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Introduction :

Depuis les années 1990, le monde scientifique a montré un intérét de plus en plus important
pour les nanoparticules. Elles sont définies comme des particules dont la taille se situe entre un et
plusieurs centaines de nanomeétres. Des molécules actives peuvent leur étre intégrées afin
d’améliorer leur efficacité thérapeutique : ces molécules peuvent étre soit encapsulées dans le coeur
des nanoparticules, soit attachées a leur surface car elles possédent un haut ratio surface/volume.
Les molécules qui vont étre encapsulées sont des molécules qui possédent une faible solubilité ou
un effet de premier passage hépatique élevé qui vont limiter leur utilisation. Le fait de les
encapsuler va permettre d’augmenter leur biodisponibilité¢, de minimiser leurs effets indésirables ou
encore de les protéger des attaques chimiques et enzymatiques de 1’organisme (1). Lorsqu’une
nanoparticule encapsule une molécule active, elle est appelée « nanomédicament ». Les

nanomédicaments se distinguent en plusieurs classes (Figure 1) :

- Les nanomédicaments de premiére génération : ce sont des nanomédicaments sans aucune
modification de surface. Les protéines du sang vont s’adsorber a leur surface et ils seront

rapidement opsonisés par des cellules du foie du systéme réticulo-endothélial (les cellules de

Kupfter) (2)

- Les nanomédicaments de deuxiéme génération : la surface des nanomédicaments est
modifiée pour empécher 1’adsorption des protéines du sang et donc, ils ne seront plus
opsonisés par les cellules du foie. Cela aura pour effet d’augmenter leur temps de

circulation.

- les nanomédicaments de troisieme génération : des ligands (par exemple des anticorps) vont

étre greffés en plus afin de permettre le ciblage actif d’un élément de I’organisme (3)



Figure 1 : Les trois générations de nanoparticules (4)

Actuellement, les recherches s’effectuent plutot sur les nanomédicaments de deuxiéme et
troisieme génération en raison de leur temps de circulation dans 1’organisme prolongé.
Le but de ce travail a été de réaliser une revue de I’état de I’art sur les nanoparticules

potentiellement utilisables par voie orale et de noter les avancées scientifiques accomplies.

I. Les nanoparticules a base de polyméres

A) Les dendrimeres

Les dendrimeéres sont des structures découvertes a la fin des années 1970. Leur nom vient du
grec « dendron » qui signifie arbre et « meros » qui signifie partie. Ce sont des macromolécules
monodisperses synthétiques de forme sphérique et possédant des ramifications. Leur masse

moléculaire est située entre 5000 et 500000 g/mol. Ils sont composés de 3 structures (5) (Figure 2) :

- Un ceceur : il doit posséder au moins 2 groupes fonctionnels réactifs.

- Des couches internes appelées générations : elles sont composées de motifs répétitifs et sont

rattachées au coeur.

- Une fonction terminale
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Figure 2 : Structure d’un dendrimére (6)

Les dendriméres ont une taille nanométrique et un indice de polydispersité étroit. De par
leur formation, des ¢léments peuvent leur étre greffés soit a 'intérieur, soit a leur périphérie. De

plus, les dendrimeéres possédent plusieurs propriétés (5,7) :

- Monodispersité : ils sont composés de molécules ayant la méme masse moléculaire et la
méme constitution. La monodispersité est due a la synthése et a la purification pendant le

processus de fabrication
- Polyvalence : ils présentent sur leur couche externe de nombreux groupes fonctionnels

- Physico-chimiques : les dendriméres de haute génération peuvent mimer les capacités des
protéines. Ils peuvent adopter une conformation tendue ou relachée en fonction de la

polarité, de la force ionique et du pH du solvant.

- Biocompatibilité : les dendrimeres sont non-toxiques, non immunogéniques et capables de

traverser les barrieres biologiques.

Ils sont généralement produits par séquence de réaction : chaque séquence produit une
nouvelle couche (génération) en doublant le nombre de groupements terminaux et la masse

moléculaire de la génération précédente. Il existe 2 types de synthése (Figure 3) (5,8) :

- La méthode divergente : la formation des dendriméres émane du ceeur.



- La méthode convergente : plusieurs dendrons sont rattachés simultanément a la surface des
dendriméres. Cette stratégie se limite a des dendriméres de basse génération a cause des

problemes stériques rencontrés lors du rattachement de plusieurs dendrons a la fois.

Figure 3 : Les deux méthodes de synthése des dendriméres : la méthode divergente (schéma du

haut) et la méthode convergente (schéma du bas) (9)

Lorsque la génération augmente, le nombre de branches augmente et le cceur interne devient
plus grand, les dendrimeres sont donc plus sujets a des modifications de surface et ont un
pourcentage d’encapsulation plus élevé (10,11). Ainsi, le nombre de groupes fonctionnels a la
surface des dendrimeres, la masse moléculaire et la taille sont reliés a la génération et peuvent étre
contrdlés pendant la synthése (7). La génération influence également la conformation des
dendriméres. Les dendrimeres de génération 0 a 3 ont une forme ellipsoidale, tandis que les
générations supérieures ont plutdt une forme sphérique. La conformation des dendriméres est
également influencée par les conditions de solution (concentration en sel, pH). La conformation des
dendriméres dépend donc de la génération, mais aussi de 1’environnement autour d’eux (7,9). De

plus, les dendrimeres de génération 3 ou moins sont moins immunogéniques et plus biocompatibles

(12).



La cavité intramoléculaire qu’ils présentent peut servir a encapsuler des molécules et peut

permettre :

- D’augmenter leur solubilité

- D’augmenter leur stabilité¢ dans I’organisme

- De prolonger leur temps de circulation dans I’organisme

- De diminuer leur toxicité dans les sites d’actions ciblés car leur libération peut se faire dans

le temps.

Une molécule peut étre encapsulée dans des dendrimeres dans les cavités internes par
interactions hydrophobes : celles-ci ont des propriétés hydrophobes, ce qui leur permet d’interagir
avec des molécules peu solubles. De plus, la présence d’atomes d’azote ou d’oxygene permet de

former des liaisons hydrogenes.

Sur leur large surface externe, des molécules peuvent étre greffées soit par interactions
¢lectrostatiques ; soit de facon covalente : dans ce cas-1a, elles seront libérées par clivage chimique
ou enzymatique. [’attachement covalent de molécules a la surface permet un meilleur controle de
leur libération et un possible ciblage d’un tissu (12). Par exemple, des chaines de poly(éthylene
glycol) (PEG) peuvent étre greffées ce qui permettra d’augmenter la capacité d’encapsulation des

dendrimeéres et de diminuer leur toxicité.

A la surface des dendrimeres, différents groupes fonctionnels sont retrouvés : des amines
primaires, les dendriméres sont alors appelés des « Full-generation » ; des groupes carboxyliques
ou des esters, les dendrimeéres sont appelés ici des « Half-generation » (7). Avec ces types de
groupements fonctionnels a leur surface, les dendriméres peuvent se charger positivement ou
négativement. Cependant, des études ont montré que des dendrimeres chargés sont généralement
hémolytiques, cytotoxiques et sont éliminés rapidement de la circulation. Plus précisément, sur la
base d’études de cytotoxicité in vitro, des dendriméres possédant des amines primaires terminales
seraient plus toxiques que des dendriméres présentant des groupements carboxyliques ou
hydroxyliques terminaux (8,13,14). De plus, comme ils possedent une grande surface externe, ils
peuvent potentiellement interagir avec des cibles non voulues et mener a une accumulation

cellulaire au mauvais endroit entrainant une toxicité et des réponses biologiques néfastes. C’est



pourquoi on cherche a greffer des éléments comme le PEG a la surface des dendriméres afin de

« cacher » ces groupements.

La plupart des dendriméres ont une faible solubilit¢ dans les solutions aqueuses. Leur
solubilité est déterminée par les groupes fonctionnels a la surface, la génération, les éléments
répétés et le cceur. Néanmoins, différents types de dendriméres ont ét¢ étudiés : les
polyamidoamines (PAMAM) (Figure 4), les poly(L-lysine) (Figure 5), les polyesters et les
polypropylimines (PPI) (Figure 6) (5).

