétres moyens des particules ont des valeurs sous-microniques,
donc, ces particules peuvent étre considérées comme des nanoparticules. Comme on le
constate sur les micrographies MEB, les particules ne sont pas trop agglomérées et agrégees ;
elles peuvent étre facilement dispersées dans l'eau. Les images MEB des nanospheres

magnétiques obtenues sont présentées dans la figure.V.3.
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Fig.V.3.a)

T
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Fig. VV.3.b)

144



Chapitre V' .....coviiiiiie e, Synthése et caractérisation des nanosphéres magnétiques a base de chitosane

Fig. V.3.c)

ovis |

Figure V.3 : les images de microscopie électronique a balayage (MEB) des nanospheres
magnétiques :
Fig V.3.a) pour les échantillons NSM-1 jusqu’a NSM-5 (différents rapport magnétiques).
Fig V.3.b) pour les échantillons NSM-1, NSM-6 et NSM-7 (différentes concentration de CS).
Fig V.3.c) pour les échantillons NSM-8 jusqu’a NSM-11(différentes vitesse d’agitation)

Dans le cas des échantillons NSM-1 jusqu’a NSM-5 (figure V.3.a); nous observons
que ’augmentation de la quantité de magnétite (Fe3Oa) introduites dans les nanosphéres au
début de leurs préparation a conduit & I’augmentation de la présence des agrégats dans la
structure des nanoparticules, cela peut s’expliquer par le fait de la présence de magnétite (un
exces) non inclus dans la matrice polymeére, qui déstabilise les particules. Nous observons
aussi que pour les nanosphéres magnétiques qui ont moins de quantité de magnétite surtout
dans le cas de NSM-1 et NSM-2 ou on a le rapport de CS / FezO4égale a 1/0,5 et 1/0,7, ces
particules présentent des formes sphériques bien individualisées sans aucune différence
significative dans la forme des particules mais seulement une légére augmentation du

diamétre moyen.

En outre, les images MEB des échantillons NSM-6, NSM-1 et NSM-7, concernant les

nanoparticules obtenues par 1’augmentation de la concentration de solution de chitosane de
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0,3%, 0,5% a 0,7% respectivement et en gardant constant le rapport CS/FesO4 a 1/0,5 et les
autres parametres de préparation, montrent que le diamétre, la polydispersité dimensionnelle
et la formes des particules sont influencés par le changement de la concentration de polymere.
On peut dire que lorsque la concentration de la solution de polymere augmente, sa viscosité
augmente conduisant a des gouttelettes plus grandes dans la phase d'émulsion et a une
augmentation de la polydispersité des particules, respectivement, une diminution de la
tendance a l'agglomération. Nous pouvons voir dans 1’échantillon NSM-6 (figure V.3.b) ou
on a dilué la solution de polymeére jusqu’a 0,3% une forme des nanoparticules est irréguliere
avec ’apparition des agrégats. Ceci peut étre interprété par le fait qu'a des dilutions trop
élevées de la solution polymere, les ponts de réticulation entre les groupements amines du
chitosane et les groupes fonctionnels des réticulants (ionique et covalent) deviennent difficiles

a réaliser, en raison d'une faible réticulation.

Le changement de la vitesse d’agitation de 5000tr/min a 1800tr/min (figure V.3.c) est
accompagné par une diminution de la taille des particules. La vitesse d'agitation est un
paramétre décisif pour établir le diamétre des nanoparticules, avec son augmentation les

gouttelettes de la phase aqueuse se dispersant en plus petites gouttes.

V.5.2. Diamétre moyen des nanosphéres magnétiques
L'objectif final des nanosphéres magnétiqgues a base de CS obtenues est
I'administration sous forme de suspension injectable dans le flux sanguin prés des tumeurs,

leurs tailles est un facteur trés important.

D’apres les résultats obtenus on trouve que les valeurs du diametre moyen des
particules obtenues varient entre 190 et 531 nm, avec un diametre moyen des nanoparticules
magnétiques (FesO4) dont la valeur est d'environ 14 nm (Tableau V.3). Ces valeurs dépendent
fortement des parameétres de préparation (la quantité de magnétite utilisée au départ, la
concentration de la solution de polymere (CS), la vitesse d'agitation et le rapport molaire
CS/TPP utilisé). La Figure.V.4 présente les courbes de distribution granulométriques des
échantillons analysés, et la taille moyenne des nanosphéres hybrides obtenues est présentée

dans le tableau V.3.
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Figure V.4 : Courbes de distribution dimensionnelle :

(@) : de NSM-1, NSM-3, NSM-4 et NSM-5 pour différents rapport CS / Fe3Os ;
(b) : de NSM-1 et NSM-7 pour différent concentration de polymere (CS);
(c) : NSM-1, NSM-10 et NSM-11 pour différents vitesse d’agitation.