Les PAMAM sont les dendrimeéres les plus étudiés car ils sont assez solubles dans 1’eau,
biocompatibles et non-immunogéniques (9,10). Ils sont préparés par la méthode divergente,
possedent des groupements amines terminaux fonctionnels et une taille nanométrique : les PAMAM

de génération comprise entre 1 et 10 ont une taille comprise entre 1.1 et 12.4 nm (8).
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Figure 4 : Dendrimere de PAMAM (10)
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Figure 5 : Dendrimere de poly (L-lysine) (6)
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Figure 6 : Dendrimére de PPI (9)

De nombreuses ¢tudes in vitro avec des cellules Caco-2 ont été réalisées. Ce sont des
cellules dérivées du carcinome colorectal humain et elles servent ici de modele de cellules
intestinales humaines. Ces études ont montré que les PAMAM sont capables de traverser les
cellules Caco-2 par les voies paracellulaires et transcellulaires (13). Cela suggére que ces

dendrimeéres seraient capables de traverser de la méme fagon 1’épithélium gastro-intestinal. D’autre



part, les PAMAM seraient également capables de contribuer a I’ouverture des liaisons serrées

intercellulaires (tight junctions), ce qui leur permettrait de passer entre les cellules (11).

D’aprés certaines ¢études, les dendriméres auraient [’habilité d’échapper au systéme
réticuloendothélial (RES) et d’induire leur transport passif a travers les membranes biologiques
grace a leur taille nanométrique. De plus, les transporteurs d’efflux, comme la glycoprotéine P,
n’affectent pas leur transport (6). Par exemple, lors d’une étude in vitro sur le propranolol, qui est
une molécule tres peu soluble et substrat de la glycoprotéine P, d’Emanuele et al. ont montré que les
dendriméres permettent a la fois d’augmenter la solubilité de la molécule et de diminuer 1’effet de la
glycoprotéine P. En effet, on peut observer dans la figure 7 tirée de cette méme étude, une
augmentation significative des perméabilités apparentes (P.,) du pole apical vers le pole basal
(correspondant a 1’absorption intestinale dans [’organisme) des différentes formulations de
dendrimeéres par rapport a celle du propranolol seul. Cela signifie donc que le passage du
propranolol a travers les cellules Caco-2 est amélioré grace a I’utilisation des dendriméres. Les
auteurs ont ensuite démontré que cette amélioration est due au fait que 1’effet de la glycoprotéine P

est minimisé. (15)
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Figure 7 : Graphique des perméabilités apparentes de différentes formulations de propranolol. En
blanc : transport du pdle apical vers le pdle basal ; en noir : transport du pole basal vers le pdle

apical (15)

En plus de ces propriétés, les dendrimeéres auraient la capacité d’étre bioadhésives, ce qui
leur octroie une affinité avec le mucus de I’épithélium intestinal. Cela pourrait permettre de

prolonger le temps de résidence de molécules administrées par voie orale.



Selon Mignani et al, la perméabilité orale des dendriméres est fonction de la génération : les
dendriméres de génération 4 seraient les plus aptes a traverser les barriéres biologiques, tandis que

les générations inférieures seraient moins efficaces. Cela donnerait : G4>G1~G0>G3>G2 (6).

Actuellement, la voie d’administration étudiée des dendrimeres est préférablement la voie
intraveineuse. On peut également retrouver des études impliquant une voie locale comme par

exemple le virucide Vivagel® qui est administré par voie vaginale (5,8).

B) Les micelles

Les micelles sont des structures de taille nanométrique (10-100 nm) composées d’un cceur
entouré d’une enveloppe (Figure 8). Les constituants des micelles sont des molécules amphiphiles,
c’est-a-dire qu’elles possédent une partie hydrophobe (généralement une longue chaine carbonée) et
une partie hydrophile (ions, phospholipides, polymeres, ...). Le choix de 1I’élément formant le coeur
des micelles est le déterminant majeur pour leurs propriétés comme la stabilité, la capacité

d’encapsulation et le profil de libération d’une molécule.

Le cceur est formé par la partie hydrophobe, tandis que la partie hydrophile se trouve au
contact du milieu extérieur et forme une enveloppe (16). Ainsi, des molécules insolubles dans I’eau
peuvent étre encapsulées dans leur coceur hydrophobe. Les micelles présentent plusieurs avantages
comme une méthode de préparation simple, une taille uniforme et la possibilité de modifier les
groupements a leur surface (17). Elles peuvent présenter différentes formes : sphérique, en baton,
vésiculaire, tubulaire ou en lamelles. Leur forme dépend de la longueur des blocs

hydrophobes/hydrophiles, ainsi que de 1’environnement (18).
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Figure 8 : Structure d’une micelle (19)

Les micelles peuvent étre formées a partir de tensioactifs de petite taille ou de blocs de
polymeres ou de copolymeres amphiphiles de grande taille : dans un milieu aqueux, les molécules
amphiphiles existent sous forme de monomeres a basse concentration. Lorsque cette concentration
atteint un seuil, elles s’assemblent spontanément entre elles selon un processus thermodynamique et
réversible et forment des micelles (18,20). Ce seuil est appelé la concentration micellaire critique

(CMC) (Figure 9).

La CMC est le facteur qui permet de caractériser la formation des micelles. En effet, une
CMC ¢levée signifie qu’une plus grande concentration en molécules amphiphiles est nécessaire
pour former les micelles. Cette concentration ¢élevée implique que les micelles vont se dissocier
sous I’effet d’une dilution comme par exemple dans le sang. De plus, une concentration élevée en
molécules amphiphiles peut conduire a une toxicité. En dessous de la valeur de la CMC, les

micelles commencent a se dissocier en monomeres, ce qui diminue leur longévité.

La taille des chaines hydrophobes et hydrophiles des molécules amphiphiles influence la
valeur de la CMC : généralement, une hydrophobie et une masse moléculaire élevées entrainent une
CMC basse et donc une meilleure stabilité (21). La CMC dépend fortement de parametres physico-
chimiques comme le pH et la température. La capacité d’encapsulation des micelles est dépendante

de la compatibilité entre la molécule et le cceur des micelles. Il existe différentes méthodes
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d’encapsulation comme par exemple la dialyse, 1’ultrasonication ou encore I’évaporation d’un co-

solvant (22).

tension interfaciale

cmc :
log(concentration)

Figure 9 : Exemple de détermination de la CMC (23)

Les tensioactifs qui servent a former des micelles peuvent étre classés en plusieurs

catégories :

Les tensioactifs anioniques : leur partie hydrophile posséde une charge négative. Dans cette

famille, on peut retrouver des dérivés sulfatés ou encore des dérivés sulfonés.

- Les tensioactifs cationiques : leur partie hydrophile présente une charge positive. Ce sont

généralement des dérivés azotés.

- Les tensioactifs zwitterioniques : leur partie hydrophile possede a la fois une charge positive

et une charge négative.

- Les tensioactifs non ioniques : leur partie hydrophile n’est pas chargée. Dans cette famille,
les esters de sorbitol (TWEEN® et SPAN®) et le Kolliphor sont fréquemment utilisés en

biologie humaine car ces éléments sont connus pour étre non toxiques (24).
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Les micelles polymériques sont trés stables d’un point de vue thermodynamique, car de
nombreuses interactions hydrophobes peuvent se mettre en place entre les molécules polymériques.
Une grande stabilité permet aux micelles une plus longue durée de vie et une meilleure capacité
d’encapsulation. Les polymeéres synthétiques sont plus utilisés pour la formation de micelles car
leurs propriétés (masse moléculaire, composition, ...) sont plus facilement contrdlables et la plupart
des éléments polymériques utilisés pour l’encapsulation sont inertes et dépourvus d’activité

thérapeutique.

La partie externe des micelles est constituée de polymeéres hydrophiles qui forment une
couronne hydrophile a la surface des micelles, ce qui minimise les interactions avec des éléments de
I’organisme et prolonge le temps de circulation (22). L’¢élément hydrophile le plus utilis¢ dans les
micelles est le PEG (Figure 10). C’est une molécule soluble dans I’eau, non toxique, neutre, qui est
un bon protecteur stérique et qui posséde une masse moléculaire comprise entre 2 et 15 kDa.
D’autres polymeres hydrophiles peuvent également étre utilisés comme le poly(N-vinyl

pyrrolidone) et le poly(N-isopropyl acrylamide) (18).

Pour former le cceur hydrophobe des micelles, des polymeres tels que I’acide polylactique

(Figure 11), le poly(L-Lysine) ou le polypropyléne oxyde sont utilisés.

SN

Figure 10 : Structure chimique du PEG (22)
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Figure 11 : Structure chimique de 1’acide polylactique (22)
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Des copolymeéres peuvent également étre utilisés comme le poloxamer (Figure 12) (de nom
commercial Pluronic®) qui est composé de trois blocs : un bloc central, du polypropyléne glycol, et

deux blocs externes composés de polyéthylene glycol (25).

X X
CH; |,

Figure 12 : Structure chimique du Pluronic® (26)

Les polymeéres les plus souvent utilisés pour former des micelles sont les polymeéres de la
famille des polyesters (PEG, acide polylactique,...) car ils présentent 1’avantage d’étre déja

autorisés par la FDA pour des applications biomédicales (21).

Un autre type de micelles polymériques implique [’utilisation de lipides comme la
phosphatidyléthanolamine comme cceur hydrophobe. En effet, introduire un élément lipophile dans
la structure micellaire peut permettre d’augmenter la stabilité du cceur car le lipide forme un
conjugué¢ avec le polymeére : ce phénomene implique de fortes interactions hydrophobes, ce qui

forme des micelles stables avec une valeur de CMC trés basse (19).

Comparées a des micelles conventionnelles composées de tensioactifs, les micelles
polymériques possédent une meilleure biocompatibilité et une CMC plus basse (10° a 107 M contre
107 a 10* M), elles restent donc stables a une faible concentration en polyméres, ce qui les rend

relativement insensible a une dilution, conduisant a une augmentation du temps de circulation.

L’enveloppe hydrophile des micelles leur confére une stabilité stérique, leur permet de
minimiser 1’internalisation non spécifique par le RES et, par conséquent, d’augmenter le temps de
circulation dans I’organisme (21). De plus, leur taille nanométrique leur permet de traverser de
maniére passive les membranes biologiques (16). Ces propriétés intéressantes font que plusieurs

études ont concerné ce type de formulation.

Dans une étude in vitro, Triolo et al. ont testé la viabilité de cellules en présence de micelles

polymériques encapsulant ou non de la béclométhasone, un glucocorticoide. Dans les deux cas, la
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majorité des cellules reste viable, ce qui signifie que ces micelles sont peu toxiques et donc
biocompatibles (Figure 13) (27).

De la méme manicre, dans deux autres études de cytotoxicité in vitro, les auteurs ont exposé
différents modeles de lignées cellulaires a des micelles composées de copolymeres. Aucune toxicité

n’a été observée : ces micelles polymériques possédent donc une bonne biocompatibilité (28,29).
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Figure 13 : Exemple de résultats de tests de viabilité cellulaire (27)

D’autres études se concentrent sur I’analyse de la pharmacocinétique de formulations de
micelles. Par exemple, dans une étude de pharmacocinétique orale sur des rats, les auteurs ont
comparé les parametres pharmacocinétiques d’une formulation de micelles et d’une suspension
d’un anticancéreux, le vorinostat. Apres analyse des résultats, ils ont déterminé que la formulation
de micelles possede des paramétres pharmacocinétiques améliorés par rapport a ceux de la
suspension : cela signifierait donc que, pour une administration orale, une meilleure absorption de la

molécule serait obtenue avec des micelles (30).

Dans une autre étude orale sur des lapins, Fares et al. ont comparé les parameétres
pharmacocinétiques d’une formulation de micelles et d’une suspension d’un inhibiteur calcique, la
lacidipine. IlIs ont noté que la formulation de micelles encapsulant la molécule présente des
parameétres de concentration maximale (Cra) et d’aire sous la courbe (AUC) améliorés. Ils ont aussi
pu déterminer que cette formulation a une biodisponibilité améliorée de 6,85 fois par rapport a la
biodisponibilité de la suspension (Tableau 1). Comme le temps de demi-vie (t;,) et la constante de

vitesse d’¢limination (A,) sont similaires pour les deux formulations, les auteurs supposent que

14



I’amélioration de la biodisponibilit¢ constatée est certainement due a une amélioration de

I’absorption de la lacidipine (25).

PK parameter LCDP polymeric micelles LCOP oral suspension
Corae (M/ml} 23068 +2021 372155

Eoae (07 05 B

AUC 75 (ng h/ml) 49322 +67.28 609,59+ 28,38
AUCy .y (ng h/ml) 498 B7 + 66.38 7275+ 26.97

A th ) 0.05+ 001 0.05+ 0.01

tz (h) 1492 +321 1502+ 5.61

Tableau 1 : Tableau comparatif des paramétres pharmacocinétiques de deux formulations de

lacidipine (25)

Enfin, dans deux études in vitro différentes sur des cellules Caco-2, les auteurs ont étudié
I’amélioration de la perméabilité du paclitaxel et de I’oridonine, deux anticancéreux. Ils ont
comparé¢ la perméabilit¢ apparente de la molécule seule et de la molécule encapsulée dans des
micelles. Ils ont ainsi observé que les perméabilités apparentes des deux molécules encapsulées sont
améliorées d’environ deux fois par rapport aux perméabilités apparentes des molécules seules. De
plus, dans leurs études, une exploration de la pharmacocinétique orale chez des rats a été effectuée :
les résultats ont montré une amélioration des parametres pharmacocinétiques des deux molécules
encapsulées dans les micelles par rapport aux molécules seules. En effet, on peut noter dans les
courbes de pharmacocinétiques de la figure 14, une augmentation des Cna €t des AUC des deux
molécules lorsqu’elles sont encapsulées dans des micelles. La combinaison de ces résultats suggere
une amélioration de 1’absorption du paclitaxel et de 1’oridonine encapsulées dans les micelles et

donc une augmentation de leur biodisponibilité et de leur efficacité (31,32).

Pour compléter 1’étude sur 1’oridonine, Ke et al. ont évalué 1’activité anti-tumorale in vitro et
in vivo par voie orale de la formulation. Comme on peut le voir dans la figure 15, ils ont observé
dans leur étude in vivo que le volume de la tumeur des souris est plus petit lorsqu’elle est traitée
avec la formulation de micelles d’oridonine. Une meilleure efficacité de la molécule est donc

obtenue lorsque celle-ci est encapsulée, ce qui est cohérent avec les études décrites plus haut.
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Figure 14 : Profils pharmacocinétiques de formulations de paclitaxel (gauche) et d’oridonine

(droite) aprés administration orale (31,32)
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Figure 15 : Etude de 1’évolution du volume d’une tumeur traitée in vivo avec de ’oridonine

encapsulée ou non dans des micelles (32)

Actuellement, il existe sur le marché le Genexol®-PM, qui est une formulation de micelles

polymériques de paclitaxel qui est administré par voie intraveineuse (17).
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C) Les nanoparticules polymériques
a) Les polyméres synthétiques : le PLA et le PLGA

L’acide poly-lactique (PLA) et I’acide poly-lactique-co-glycolique (PLGA) (Figure 16) sont
des polymeéres biodégradables approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) pour leur
utilisation chez I’Homme (33,34). Ils sont utilisés pour former des nanoparticules qui vont
permettre d’augmenter la solubilité et la libération prolongée de nombreuses molécules en les

encapsulant (35,36).
0
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Figure 16 : Structures chimiques du PLA (37) (a gauche) et du PLGA (38) (a droite)

Quelques ¢études ont été¢ réalisées afin de déterminer la toxicité et 1’efficacité de ces

nanoparticules.

Tout d’abord, dans une étude de cytotoxicité in vitro, Da Luz et al. n’ont pas observé de
diminution de la viabilité cellulaire, ce qui suggére que la formulation de nanoparticules de PLA

¢étudiée ne présente pas de cytotoxicité (36).