Selon la figure V.4.a, le rapport massique de CS / FesOs utilisé pour la synthese des
nanoparticules hybrides a montré une influence sur le diamétre des particules. On remarque
que 1’augmentation de la quantité de magnétite utilisée au départ conduit a I’augmentation de
diametre des nanoparticules hybrides ; pour les rapports massiques CS / FesO4 de 1/0,5, 1/1,
1/1,2 et 1/1,7 on a les diamétres moyens de 190, 255, 396 et 459 nm respectivement. Cette
augmentation peut étre expliqué par la présence des nanoparticules magnétiques dans et
autour (sur la surface) des nanosphéres magnétiques ; évidement, 1’augmentation de la

quantité de magnétite autour des nanosphéres conduit a 1’augmentation de leur diamétre.

On observe dans la figure V.4.b que l'augmentation de la concentration du chitosane
pour I’obtention des nanoparticules hybrides NSM-1 et NSM-7 de 0,5% a 0,7% détermine
l'augmentation du diametre moyen et de la polydispersité, respectivement. L'augmentation de

la concentration du mélange initial conduit a une augmentation de la viscosité de la solution
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aqueuse de polymere. Cela détermine la formation de plus grosses gouttelettes lors de

I'émulsification qui ont ensuite été durcies en présence d'agents de réticulation.

On constate ainsi que le diamétre moyen des particules est considérablement influencé
par la vitesse d'agitation : il diminue avec l'augmentation de l'intensité d'agitation (figure
V.4.c). L'agitation a une vitesse plus élevée de l'ultraturax implique une énergie plus élevee
dissipée dans I'émulsion soumise a agitation, c'est-a-dire un transfert d'énergie plus important
qui provoque la rupture de I'émulsion en plus petites gouttelettes, résultant en des particules
nanométriques plus petites.

Toutes les courbes de distribution granulométrique des nanosphéres magnétiques
préparées ont un aspect monomodal ce qui démontre que les nanoparticules hybrides sont de
taille homogeéne et un diamétre nanométrique moyen, en fonction des différents parametres de
préparation. Les résultats obtenus sont conformes aux résultats de I'analyse par microscopie

électronique a balayage.

Tableau V.3 : Le diamétre moyen des nanosphéres magnétiques a base de CS

Echantillons Diameétre moyen (nm) Echantillons Diametre moyen (nm)
FesO, 13,5 NSM-5 459
NSM-1 190 NSM-7 531
NSM-3 255 NSM-10 142
NSM-4 396 NSM-11 220

V.5.3. Stabilité des suspensions aqueuses (Potentiel zéta)

La stabilité des suspensions de nanoparticules hybrides en milieu aqueux a été évaluée
par I’intermédiaire du potentiel zéta. Les mesures ont été effectuees en triple, en milieu
aqueux; les valeurs trouvées sont présentées dans le tableau V.4 représentant leur moyenne
arithmétique. Les résultats obtenus ont été évalues sur la base de I'équation de
Smoluchowscki et variaient de — 8,15 a -19,7 mV. Les études publiees sur la stabilité des
colloides affirment que les dispersions colloidales peuvent étre thermodynamiquement
instables si elles ne se situent pas dans la plage de 25 a 30 mV [18]. Sur la base des résultats
obtenus, nous pouvons conclure que la plupart des systémes nanoparticulaires hybrides
obtenus ne sont pas trés stables en milieu aqueux, mais il y a aussi des exceptions. Méme si la

stabilité de nos systémes n’est pas tres élevée pendant le temps, ils peuvent étre utilisés pour
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I’administration intraveineuse, si I’injection se fait dans quelques minutes apres la préparation

de la suspension.

Tableau V.4 : Les valeurs de potentiel z&ta des nanoparticules hybrides obtenues.

Echantillons potentiel zeta (mV)
pH=7.4

Fe;04 -25,6
NSM-2 -14,3
NSM-3 -9,37
NSM-5 -19,7
NSM-6 -14,4
NSM-7 -7,05
NSM-8 -8,15
NSM-9 -8,4
NSM-11 -8,65

V.6. Propriétés thermique par ATG

L'analyse thermogravimétrique des nanosperes magnétiques a été effectuée afin
d’évaluer la teneur en magnétite incorporé dans la matrice polymére en fonction du rapport
polymeére / magnétite utilisé dans le processus d'obtention et pour simuler le processus de

stérilisation thermique dans le cas des matériaux a applications biomédicales.