Chaves et al. ont étudié la cytotoxicité in vitro de nanoparticules de PLGA. Ils ont noté que
plus de 80 % des cellules sont vivantes aprés exposition a des doses peu élevées de la molécule
étudiée (Figure 17), et donc, comme pour 1’étude précédente, cela suggere que ces nanoparticules

sont peu cytotoxiques (39).
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Figure 17 : Résultats de tests de viabilité cellulaire sur des cellules Caco-2 en présence de
clofazimine seule (gris foncé), de nanoparticules de PLGA sans clofazimine (noir) et de

nanoparticules de PLGA avec clofazimine (gris clair) (39)

Ensuite, dans une ¢tude menée par Liu et al, les auteurs ont analysé une formulation de
nanoparticules de PLGA encapsulant de la nuciférine. Ils ont d’abord évalué la cytotoxicité des
nanoparticules in vitro : avec plus de 90 % de viabilité cellulaire, ils en ont déduit qu’elles ne sont
pas toxiques. Puis, aprés une administration orale a une dose de 5 mg/kg, ils ont étudié¢ la
pharmacocinétique in vivo de la formulation : ils ont observé une élévation des principaux
paramétres pharmacocinétiques (Cmax, AUC, ...) et une augmentation de la biodisponibilité de plus

de 3 fois par rapport a la molécule seule (Figure 18) (40).

Dans une autre étude de pharmacocinétique in vivo sur des rats, De Mattos et al. ont analysé
les parametres pharmacocinétiques de deux formulations de nanoparticules de PLA et de PLGA de
S-flurouracile aprés administration orale a une dose de 50 mg/kg. Comme pour 1’étude précédente,
ils ont constat¢ que les deux formulations de nanoparticules possedent des parametres
pharmacocinétiques améliorés et ils ont déterminé que la biodisponibilité est augmentée d’environ 4

fois plus par rapport a une solution aqueuse de la molécule (41).
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Dose mg/kg 0.2 5 5
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AUC, min pg/mL 119+34.1 1182+52.5 400.2 + 64.4°
Foie % _ 42413 13.5+1.9°
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Figure 18 : Pharmacocinétique de la nuciférine encapsulée ou non dans des nanoparticules de

PLGA (40)

b) Les polymeres naturels

Des polymeéres naturels peuvent également étre employés pour former des nanoparticules.
Un des principaux éléments utilisés est le chitosan (Figure 19). C’est un polymeére biocompatible,
biodégradable et mucoadhésif qui est issu de la chitine que 1’on peut retrouver par exemple dans les
carapaces des crustacés. Il possede a sa surface des groupements amines fonctionnels pour le

greffage d’autres molécules (42—44).

19



R=H or COCH

CH,QH
0

Figure 19 : Structure chimique du chitosan (44)

Ainsi, des études ont été effectuées afin d’investiguer la possibilité de les utiliser par voie

orale.

Dans une étude menée par Maity et al, les auteurs ont étudié la toxicité in vivo d’une
formulation de nanoparticules de chitosan de naringinine. Pour cela, ils ont utilisé 2 groupes de
rats : le premier groupe est traité avec les nanoparticules de chitosan sans la molécule étudiée a une
dose de 50 mg/kg par voie orale pendant 19 jours ; le deuxiéme groupe recgoit un traitement de
nanoparticules de chitosan avec la naringinine a une dose de 50 mg/kg par voie orale pendant 19
jours également. Un mois apres, les rats sont sacrifiés afin de réaliser une analyse histologique des
tissus hépatique et intestinal. Pour les deux groupes traités, ils n’ont pas observé de toxicité
apparente au niveau du foie et de 1’épithélium intestinal, ce qui témoigne de la bonne

biocompatibilité de la formulation (42).

Dans une autre étude in vivo portant sur des nanoparticules de chitosan encapsulant de la
doxorubicine, Khdair et al. ont étudié la pharmacocinétique de la molécule. Aprés administration
orale a des rats d’une dose de 10 mg/kg de la formulation étudiée, ils ont constaté une amélioration
significative des parameétres pharmacocinétiques de Cnax et d’AUC par rapport a une solution de
doxorubicine a dose équivalente (Figure 20). Ils ont ainsi pu évaluer que la formulation étudiée

posséde une biodisponibilité améliorée 3 fois plus que celle de la molécule libre (43).
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Figure 20 : Profil plasmatique de la doxorubicine libre et de nanoparticules de chitosan de

doxorubicine aprés administration orale (43)

Dans une autre étude menée par He et al, les auteurs ont analysé¢ une formulation de
nanoparticules de chitosan encapsulant du paclitaxel. Tout d’abord, ils ont étudié¢ 1’absorption
intestinale de la formulation in vitro a travers des cellules Caco-2 : ils ont noté que la perméabilité
apparente de la formulation étudiée est augmentée de 15,5 fois par rapport a celle d’une solution de
paclitaxel. Ensuite, ils ont testé la toxicité hématologique des nanoparticules : avec moins de 5 %
d’hémolyse, la formulation présente peu de toxicité. Puis, grace a une étude de pharmacocinétique
in vivo sur des souris par voie orale, les auteurs ont constaté une amélioration des parameétres
pharmacocinétiques de la formulation par rapport a la molécule libre a une dose de 10 mg/kg : par
exemple, la biodisponibilité est augmentée d’environ 2 fois.

Enfin, I’efficacité anti-tumorale in vivo a également été évaluée. Les auteurs ont traité des
souris possédant une tumeur avec une solution saline qui sert de témoin, une solution de paclitaxel
et des formulations de nanoparticules de chitosan encapsulant du paclitaxel. Ces traitements sont
administrés par voie intraveineuse et par voie orale a une dose de 10 mg/kg. Les traitements sont
donnés tous les 2 jours et un total de 5 administrations est effectué. Le 16° jour, les souris sont
sacrifiées afin d’extraire les tumeurs et de mesurer leur poids. Les auteurs ont ainsi observé que la
formulation étudiée a un effet anti-tumoral supérieur en comparaison avec une solution de
paclitaxel car les volumes des tumeurs des souris traitées avec les nanoparticules sont moins €levés
(Figure 21) et les ratios d’inhibition des tumeurs (TIR dans le tableau) ont un pourcentage plus

élevé (44).
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Group Body weight (g) Tumor weight (g) TIR (%)
Before administration After administration
Saline (p.0.) 236+19 27.0£24 3.10£0.65 -
Saline (iv.) 229+1.2 27126 3.09£0.81 -
TMC (p.o.) 241+1.0 279+14 295+0.79 48
PTX (iv.) 238+16 257+15 1.87+0.25 39.5
TMC-PTX (p.0.) 241+1.2 266+1.7 124+024 60.0
FA-TMC-PTX (p.0.) 28+1.7 26.7+1.6 095+021"" 69.4
TMC-PTX (i.v.) 232+14 254+18 0.66+024* 78.6
FA-TMC-PTX (i.v.) 235+14 251+14 039£0.17*° 87.5

Figure 21 : Etude de I’efficacité anti-tumorale in vivo de nanoparticules de chitosan (TMC)

encapsulant du paclitaxel (PTX) (44)

Cependant, le chitosan est un €¢lément cationique qui se solubilise bien en conditions acides.

A un pH physiologique, il a tendance a précipiter, ce qui rend difficile son utilisation (43).

Enfin, il est également possible de formuler des nanoparticules avec a la fois des polymeres

synthétiques et naturels. Par exemple, Kang et al. ont créé¢ une formulation de nanoparticules de

PLGA sur lesquelles du chitosan a été greffé. En effectuant un test in vitro de cytotoxicité sur des

cellules Caco-2, ils ont observé que la viabilité cellulaire reste €¢levée : cette formulation serait peu

toxique et donc, elle serait biocompatible (34).
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Il. Les nanoparticules a base lipidique

A) Les liposomes

Découverts dans les années 1970 (45), les liposomes sont des vésicules sphériques
lipidiques dont la taille varie du nanométre au micromeétre. Ils sont constitués d’une ou plusieurs
bicouches lipidiques entourant un coeur aqueux (Figure 22). Les liposomes sont considérés comme
des vecteurs sirs car ils sont biocompatibles, biodégradables et relativement non toxiques (46,47).
Cela est di au fait que les lipides les composant sont souvent des lipides de source naturelle, ce qui

fait que leur membrane mime les membranes cellulaires.

Figure 22 : Structure d’un liposome (48)

Les composants les plus utilisés pour préparer les liposomes sont les phospholipides (Figure
23). Les phospholipides sont constitués d’un glycérol, de deux acides gras et d’un groupement
phosphate. Ce sont des molécules amphiphiles : la partie hydrophile (aussi appelée téte polaire)
comprend le glycérol et le groupement phosphate, tandis que la partie hydrophobe (aussi appelée

queue apolaire) est constituée des acides gras (48).
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Figure 23 : Structure d’un phospholipide (48)

En présence d’eau, les phospholipides forment une bicouche avec les tétes polaires a
I’extérieur et la queue apolaire a I’intérieur, minimisant ainsi les interactions entre la chaine
hydrocarbonée et I’eau. Ainsi, du fait de leur structure, les liposomes peuvent encapsuler des
molécules hydrophiles dans le coeur aqueux et des molécules lipophiles dans la bicouche lipidique
(49,50). L’encapsulation de molécules actives au sein de leur structure permet de réduire leur

toxicité, de les protéger de I’action de 1’organisme ou encore d’améliorer leur pharmacocinétique

(51).

Par exemple, dans le tableau 2 tiré d’une ¢tude de pharmacocinétique in vivo de Yang et al.
sur des rats, on peut observer que ’AUC de la formulation de liposomes est plus ¢élevée. On peut
¢galement noter que sa Cpax €st moins élevée : associ¢ un temps de résidence prolongé (« MRT »
dans le tableau), cela signifie que le salbutamol encapsulé sera libéré dans le temps, minimisant
d’éventuels effets secondaires. Ainsi, les auteurs ont conclu que ces données permettraient
d’affirmer que la formulation de liposomes améliorerait les paramétres pharmacocinétiques du

salbutamol (50).
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Parameters SBS liposome suspension Free SBS solution
AIC -4.14£5.86 -11.82+6.86
K. (1/hr) 428+2.18 10.21+531*
Tim (hr) 0.21=0.22 0.11=0.07
Tia (hr) 0.67+0.19 0.22+0.05%*
Tuap (hr) 23.95£19.90 15.71£5.94
AUCq_m (ng/ml*hr) 63.03£34.08 34.65+8.70
Ka (1/hr) 0.27+0.18 0.75£0.31*
MRT (hr) 28.45+17.60 17.44£7.77
CLs (L/hr) 1.27=0.77 3.30+1.24*
Coax (ng/ml) 8.59+1.28 12.64+2.12%
Tonax (hr) 1.26=0.09 0.92+0.21*

Tableau 2 : Paramétres pharmacocinétiques aprés administration orale du salbutamol sulfate

encapsulé ou non dans des liposomes (50)

Les propriétés physico-chimiques des liposomes peuvent étre modifiées en modifiant la
charge a leur surface, le pH, la température ou la proportion et le type de lipides dans la formulation

(46).

Plusieurs méthodes existent pour préparer les liposomes (Figure 24). D’une part, il y a les
méthodes dites « conventionnelles » avec par exemple 1’hydratation sur couche mince, la reverse
évaporation ou encore 1’injection de solvant organique ; d’autre part, les méthodes mécaniques dans

lesquelles se trouvent la sonication, I’extrusion ou I’homogénéisation haute pression (52).

. Small MLV
Hydratation +
Evaporation du agitation
solvant mécanique
(eau penetre +
gonflement) Suv/
Lipides + Film lipidique small MLV

solvant organique

Figure 24 : Exemples de méthodes de préparation de liposomes (ici MLV : liposomes

multilamellaires ; SUV : petits liposomes unilamellaires)
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Les liposomes sont généralement classés en 3 catégories en fonction de leur taille et de leur
nombre de bicouches (Figure 25): les petits liposomes unilamellaires, les gros liposomes
unilamellaires et les lipososmes multilamellaires. Les liposomes unilamellaires, constitués d’une
seule bicouche de phospholipides, sont plus adaptés a 1’encapsulation de molécules hydrophiles,
tandis que les liposomes multilamellaires, constitués de deux ou plusieurs bicouches de
phospholipides, ont une taille plus importante et peuvent encapsuler a la fois des molécules

hydrophiles et lipophiles (48).

Figure 25 : Les différents types de liposomes (de gauche a droite) : le liposome multilamellaire, le

gros liposome unilamellaire et le petit liposome unilamellaire (46)

La stabilit¢ des liposomes dépend de la nature des phospholipides présents dans leur
structure. Les phospholipides utilisés le plus souvent sont la phosphatidylcholine et la
phosphatidyléthanolamine. D’autres éléments peuvent également étre retrouvés dans la structure
des liposomes comme par exemple le cholestérol. Sa présence permet de stabiliser les liposomes
mais réduit aussi leur perméabilité. Dans une étude ex vivo, Hu et al. ont étudié I’incorporation d’un
acide biliaire dans la structure des liposomes. Les auteurs ont testé 1’intégrité des liposomes dans
des milieux présentant des variations de pH, de sels biliaires et d’enzymes et simulant le milieu
gastro-intestinal. Ils ont ainsi identifi€¢ que les liposomes contenant de I’acide glycocholique
présentent une taille qui varie peu et dont la structure est peu altérée. Dans ce cas-la, I’acide

glycocholique augmenterait la fonction de protection des liposomes (53).

L’utilisation de lipides chargés dans la structure des liposomes a un effet direct sur leur
pharmacocinétique. En effet, des études ont montré que la présence de charges négatives et
positives a la surface des liposomes augmente leur absorption par le systéme réticulo-endothélial.
De plus, Alhajlan et al. ont montré que l’utilisation de lipides chargés peut avoir un effet

cytotoxique sur certains organes (cet effet est plus faible avec des lipides chargés négativement). La

26



toxicité des liposomes peut également étre dépendante de leur méthode de préparation car la
majorité des procédés requiert 1’utilisation de solvants organiques : des résidus de ces solvants
peuvent ne pas étre complétement €liminés et peuvent potentiellement provoquer des effets néfastes

(46).

Les liposomes peuvent étre éliminés de différentes facons par I’organisme :

- Des protéines plasmatiques peuvent s’adsorber a la surface des liposomes et ils seront
reconnus par le systéme réticulo-endothélial. Ces liposomes seront ensuite excrétés au

niveau hépatique et métabolisés par les cellules de Kupfter.

- Les liposomes peuvent étre métabolisés par des macrophages.

- S’ils atteignent la cible, aprés accumulation, ils seront métabolisés et éliminés par ce tissu

cible.

Généralement, les liposomes sont rapidement absorbés par le systéme réticulo-endothélial,
ce qui diminue leur temps de circulation dans 1’organisme. Pour 1I’augmenter, des molécules comme
le PEG peuvent étre greftées a leur surface (48).

Dans une étude in vivo menée par Gradauer et al, les auteurs ont étudi¢ I’absorption
intestinale de liposomes sur lesquels a été greffé un polyoside, le chitosan. Ils ont déterminé que ce
type de formulation serait capable d’adhérer au mucus intestinal, mais aussi de pénétrer ce mucus
afin d’atteindre I’épithélium intestinal, ce qui augmenterait 1’absorption intestinale (54).

Dans une autre ¢étude, Liu et al. ont expérimenté des liposomes greffés avec du chitosan et
un dérivé du PEG. Comme pour I’étude précédente, ils ont observé que ces liposomes ont la
capacité d’adhérer au mucus intestinal pendant un temps prolongé. Comme le temps de résidence
des liposomes dans I’intestin serait augmenté, cela permettrait d’augmenter leur diffusion a travers

I’épithélium intestinal et ainsi leur absorption (55).

Pour augmenter le temps de circulation dans I’organisme des liposomes, leur taille peut
aussi étre diminuée. En effet, des liposomes dont la taille est inférieure a 100 nm ont moins
d’interactions avec les protéines plasmatiques, échappent plus facilement au systéme réticulo-

endothélial et donc, ont un temps de circulation dans 1’organisme plus élevé (56).