Pour évaluer la teneur en magnétite dans la matrice polymere, I'étude de la dégradation
thermique a été effectuée dans l'intervalle 25°C — 700°C a une vitesse de chauffage de
10°C/min, en atmosphére inerte (N2) selon le protocole expérimental présenté dans le
chapitre III (Matériaux et méthodes). L’analyse thermogravimétrique a été réalisée sur les
particules hybrides NSM-1, NSM-3 et NSM-6; L'analyse thermique (Figure V.5) a montré
que tous les échantillons présentent trois étapes de dégradation, avec un profil similaire et
superposée de perte de masse. Le tableau V.5 récapitule les températures et les pourcentages
de perte de masse des différentes étapes de dégradation de nanosphéres hybrides (NSM-1,
NSM-3 et NSM-6). La quantité résiduelle apres chauffage est située dans la plage de 35 a
46%. On peut estimer que la perte de masse dans le processus de dégradation des particules
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hybrides est due a la dégradation de polymeére et le résidu de particules est composé par le

matériau magnétique et le résidu de polymere.
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Figure V.5 : Courbes thermogravimétriques des nanosphéres magnétiques a base de Cs
(@) : les échantillons NSM-1 et NSM-3. (b) : les échantillons NSM-1 et NSM-6.

La premiére étape de dégradation a lieu dans l'intervalle de température de 25 a 150°C
lorsqu'il y a une perte de masse de 12-16% caractéristique de I'élimination de l'eau des
particules. La deuxiéme étape se produit jusqu’a une température de 345°C accompagnée
d'une perte de masse de 23-27% qui caractérise le début de la dégradation des particules, ce
qui s'explique par la décomposition des cycles saccharidiques et la désintégration des chaines

macromoléculaires du chitosane. La perte de masse de 18 a 21% se situe dans la troisieme
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étape pour une température entre 450°C et 800 °C, correspond a la dégradation de la matrice
polymere. On peut remarquer que la masse résiduelle varie comme prévu: plus la quantité de
magnétite (rapport polymere / FesOs) utilisée dans le mélange initial de préparation
augmente, plus le résidu de dégradation augmente (le résidu de magnétite dans NSM-3 est

supérieur par apport a NSM-1).

Donc, la teneur en magnétite des nanoparticules hybrides augmente de maniere
significative avec l'augmentation de la magnétite dans le mélange initial (tableau V.1). Nous
pouvons affirmer que la perte de masse dans le processus de dégradation des particules
magnétiques de polymeére se produit a la suite de la dégradation du polymeére, le résidu total

étant compose du matériau magnétique et le résidu polymeére [19].

Tableau V.5: Les résultats de I'analyse thermogravométrique pour les échantillons NSM-1,
NSM-3 et NSM-6.

Echantillons Etapes de Temperature (°C) Pourcentage de Reste %
dégradation perte de masse (%)

| 125,6 13,75

NSM-1 1 345,06 25,58 42,49
Il 793,39 18,18
| 122,65 12,76

45,39
NSM-3 I 329,34 23,13
Il 785,09 18,72
| 123,21 16,65

35,29
CNM-6 I 342,55 26,43
Il 793,63 21,63

V.7. Propriétés magnétiques des nanoparticules

La figure V.6 représente les courbes de magnétisation et la magnétisation a saturation
(Ms) des nanospheres hybrides obtenues a différent rapport de CS / FesOas (échantillons
NSM-1, NSM-2, NSM-3 et NSM-5), déterminés par VSM (Vibrating Sample Magnetometer)
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a température ambiante. La réponse magnetique est directement proportionnelle a la

magnétisation a saturation (MS) du matériau.

On remarque que, dans les quatre cas, les courbes de magnétisation passent par
I'origine du systeme de coordonnées et les courbes d'aimantation croissantes et décroissantes,
étant des images miroir. On peut constater que les courbes d'aimantation ne présentent pas
d'hystérésis lorsqu'un champ magnétique extérieur est appliqué. La coercivité (Hc) et la
rémanence (Mr) sont nulles, ce qui prouve des propriétés superparamagnétiques des
nanosphéres obtenues [15, 20]. Le concept s'explique par le fait que lorsqu'un champ
magnétique extérieur est appliqué, les nanoparticules deviennent magnétiques, tout en
revenant a I'état non magnétique une fois le champ magnétique arrété. La propriété
superparamagnétique des nanoparticules hybrides est essentielle pour leur application dans
les domaines biomédicaux et de bio-ingénierie, ce qui empéche les nanoparticules de
s'agréger et leur permet de se redisperser rapidement lorsque le champ magnétique est
supprimé. Cette caractéristique (superparamagnétisme) rend possible les applications des
nanoparticules dans I'administration ciblée de médicaments. En rendant possible la prévention
de leur comportement «actif» une fois le champ magnétique éteint, les nanoparticules peuvent
étre excrétées du corps [21]. La présence de propriétés magnétiques permettra le ciblage

sélectif des nanotransporteurs vers les tissus cancéreux.