De nombreuses études ont été réalisées et ont prouvé I’efficacité des liposomes dans

I’encapsulation de molécules.
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Par exemple, dans une étude in vivo de la méfloquine, qui est un antiparasitaire, réalisée sur
des souris, Tang et al. ont comparé les parameétres pharmacocinétiques d’une suspension et d’une
formulation de liposomes. Apreés administration par voie orale, plusieurs mesures de concentration
plasmatique sont effectuées a différents moments afin de déterminer les paramétres
pharmacocinétiques. Les auteurs ont identifi¢ que, pour la formulation de liposomes, les paramétres
de Cpax, d’AUC et de biodisponibilité (BD) sont augmentés par rapport a la suspension (Figure 26),
tandis que le temps pour atteindre la concentration plasmatique maximale (Tm.) et le ti» sont
similaires. Ainsi, les auteurs, a I’aide de ces données, ont suggéré que la différence de BD entre les
deux formulations serait due a une meilleure absorption de la méfloquine encapsulée dans les

liposomes (49).

- RMafsuspension (poo., 40 mgfkg)

- Liguid Mef-Lipe {(p.o.. 40 mg/kg)

B Lyophilized Mef-Lipo (p.o., 40 mgikg)
=~ Mefsalubion {iv., 15 mg'kg)

[Mef] in plasma (pg/mlL)

Hours

Figure 26 : Courbes de pharmacocinétique de différentes formulations de méfloquine apres

administration orale (49)

Actuellement, il existe quelques formulations par voie injectable qui sont commercialisées
comme le Doxil® qui est une formulation de liposomes encapsulant de la doxorubicine (57,58), ou

encore I’AmBisome® qui est une formule liposomale de 1’amphotéricine B (46).

B) Les nanocapsules lipidiques

Les nanocapsules lipidiques (NL) sont des structures composées d’un cceur liquide huileux

entouré d’une enveloppe rigide faite de tensioactifs (Figure 27) (59,60). Elles ont une taille
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nanométrique et un indice de polydispersité faible (61). Elles sont constituées de trois éléments

principaux:

- Une phase huileuse constituée essentiellement de triglycérides d’acide caprique et d’acide

caprylique (exemple de nom commercial : Labrafac®).

- Des tensioactifs hydrophiles dérivés du polyéthyléne glycol (de nom commercial Solutol®

HS15).

- Une phase aqueuse constituée d’eau et de chlorure de sodium.

Un autre tensioactif peut étre utilisé : le Lipoid®, constitu¢é majoritairement de
phosphatidylcholine. I1 est utilisé en petite quantité afin d’améliorer significativement leur stabilité.
Ainsi, les NL sont constituées d’un cceur huileux correspondant au Labrafac®. Les
tensioactifs forment une enveloppe rigide ou le Lipoid® est orienté vers la phase huileuse et le

Solutol® est orienté vers la phase aqueuse (62).

'(:Eji (Soluto® HS15)

ﬁ Lecithin (Lipoid®)
[] Triglycerides (Labrafac®)y

@ Drugs

Figure 27 : Structure d’une NL (62)

Les NL sont considérées comme peu toxiques du fait qu’elles sont composées d’excipients
sans danger, biocompatibles et biodégradables (63). Elles possédent une forte capacité
d’encapsulation et une bonne stabilité (60). Leur taille et leur dispersion de taille sont dépendantes
des proportions de ses composants. Ainsi, un diagramme ternaire est souvent établi afin d’optimiser

ces proportions (Figure 28).

29



Figure 28 : Exemple de diagramme ternaire : le rectangle en gris représente la zone de faisabilité

des NL (62)

Leur processus de formulation se fait en 2 étapes (Figure 29) (59,62):

Premiére étape : mélange sous agitation magnétique de tous les composés et chauffage du
mélange jusqu’a une température de 85°C. Une diminution progressive de la température
jusqu’a 60°C est ensuite effectuée. Cela va provoquer une inversion de phase (d’une
émulsion huile dans eau a une émulsion eau dans huile). Trois cycles de températures
successifs (85-60-85—60-85°C) sont appliqués. Ce changement se fait dans la zone
d’inversion de phase (ZIP) : dans cette zone, le systeme est translucide et sous forme de
microémulsion. Ensuite, une température doit étre déterminée avant dilution. Elle se situe au

début de la ZIP, quand le systeme est une émulsion eau dans huile.

Deuxieéme étape : c’est un choc irréversible induit par une dilution avec de I’eau glacée a
0°C. Elle est effectuée a la température prédéfinie a la fin de la premicre étape. Cela va
permettre de casser le systeme et de mener a la formation des nanocapsules. Le processus se

termine par une faible agitation magnétique pendant 5 minutes.

Les températures de la ZIP sont influencées fortement par la salinité. Cela permettrait de

pouvoir encapsuler des molécules thermolabiles en augmentant la salinité de la solution (62).
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Les avantages de ce processus de formulation sont que la dégradation de molécules est
limitée étant donné la faible durée de chauffage et que les NL sont produites sans I'utilisation de

solvants organiques (63).

Mixing g
v
Heating E
Step < X3
\l
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Figure 29 : Processus de formulation des NL (59)

Les propriétés des NL en font une formulation intéressante et potentiellement utilisable pour
une administration par voie orale. C’est pourquoi de nombreuses études ont été réalisées et des

exemples en sont présentés ci-dessous.

Dans une étude in vitro, Zhai et al. ont analysé la cytotoxicité in vitro d’une formulation de
NL encapsulant un anticancéreux, le cisplatine. Aprés 72 heures d’incubation en présence des NL
sans |’anticancéreux, ils n’ont pas observé de toxicité cellulaire significative. De plus, dans la méme
étude in vitro, ils ont également noté que la formulation de NL encapsulant la molécule a une

meilleure efficacité anti-tumorale que la molécule seule (Figure 30) (64).
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Figure 30 : Activité anti-tumorale in vitro du cisplatine (CDDP) encapsulé ou non dans des

formulations de NL (LNC) (64)

Dans une autre étude in vivo sur des souris portant des tumeurs, Jain et al. ont aussi étudié
I’efficacité anti-tumorale d’une formulation de NL encapsulant du docétaxel. Ils ont observé que les
tumeurs des souris traitées avec cette formulation sont plus inhibées que celles traitées avec le

docétaxel seul (Figure 31) (65).

Dans une étude in vitro, Roger et al. ont étudié la perméabilité a travers des cellules Caco-2
du Sn38, le métabolite actif de I’irinotecan, encapsulé ou non dans des NL. Ils ont montré que la
perméabilité apparente de la molécule est plus élevée lorsqu’elle est encapsulée, ce qui signifie que

les NL augmentent le transport du Sn38 a travers ces cellules modeles d’épithélium intestinal (66).
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Figure 31: Effet anti-tumoral in vivo du docétaxel (DT) encapsulé ou non dans des NL (CLNC)
(65)

Des études de pharmacocinétiques in vivo sur des rats ont également été réalisées. Dans une
premicre ¢tude, Ramadan et al. ont analysé une formulation de NL de fondaparinux, un
anticoagulant. Aprés administration orale, ils ont identifi¢ une amélioration des parametres
pharmacocinétiques et une augmentation de la biodisponibilit¢ de la molécule lorsqu’elle est
encapsulée par rapport a la molécule libre (67). Dans une deuxiéme étude, les auteurs ont déterminé
que, apres administration orale, la formulation de la molécule étudiée qui est encapsulée dans des
NL a une dose de 5,4 mg/kg posséde une biodisponibilité augmentée d’environ 2,1 fois par rapport

a un comprimé de cette méme molécule (Tableau 3) (68).