Les valeurs de magnétisation de la saturation (Ms) des nanospheres hybrides obtenues
sont : 10,47 emu/g pour I’échantillon NSM-1, NSM-2 (Ms)=11,6 emu/g, NSM-3 (Ms)=15,07
emu/g et pour I’échantillon NSM-5 (Ms)=25,84 emu/g. On constate que la magnétisation de
saturation des nanoparticules augmente avec I’augmentation de la quantité de magnétite
(rapport CS/Fes0.) utilisée pour la préparation (composition initial) des nanospheres
hybrides (tableau V.1), en effet, tout a fait logique. L'analyse comparative des valeurs de
I'aimantation de saturation renforce l'idée que la matrice polymére de chitosane a réussi
d’incorporer le matériau magnétique ; ces résultats sont en concordances avec les résultats

obtenus par I'analyse thermogravimétrique des nanoparticules hybrides.
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Figure V.6: Les courbes de magnétisation des nanosphéres magnétiques (NSM-1,
NSM-2, NSM-4 et NSM-5).

V.8. Etude de gonflement des nanosphéres magnétiques

Le chargement et la libération de médicaments a partir des nanoparticules hybrides
sont réalisés par le processus de diffusion et sont donc également influencés par les propriétés
de gonflement des nanoparticules réticulées dans de milieux aqueux. La capacité de rétention
de I’eau dans les nanoparticules apparait en principe a cause de la présence des groupements
hydrophiles, dans notre cas les groupements amino et hydroxyl, des chaines de polymeres
[22]. Le comportement des nanosphéres magnétiques dans des solutions aqueuses étant
extrémement important, nous avons analysé tous les nanosphéres obtenues du point de vue du
processus de rétention de I'eau. Le gonflement dans les environnements aqueux est influencé
par les paramétres de préparation et dépend évidemment de l'architecture interne du réseau
polymere nouvellement formé et de nombreux facteurs, tels que I'hydrophilie des matériaux,
la quantité de matériau magnétique dans les nanospheéres, la densité de reticulation, la force

ionique, ainsi que la composition des particules.

Le gonflement des nanosphéres a été étudié dans des solutions aqueuses a différentes
valeurs du pH (ABS : pH = 3,6, pH = 6,7 et PBS : pH = 7,4) et a été imposé en raison de leur
utilisation potentielle en tant que transporteurs de médicaments. La capacité de gonflement

des nanoparticules pleines est géneralement causée par la pénétration d’eau dans les mailles
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de la matrice polymere. La cinétique de gonflement a été étudiée sur une période de 24
heures (temps d’équilibre) pour tous les échantillons. Les courbes cinétiques obtenues lors de
I’étude de gonflement des nanospheres magnétiques ont montré un profil identique comme
présenté dans la figure V.7 a différent degré de gonflement a chaque point de mesure. A base
de ces courbes, la figure V.8 présente les valeurs maximum du degré de gonflement (Qmax)
obtenues a 24 heures dans les différents milieux aqueux (difféerent pH). L'étude du
comportement de gonflement a conduit a des résultats intéressants, et les valeurs maximum de
degré de gonflement obtenues sont en bonne corrélation avec les parametres du processus

d'obtention des nanospheres hybrides.

L’analyse des résultats illustrés dans la figure V.7, montre que les nanospheres
gonflent rapidement dans les premieres minutes en raison de leur structure morphologique,
suivie d'une augmentation lente durant environ 3-4 heures, puis un équilibre s'instaure, de
sorte que le maximum est atteint au bout de 24 heures. Pour tous les nanosphéres
magnétiques, la valeur maximale du taux de gonflement étant atteinte vers 200 minutes (apres

deux heures environ), dii au caractere fortement hydrophile du chitosane.
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Figure V.7 : La cinétique de gonflement des nanosphéres magnétiques dans différents
solution aqueux.

(a) Cinétique de 1’échantillon NSM-1 dans pH= 3,6, pH = 6,7 et pH = 7,4.

(b) Cinétique de I’échantillon NSM-5 dans pH= 3,6, pH = 6,7 et pH = 7,4.

(c) Cinétique de gonflement des nanospheres magnétiques NSM-1, NSM-2, NSM-3,
NSM-4 et NSM-5 dans ABS (pH= 3,6).

Comme prévu, le degré maximum de gonflement (Qmax) est influencé par les
parameétres de préparation des nanosphéres magnétique tel que le taux de magnétite, la
concentration de la solution de polymeére, la vitesse d'agitation ou le taux de réticulant ionique
(fig. V.8 a,b,c). Les valeurs de degré maximum de gonflement dépendent, aussi, de la valeur

du pH de la solution aqueuse dans laquelle le processus a été étudié.
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Figure V.8.a : Degré de gonflement maximum des nanosphéres magnétiques (NSM-1, NSM-

2, NSM-3 NSM-4, NSM-5) obtenues a différent rapport massique de CS / Fe3Oa.
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Figure V.8.b : Degré de gonflement maximum des nanospheres magnétiques (NSM-1, NSM-
6, NSM-7) obtenues a différentes concentration de CS.
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Figure V.8.c : Degré de gonflement maximum des nanospheres magnétiques (NSM-1, NSM-
8, NSM-9, NSM-10, NSM-11) obtenues a différent vitesse d’agitation.
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Figure V.8.d : Degré de gonflement maximum des nanospheres magnétiques (NSM-1, NSM-
12, NSM-13) obtenues a différent rapport molaire NHz/ TPP.

Figure V.8 : Degré de gonflement maximum a 24 heures des nanosphéres magnétiques en
milieu aqueux a différents valeurs du pH : ABS (pH=3.6), PBS (pH = 7,4) et pH=6,7

(Qmax (%) : le degré de gonflement maximum).
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Apreés une premiére analyse des données expérimentales issues de I'étude du degreé de
gonflement, nous soulignons que: les valeurs du degré de gonflement maximum des
nanospheres magnétiques obtenues en solution tampon d'acétate d'’ABS (pH = 3,6) sont
supérieures a celles enregistrées dans les solutions aqueuses PBS (pH = 7,4) et de pH=6,7
pour tous les parametres de préparation. En ABS (pH = 3,6), le taux de gonflement est entre
720% et 436%, pour pH=6,7, il se trouve entre 315% et 460% et en PBS (pH = 7,4) il se situe
entre 425% et 278%.

Sur la base de ces résultats, on peut dire que dans un milieu acide (pH=3,6), la plupart
des groupements amines de chitosane qui n‘ont pas participé aux réactions de réticulation ont
été protonés, passent en sous forme de cations ammonium (-NHz"). Les molécules avaient
donc une charge nettement positive et le gonflement plus fort peut étre causé par la forte
répulsion électrostatique qui apparaissent entre les macromolécules et conduisent a une
augmentation des espaces entre les mailles du réseau polymérique, c'est-a-dire a une rétention
d'eau plus élevé, ce qui entraine un degré de gonflement plus élevé. Pour des valeurs de pH un
peu plus élevées, les groupes amino dans CS sont moins protonés ce qui limite le degré de
gonflement. Alors qu'a des valeurs de pH encore plus élevées comme dans les milieux
faiblement basique, la plupart des groupes amine du CS sont sous la forme -NH; (ne sont pas
protonés). Dans ce cas il n’existe pas de répulsions, sauf des interactions de type liaisons
d’hydrogéne, ce qui fait que la quantité d’eau qui pénétre dans le réseau polymere soit plus
faible, donc le taux de gonflement plus faible aussi. Cette caractéristique sensible au pH des
nanosphéres magnétiques peut é&tre utilisée pour le développement de systemes

d'administration de médicaments sensibles au pH.

Du plus, I’influence du taux de magnétite sur le degré de gonflement des nanosphéres
magnétiques a été confirmé par les résultats obtenus par les échantillons : NSM-1, NSM-2,
NSM-3, NSM-4 et NSM-5 présentées sur la figure V.7.c, et la figure V.8.a. Pour les différents
milieux (pH=3,6, pH=6,7 et pH=7,4), I’augmentation de la quantité de magnétite initialement
introduite dans le milieu réactionnel pour préparer les nanosphéres entraine la diminution de
degré de gonflement ; par exemple les valeurs maximum de gonflement sont obtenues par
NSM-1 : 708% dans ABS et 425% dans PBS, par contre dans 1’échantillon NSM-5 ou on a la
plus importante quantité de magnétite, les valeurs de degré de gonflement sont 477% , 279%
dans ABS et PBS respectivement. Cela peut s’expliquer comme suit; le polymeére c’est le

matériau qui détermine le gonflement, alors, l'augmentation de la teneur en magnétite
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détermine la diminution de la teneur en polymere, en conséquence, la diminution du degré de

gonflement.

D’aprés la figure V.8.b, 1a diminution de la concentration de la solution de chitosane
(0,7%, 0,5% et 0,3%) conduit a une diminution de degré de gonflement. Une explication
possible peut étre liée au fait que la diminution de la concentration du chitosane résulte une
quantité plus faible du polysaccharide dans les gouttes de solution, tandis que la quantité de
réticulant reste élevée. Cela signifie qu’on obtient une densité de réticulation plus élevée et un

taux de gonflement plus faible.

La figure V.8.c représente le gonflement pour différents pH des nanosphéres
magnétiques (NSM-1, NSM-8 a NSM-11). Cette figure montre que la vitesse d’agitation a un
impact sur les propriétés de gonflement des nanosphére. L’augmentation du taux de
gonflement provient de 1’augmentation de la vitesse d’agitation de 5000 tr/min (NSM-8),
9000 tr/min (NSM-9), 12000 tr/min (NSM-10) et 15000 tr/min (NSM-1). Au dé Ia de 15000
tr/ min, le taux de gonflement diminue comme on le constate pour une vitesse de 18000tr/min.
Etant donné que la vitesse d’agitation a pour effet la diminution de la taille des
nanoparticules, elles sont plus compactes et donc la quantité d’eau qui pénétre a I’intérieur

devient plus faible.