Parameters Tablets TPC-LNCs
AUC,, (ug-h/mL) 0.74 £ 0.034 |.54 + 0.452**
AUC,  (ug-h/mL) 1.83 £0.062 1.98 £ 0.246
MRT_, (h) 7.58+3.268 839+ 1.532
T (h) 1.92 £ 1.741 4,92 +2.265
C, . (ug/ml) 0.096 + 0.024 0.116 £0.020
Relative bicavailability (%) - 207.98

Tableau 3 : Paramétres pharmacocinétiques de comprimés et d’une formulation de NL de

tétrandine aprés administration orale (68)
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Enfin, dans une étude menée par Kim et al, les auteurs ont étudié¢ une formulation de NL
encapsulant de I’erlotinib, un anticancéreux. Ils se sont d’abord intéressés a la cytotoxicité in vitro
des NL sans la molécule : ils ont observé que la viabilité cellulaire est supérieure a 95 %, ce qui
signifie que ces NL sont peu toxiques. Ensuite, les auteurs ont évalué in vivo ’effet antitumoral de
I’erlotinib encapsulé dans les NL. Ils ont noté que la taille de la tumeur implantée chez des souris
diminue deux fois plus avec la formulation qu’avec la molécule seule. Ainsi, dans cette étude, Kim
et al. ont montré que les NL sont biocompatibles et qu’elles permettent d’augmenter 1’efficacité de

I’erlotinib (69).

C) Les nanoparticules solides lipidiques

Les nanoparticules solides lipidiques (NSL) sont préparées a partir d’'une matrice lipidique,
qui est solide a la température corporelle, et stabilisées par des tensioactifs (Figure 32) (70). Elles
sont biodégradables, biocompatibles et leur surface peut étre fonctionnalisée avec des molécules.
L’utilisation de produits biodégradables et possédant pour la plupart le statut GRAS (Generally
Regarded As Safe) rend les NSL moins toxiques et plus sires. Leur taille est de ’ordre du
nanometre (71,72). Elles possédent pratiquement les mémes avantages que les nanoparticules
polymériques a I’exception de leur procédé de fabrication. Celui-ci s’effectue sans I’utilisation de
solvant organique, ce qui les rend moins toxiques (73). Les NSL encapsulent plutot des molécules

lipophiles dans la matrice lipidique (74).

Lipids

1Y ¢y "B

Emulsifier Layer
(phospholipid)
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Figure 32 : Structure d’une NSL (1)
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Les lipides les plus utilisés pour former la matrice des NSL sont par exemple le
palmitostérarate de glycérol, I’acide béhénique, I’acide décanoique ou encore 1’acide palmitique
(75). Quant aux tensioactifs utilisés pour former 1’enveloppe, on peut retrouver des phospholipides
(la 1écithine,...), des tensioactifs non ioniques (par exemple de la famille des Tween®), des

tensioactifs ioniques (du laurylsulfate de sodium,...) ou encore du PEG (1).

Il a été démontré qu’une augmentation de la concentration en tensioactif diminue la taille
des NSL. Cependant, si cette concentration est trop €levée, cela peut provoquer une augmentation
significative de la toxicité. D’autre part, une concentration élevée en lipides va augmenter la

viscosité de la formulation, ce qui va conduire a des particules de taille plus large (76).

Des études ont ensuite été réalisées afin de déterminer si les NSL peuvent étre utilisées par

voie orale.

Dans une ¢tude de pharmacocinétique in vivo sur des rats, aprés une administration orale a
une dose d’environ 1 mg/kg, Pandya et al. ont not¢ une amélioration des parameétres
pharmacocinétiques de la molécule étudiée lorsque celle-ci est encapsulée dans des NSL avec une

augmentation de la biodisponibilité de 2,3 environ (74).

Dans une autre étude de pharmacocinétique in vivo sur des rats, Nooli et al. ont étudié une
formulation de NSL encapsulant de 1’olmesartan a une dose de 10 mg/kg. Comme pour I’étude
précédente, apreés administration orale, ils observé une amélioration significative des parameétres
pharmacocinétiques (Figure 33). La biodisponibilité¢ de la molécule étudiée est augmentée de 2,32

(77).
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Plasma concentration of OLM
(ng/ml)

Parameter OLM suspension OLM SLN
Cmax (ng/ml) 269.36 =39 526.49 £119*
tmax () 0.83 +0.29 2£0.11**
AUCq_45 (ng/ml/h) 910 + 175 2148 + 239
AUCo_o (ng/ml/h) 1264 +111 2936 +239+*

Figure 33 : Comparatif des pharmacocinétiques de I’olmesartan en suspension et encapsulé dans

des NSL (77)

Shi et al. ont analysé une formulation de NSL qui encapsule du docétaxel. Ils ont d’abord
noté que les NSL ne présentent pas de toxicité in vitro (Figure 34). Puis, ils ont effectué une étude
de pharmacocinétique in vivo sur des rats. Aprés administration orale d’une dose de 20 mg/kg, ils

ont observé une amélioration des parametres pharmacocinétiques de la formulation comme I’AUC

et la Coax (78).

Dans une autre étude menée par Kang et al, les auteurs se sont intéressés a une formulation
de NSL encapsulant un acide polyphénol. Tout d’abord, en comparant a une solution de la molécule
libre, ils ont noté une amélioration des principaux parametres pharmacocinétiques de la formulation
avec notamment, une augmentation de la biodisponibilité de 7,5 fois environ. Ensuite, ils ont étudié
la cytotoxicité in vitro des NSL : ils ont observé que 80 % des cellules sont encore viables, ce qui
confirme que les NSL sont peu toxiques. Enfin, la perméabilité in vitro a également été évaluée : les
auteurs ont constaté que, lorsque la molécule est encapsulée, son passage transmembranaire est

accéléré et plus rapide que la forme libre (79).
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Enfin, Zhao et al. ont récolté¢ des données similaires aux études précédentes, a savoir une
faible toxicité des NSL in vitro et une amélioration des parameétres pharmacocinétiques de la

molécule observée lors d’une étude in vivo sur des rats (80).

Ainsi, toutes ces données permettraient d’affirmer que les NSL sont biocompatibles, en

raison de leur faible toxicité, et qu’elles améliorent I’absorption orale des molécules encapsulées.
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Figure 34 : Toxicité cellulaire de différents types de NSL (78)

lll. Autres nanoparticules

A) Les nanoparticules inorganiques

Parmi les nanoparticules inorganiques, on peut retrouver différentes structures :

- Des nanoparticules d’or (Figure 35) : elles possédent une propriété importante appelée la
résonance des plasmons de surface. C’est un procédé¢ dans lequel les électrons de I’or
vibrent en réponse a une radiation, ce qui leur permet d’absorber et de diffuser la lumiére.
Grace a ces propriétés optiques, les nanoparticules d’or sont utilisées principalement dans
les techniques thérapeutiques basées sur I’imagerie. De plus, leur forme et leur taille sont
variables et peuvent étre choisies. Elles possédent également une grande surface sur laquelle
de nombreuses molécules peuvent étre greffées. Les nanoparticules d’or sont de nature

inerte, elles sont donc biocompatibles. Cependant, leur toxicité est dépendante de leur

37



forme, leur taille, leurs propriétés de surface et de leur composition chimique et elles sont

non biodégradables (81).

Des nanoparticules d’argent : elles possédent des propriétés antimicrobiennes (82,83).

Des nanoparticules de silice mésoporées (NSM) (Figure 36) : elles sont non toxiques,
biodégradables, biocompatibles et stables. Elles possédent une grande surface, une structure
bien définie avec de nombreux pores dont la taille est modulable et une structure bien
organisée. La capacit¢ d’encapsulation des NSM est influencée par la méthode

d’encapsulation et par la taille et la morphologie des pores (82).

Des quantum dots : ce sont des nanocristaux semiconducteurs biocompatibles qui possedent
une taille nanométrique comprise entre 2 et 10 nm. Ils possedent un haut rendement
quantique, une haute photostabilité et des longueurs d’onde d’émission variées qui sont
influencées par leur taille. Les quantum dots sont utilisées principalement pour I’imagerie de
fluorescence pour détecter des cancers. Cependant, ils possédent une toxicité intrinséque qui

rend difficile leur usage chez ’Homme (82,84).