Le rapport molaire de NH2/TPP constitue aussi un autre parametre d'influence des
caractéristiques des nanosphéres magnétiques comme le montre la figure V.8.d. Une telle
évolution est logique étant donné que, par la croissance de la quantité d'agent de réticulation
ionique (TPP) par rapport a la teneur en polymeére utilisé dans le processus de préparation (le
mélange initial, tableau V.1), conduit & une diminution du degré de gonflement. On observe
aussi que les différences entre les valeurs du degré de gonflement sont plus réduites dans le
cas des nanospheres plus réticulés (NSM-13). Cette réduction du gonflement est due a la
formation d'un réseau polymeére plus rigide avec une densité de réticulation plus élevée. Le

méme comportement a été constaté par d'autres auteurs [23,24].

V.9. L'étude de chargement de 5-Fluorouracile

Afin de déterminer D’efficacité des différents nanosystemes obtenus en tant que
vecteur de médicament, nous allons donc nous attacher a étudier dans cette partie leur
capacité d’encapsulation et de relargage d’un principe biologiquement actif. Ce type de

nanosphéres magnétiques a été développé pour étre utilisé dans la thérapie antitumorale. Pour
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cette raison, notre choix est focalisé sur le 5-Fluorouracile comme médicament d’étude qui

est utilisé couramment pour traiter le cancer.

Le médicament est retenu et encapsulé dans le réseau de nanoparticules par le méme
mécanisme de diffusion que les molécules d'eau; et les résultats obtenus confirment que la
quantité de 5-FU incluse par diffusion est en bon accord avec le degré de gonflement des
nanospheres hybrides dans les milieux aqueux, et avec la composition des nanoparticules.
Les auteurs, dans des études précédentes ont rapporté la méme chose pour différents réseaux

de polymeres hydrophiles [25, 26].

La quantité de médicament chargée dans les nanosphéres magnétiques (g5-FU/g de
nanoparticules) et ’efficacité d’encapsulation de 5-FU sont présentées dans le tableau V.6.
La plus grande quantité de médicament chargée dans les nanoparticules a été enregistrée pour
les échantillons ayant le plus haut degré de gonflement (NSM-1), et la plus faible quantité de
5-FU chargée est enregistrée pour 1’échantillon NSM-3 ; donc, I'efficacité de chargement du
médicament et la quantité de 5-FU chargée augmentent avec la diminution de la quantité de
nanoparticules de magnétite dans le mélange initial des nanosphéres hybrides, mais aussi par
la diminution de la densité de réticulation du réseau. L'efficacité d'encapsulation de 5-FU
varie entre 26% et de 34,5%.

Tableau V.6 : L'efficacité de chargement et la quantité de 5-FU chargé g/g de nanoparticules.

Echantillons 5-FU chargé g/g L'efficacité de
nanoparticules chargement (%)
NSM-1 4,02 26,82
NSM-2 3,84 25.6
NSM-3 2,01 104

V.10. L'étude de libération in vitro du 5-Fluorouracile

Les experiences de libération in vitro ont été réalisées dans des environnements
faiblement alcalins, simulant les conditions sanguines (PBS, pH = 7,4) et dans une solution
tampon de pH=6,7. Les résultats de libération de 5-FU exprimés par I’efficacité de libération
(pourcentage de 5-FU libéré par rapport a la quantité de 5-FU inclue dans les particules) par
les nanosphéres magnetiques obtenues NSM-1, NSM-2 et NSM-3 dans les deux milieux sont
présentés dans la Figure V.9. L'efficacité de libération du médicament dans les deux milieux

varie entre 35% et 60% avec une légére différence : I'efficacité de libération du 5-FU dans un
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milieu a pH=6,7 est supérieure que dans le milieu de pH=7,4. La libération de 5-FU par les
nanoparticules hybrides se produit par un mécanisme de diffusion de la solution aqueuse par

la matrice polymere et est conforme au comportement de gonflement.

Il est évident que le rapport massique chitosane / magnétite a un réle important sur la
libération de 5-FU par les nanoparticules. L’augmentation du taux de magnétite dans le

mélange initiale de nanoparticules conduit a une diminution de I’efficacité de libération.

Une autre observation est que le profil de libération du médicament a partir des
nanoparticules hybrides présente deux phases: une premiére étape d'éclatement rapide
("burst" effet) est observée dans les 300 premieres minutes suivie d'une deuxieme étape lente
(une phase de libération prolongée), jusqu'a I'équilibre caractérisée par une libération
constante jusqu'a 1440 minutes lorsqu'elle atteint un maximum de la quantité retenue. La
phase de libération rapide correspond a la libération de médicament adsorbée a la surface des
nanosphéres magneétiques ou des molécules encapsulées se trouvant a proximité de I’interface
nanoparticule / milieu de libération (dans les couches superficielles des particules). La
deuxieme étape de libération est attribuée au 5-FU piégé dans la matrice de nanoparticules.
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Figure V.9 : Cinétique de libération in vitro de 5-FU par les nanosphéeres magnétiques NSM-
1, NSM-2 et NSM-3. (a) dans une solution aqueuse de pH 6.7 ; b) Dans une solution
aqueuse de pH 7.4.