Des nanoparticules de fer superparamagnétiques : elles sont utilisées comme agents de
contraste pour I’IRM dans le but de diagnostiquer des maladies. Un de leurs avantages est
qu’elles présentent peu de toxicité car, apres dégradation, il ne reste que des molécules de

fer qui sont déja abondantes dans I’organisme. Elles sont approuvées par la FDA (84).
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Figure 35 : Structure d’une nanoparticule d’or obtenue par cristallographie aux rayons X (85)

50 nm

Figure 36 : Image de NSM prise au microscope électronique a transmission (86)

Les nanoparticules inorganiques sont donc pour la majorité d’entre elles biocompatibles,
stables et ont une haute capacité d’encapsulation (82). Elles possedent des avantages comme des
procédés de fabrication faciles, des tailles variables, la production de chaleur ou d’¢1éments réactifs

de I’oxygéne ou encore des propriétés de transfert d’énergie (84).

Ainsi, des études ont ¢été réalisées afin d’investiguer la possibilit¢ d’utiliser les

nanoparticules inorganiques par voie orale.
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Par exemple, Zhang et al. ont étudié des NSM encapsulant du telmisartan, un
antihypertenseur. Ils se sont apergus que, aprés administration orale in vivo a des chiens, la
biodisponibilité de la formulation de NSM est augmentée d’environ 1,5 fois par rapport a du

telmisartan en poudre (Figure 37) (87).
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Figure 37 : Profil pharmacocinétique du telmisartan (TEL) encapsulé ou non dans des NSM (87)

Dans une autre étude, Li et al. ont étudi¢ la toxicité in vivo des NSM. Apres administration
par voie orale a des souris, ils n’ont pas observé de toxicité ni au niveau tissulaire (coeur, foie,
rate...), ni au niveau histologique (en particulier dans les intestins), ni au niveau hématologique
(88). Par exemple, dans la figure 38, on peut observer qu’il n’y a pas de 1ésion histologique au
niveau du tissu intestinal, ce qui témoigne que les NSM ne sont pas toxiques.

Les NSM seraient donc biocompatibles et amélioreraient I’efficacité des molécules

encapsulées.
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Figure 38 : Images de coupes histologiques prises au microscope de différentes parties du tissu

intestinal (le duodénum (A), le jéjunum (B) et I’iléon (C) ) exposées a plusieurs types de NSM (88)

Garcia et al. ont étudié la toxicité de nanoparticules d’argent sur des rats. Comme pour les
NSM, ils n’ont pas relevé de toxicit¢ au niveau hématologique ou histologique (rate, intestin,

rein, ...) (89).

En revanche, des études de toxicité de nanoparticules d’or ont révélé qu’elles peuvent
présenter une toxicité au niveau du foie, au niveau de la rate, au niveau du systéme gastro-intestinal
et au niveau hématologique (90,91).

Par exemple, dans une étude in vivo sur des rats de Bednarski et al, aprés une administration
intraveineuse, les auteurs ont noté des changements dans les valeurs des transaminases (1’alanine
amino transférase ALAT et I’aspartate amino transférase ASAT), ce qui témoigne d’une toxicité qui
affecterait les fonctions du foie (90).

Dans un autre exemple, Zhang et al. ont effectué¢ une étude in vivo sur des souris. Apres
administration orale pendant 28 jours a une dose de 1100 pg/kg, ils ont observé une diminution de
certains parametres hématologiques (I’hématocrite, I’hémoglobine, les globules rouges, ...) (Figure

39). Ils ont donc conclu que les nanoparticules d’or auraient un effet toxique hématologique (91).
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Figure 39 : Résultats hématologiques de souris traitées pendant 28 jours par voie orale avec des
nanoparticules d’or (PLT : plaquettes, HLT : hématocrite, HGB : hémoglobine, RBC : globules
rouges, WBC : globules blancs, O/C : voie orale versus contrdle, I/C : voie intrapéritonéale versus

contrdle, T/C : voie intraveineuse versus contrdle) (91)

Il a été¢ démontré que les nanoparticules inorganiques peuvent étre éliminées par le corps par
voie urinaire seulement si leur taille est inférieure a 5,5 nm, ce qui est compliqué a réaliser. En effet,
la plupart des nanoparticules ont une taille plus élevée, ce qui voudrait dire qu’elles resteraient dans

I’organisme pendant longtemps et pourraient provoquer des effets indésirables (84).

B) Les nanoparticules d’albumine

Il existe également des nanoparticules formées a partir d’albumine (Figure 40). Une
formulation est actuellement commercialisée et approuvée dans plusieurs pays (Europe, Etats-Unis,
Japon,...) : I’Abraxane®. C’est une formulation de nanoparticule d’albumine encapsulant du
paclitaxel. Elle est indiquée dans le traitement de certains cancers et est administrée par voie
injectable (92,93).

En ce qui concerne les études sur la voie orale, peu d’analyses ont été effectuées et la plupart

de celles réalisées sont pour le moment des études in vitro (94).
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Figure 40 : Représentation schématique d’une nanoparticule d’albumine (95)

Par exemple, Lopes et al. ont effectué¢ une étude in vitro avec des cellules modéles de
cellules intestinales (comme les cellules Caco-2) en prenant 1’insuline comme molécule a analyser.
Tout d’abord, les auteurs ont effectué¢ une analyse de la viabilité des cellules en présence de
nanoparticules d’albumine a des doses comprises entre 0,1 et 1 mg/mL. Aprés incubation pendant 6
heures, la viabilité cellulaire reste supérieure a 80 %, ce qui démontre une faible toxicité des

nanoparticules d’albumine (Figure 41).
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Figure 41 : Viabilité cellulaire de cellules Caco-2 exposées a des nanoparticules d’alginate (ADS-

NPs), de chitosan (CS-NPs) et d’albumine (ALB-NPs) a des doses de 1, 0,5, 0,25 et 0,1 mg/mL (96)

Ensuite, les auteurs se sont intéressés a la perméabilité de I’insuline encapsulée dans les
nanoparticules d’albumine. Dans la figure 42, les auteurs ont noté une augmentation significative de
la perméabilité apparente de 1’insuline encapsulée par rapport a I’insuline libre. Cela signifie que le

passage de de cette molécule a travers les cellules Caco-2 est amélioré lorsque celle-ci est
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encapsulée dans des nanoparticules d’albumine et donc, que son absorption intestinale serait

améliorée lors d’une prise par voie orale (96).
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Figure 42 : Perméabilité apparente a travers des cellules de modéle intestinal de 1’insuline
encapsulée ou non dans des nanoparticules d’alginate (ADS-NPs), de chitosan (CS-NPs) et
d’albumine (ALB-Nps) (96)
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Conclusion :

En conclusion, il existe plusieurs structures nanométriques utilisables pour I’encapsulation
de molécules. Elles peuvent étre lipidiques (liposomes, nanocapsules lipidiques,...), polymériques
(dendrimeres, micelles,...) ou encore inorganiques. La plupart de ces nanoparticules ont déja
prouvé leur utilité en protégeant la molécule encapsulée et en améliorant sa biodisponibilité. Ainsi,
des formulations sont déja commercialisées comme des liposomes de doxorubicine ou bien des
nanoparticules d’albumine encapsulant du paclitaxel. Cependant, ces produits ne sont destinés qu’a

une administration intraveineuse.

Beaucoup de données ont été récoltées pour savoir si les nanoparticules peuvent étre
utilisées par voie orale. La plupart des études ont été réalisées in vitro (sur des cultures cellulaires)
et in vivo sur des petits animaux comme les souris ou les rats. Il en ressort que, pour la majorité
d’entre elles, les nanoparticules seraient biocompatibles car elles ne seraient pas toxiques, elles
permettraient d’améliorer la perméabilité intestinale et les parametres pharmacocinétiques des

molécules encapsulées et donc, d’améliorer leur absorption.

Mais il reste une problématique qui, pour I’instant, n’est pas encore résolue : comment
extrapoler ces résultats chez I’ Homme ? De plus, il est compliqué de trouver des modeles du milieu
gastro-intestinal humain car les nanoparticules doivent traverser I’estomac, la lumiére intestinale, le

mucus qui recouvre 1’épithélium intestinal et enfin 1’épithélium.
Ainsi, grace aux nombreuses données disponibles, la voie orale reste une voie d’étude

prometteuse pour 1’administration des nanoparticules. Des études plus approfondies, notamment

chez ’'Homme, seront nécessaires pour confirmer leur efficacité.
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