V.11. Analyse théorique de la libération de médicaments

Nous utilisons 1’équation proposée par Peppas et al décrite précédemment (chapitre
111, paragraphe 111.4.9), par laquelle le calcul de I’exposant caractéristique de libération ‘n’
nous renseigne sur le type du processus de diffusion. La linéarisation de cette équation (éq
111.8) a permis de déterminer les valeurs de 1’exposant n pour les différents profils de

libération. Les résultats obtenus sont portés sur le tableau V.7.
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Tableau V.7: Parameétres de Korsmeyer-Peppas.

Facteur exponentiel

Eéchantillons (n)

pH=6.7 pH=7.4

NSM-1 0,3212 0,2085
NSM-2 0,3562 0,1811
NSM-3 0,2084 0,2336

On observe dans ce tableau que toutes les nanospheres magnétiques analysées (NSM-,
NSM-2 et NSM-3) dans les deux milieux (pH=6,7 et pH=7,4) montrent des valeurs du facteur
exponentiel de libération « n » inférieures a 0,5 ce qui indique que la libération contr6lée de
médicament (5-FU) dans ces systémes est une diffusion pratiguement fickienne. De plus, a
partir de la représentation graphique (figure V.10) de la cinétique de libération obtenue
expérimentalement et suivant le modele de Korsmeyer-Peppas (theoriquement), on peut voir
que le meilleur ajustement est dans la premiére partie de la cinétique de libération, c'est-a-dire
dans la phase de gonflement de la libération, ou le phénoméne dominant est la diffusion

fickienne.
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Figure V.10 : Les courbes théoriques de Korsmeyer-Peppas des nanosphéres magnétiques.

V.12. Conclusion

Des nouveaux systémes de nanoparticules magnétiques a base de chitosane ont été
obtenus par le procéde de double réticulation en émulsion inverse. Différents parametres de
préparation tel que : la quantité de magnétite utilisé, la concentration initiale en polymere
(Cs), la vitesse d'agitation, le rapport molaire de CS/réticulant ionique utilisé ont été étudié.
On a constaté que ces parametres ont une influence sur les propriétés finales des nanospheres

hybrides obtenues (le diamétre, la forme, la polydispersité, le degré de gonflement.....).

L'analyse FT-IR a confirmé la formation de nouveaux types de liaisons par le

processus de réticulation ionique entre les polyanions (tripolyphosphate) et les cations
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ammonium de chitosane et des liaisons de type imine par le processus de réticulation
covalente entre les groupes amine du polymére (CS) et les groupes carbonyle de
glutaraldéhyde. La présence de matériau magnétique (magnétite) dans la structure des

nanosphéres magnétiques est aussi confirmée par FTIR.

La caractérisation morphologique par MEB a confirmé I'obtention de nanoparticules
hybrides de forme sphérique et de dimensions submicroniques, adaptées 4 I’administration

des particules par injection intraveineuse pour le traitement de cancer.

L'étude du gonflement des nanosphéres magnétiques dans les solutions aqueuses a été
imposée compte tenu de leur utilisation potentielle comme vecteurs de médicaments. Tous les
échantillons analysés ont montré un gonflement rapide, provoqué par la pénétration de I'eau
dans la matrice polymere (CS), suivi d'un gonflement plus lent vers I'équilibre. Les résultats
obtenus ont montré que le degré de gonflement dans le milieu acide est plus élevé que dans le

milieu basique et dépend de parametres de préparation des nanoparticules.

La capacité d’encapsulation et de libération du médicament modele -5-fluorouracile -
par les nanosphéres magnétiques a été étudiée. La libération de 5-FU en milieu aqueux (pH =
7,4 et pH=6,7) montre une libération contr6lée et soutenue par diffusion avec une efficacité de

libération entre 35% et 60% en fonction aussi des paramétres d’obtention de nanoparticules.
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Conclusion générale et perspectives

L'objectif principal de ce travail était d'obtenir et de caractériser de nouveaux systémes
hybrides & base de polymere sous forme de nanocapsules et de nanosphéres contenant a la fois
des nanoparticules magnétiques et un médicament antitumoral pour le transport a cible et la

libération controlée de médicaments afin d'améliorer I'efficacité du traitement antitumoral.

Les nanoparticules magnétiques (magnétite-Fes04) ont été préparées par la méthode

chimique de Co-précipitation.

Nous avons, pour la premiére fois, réalisé des nanocapsules magnétiques a base de
polymeére naturel (chitosane) et synthétique (poly(NVPAI) par condensation interfaciale. Afin
d'élucider la relation entre la structure et les propriétés de ce nouveau type de matériaux, nous
avons étudié l'influence des différents parametres de synthese (le rapport massique de CS /
Fes0s, le ratio de la solution aqueuse et organique), a la structure et la morphologie des
nanocapsules hybrides et d'autre part aux propriétés magnétiques et thermiques, le degré de
gonflement, l'efficacité de chargement / libération de médicament (5-Fluorouracile).

e La spectroscopie infrarouge (FTIR) a confirmé la réaction entre les groupements
d’anhydride de polymeére synthétique et les groupes amine fonctionnels du polymére naturel
par la formation des groupes amide. La présence de matériau magneétique dans ces NC a éte
aussi confirmée par cette analyse.

e La microscopie électronique (MEB et TEM) a apporté des informations
supplémentaires concernant a la forme et la taille des nanocapsules. Toute les nanocapsules
magnétiques sont dans la gamme de taille nanométrique et ont une morphologie sphérique.

e Le diamétre moyen des NC magnétiques dépend de paramétres de synthése

e lanalyse des propriétés magnétiques (VSM) a montré que les particules obtenues
présentent un superparamagnétisme.

e L'étude du gonflement des nanocapsules dans des solutions aqueuses a été imposée en
raison de leur utilisation potentielle comme supports de médicaments. Les NC magnétiques
présentent un degré de gonflement élevé varie entre 1298% et 1705% qui peuvent étre dd a la
pénétration de 1’eau dans la membrane polymérique et dans le noyau des capsules. Le degré
de gonflement diminue avec l'augmentation de la quantité de magnétite incorporée dans les
NCs et augmente avec lI'augmentation de volume de la phase organique.

e Les NCs hybrides ont permis I'encapsulation d'une quantité accrue de 5-FU et ont

présenté une libération contrdlée de médicament
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e Les NCs magnétiques chargés en 5-FU présentent une bonne compatibilité avec la
lignee cellulaire MCF-7 et un effet cytostatique similaire a celui du 5-FU libre aprés un

traitement de 48 heures.

La syntheése et la caractérisation de systeme hybride de nanospheres magnétiques a base
de chitosane ont montré que ces nanoparticules présentent une réticulation ionique avec
tripolyphosphate suivie d’une réticulation covalente par glutaraldehyde en émulsion inverse.
La quantité de magnétite utilisée au départ, la concentration de polymére (CS), la vitesse

d'agitation et le rapport molaire CS / TPP utilisé sont les paramétres étudiés.

e La caractérisation structurale par spectroscopie FT-IR de nanospheres a confirmé la
réalisation des deux types de réticulation (ionique, covalente) par la présence de bandes
d'absorption caractéristiques de chacune; ainsi a confirmé la présence du matériau
magnetiques ;

e la caractérisation morphologique par SEM confirme [l'obtention de systemes
particulaires de forme sphérique et de dimensions nanométriques, adéquats a I'application
visee;

e Les parametres de préparation ont un impact sur le diametre moyen des NS
magnétiques, ce dernier augmente avec : la diminution de la quantité de magnétite utilisée au
départ, I’augmentation de concentration de polymere (CS), et la diminution de la vitesse
d'agitation.

e les NSs magnétiques obtenues sont superparamanitiques d’aprés I’analyse VSM.

e les nanospheres magnétiques préparées ont démontré un gonflement dans des

environnements a pH acide plus élevé que dans les milieux Iégerement basique;

e La capacité d’encapsulation du 5-FU par les nanoparticules hybrides et sa libération

ont été étudié. La libération contrdlée du 5-FU se produit par un mécanisme de

diffusion.

L’ensemble de ce travail a démontré de fagon satisfaisante que les nanoparticules
hybrides imaginées au début de ce projet ont pu étre effectivement obtenues. Les systéemes
polymeres magnétiques ayant des caractéristiques structurelles, morphologiques déterminés,
sont tout indiqués pour le transport a cible de principes biologiqguement actifs et un potentiel

dans les applications médicales trés promoteurs.
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Les systéemes hybrides obtenus (NCs et NSs) magnétiques pourraient étre dirigés avec
un champ magnétique externe vers la cible et le mouvement des nanoparticules magnétiques
pourrait conduire a une augmentation de la température dans les cellules tumorales induisant
un effet hyperthermique. Cet effet, combiné a la libération du médicament antitumoral (5-FU)
sur le site tumoral de maniére contrblée, peut détruire les cellules tumorales. Les résultats
obtenus sont encourageants et peuvent présenter un réel intérét dans le domaine médical pour
le traitement du cancer du sein puisque ces études préliminaires in vitro constituent un

tremplin pour des tests in vivo.
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