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Introduction

Les nouvelles substances actives développées de nos jours souffrent trés souvent d’une faible
biodisponibilité a cause de leur caractere lipophile, de leur haut poids moléculaire mais aussi
de leur trés faible solubilité dans I'eau. On estime que 40% des substances actives sur le
marché et 90% des substances actives en développement sont peu solubles dans I'eau [1].

De plus la biodisponibilité des substances actives est d’avantage réduite lors de
I’administration per os car le passage par le tractus gastrointestinal peut dégrader les
substances actives (activité enzymatique, interactions avec le contenu de I'estomac) et
modifier leur absorption. Ensuite les substances actives subissent les effets de premier
passage hépatique et leur biodisponibilité est de nouveau réduite par I'activité enzymatique
du foie [2]. Afin d’atteindre la dose minimale effective par voie orale, les substances actives
peu solubles avec une faible biodisponibilité sont fortement dosées pour pallier la dégradation
par I'estomac et le foie, et administrés de fagcon répétée. Les forts dosages entrainent parfois
le dépassement de la fenétre thérapeutique et I'apparition d’effets indésirables, de plus la
transformation de la substance active en métabolites potentiellement toxique par le foie peut
également entrainer I'apparition d’effets indésirables [3].

Parmi les solutions qu’il existe pour améliorer la biodisponibilité des substances actives peu
solubles dans I'eau et limiter les effets de premiers passages gastrique et hépatique, on
retrouve |'utilisation d’autres voies d’administration telle que la voie transdermique. La voie
transdermique permet d’atteindre la circulation générale sans passer par le tractus
gastrointestinal et le foie et permet également une administration moins fréquente de la
substance active [2].

Une autre solution pour améliorer la biodisponibilité des substances actives peu solubles est
I'utilisation de systemes nano-colloidaux pour transporter et encapsuler les substances
actives. Un systeme nano-colloidale se définit comme étant le mélange transparent et stable
entre une phase dispersante et une phase dispersée, ici la phase dispersée est présente sous
forme de particules ou vésicules nanométriques (entre 1 nm et quelques micrométres) [4].
Ces nanoparticules ou nanovésicules assurent le transport des substances actives : c’est-a-dire
gu’elles se lient a la substance active pour I'acheminer jusqu’au site d’action. Les systémes de
transport permettent le passage de la substance active a travers des interfaces impénétrables
par la substance active seule (en raison de sa solubilité, sa polarité, son poids moléculaire
etc.) [5].

Les systémes nano-colloidaux permettent également d’encapsuler les substances actives
c’est-a-dire de les recouvrir completement d’une substance (lipide, polymeére, tensioactif) qui
servira de barriére physico-chimique entre ces derniéeres et I'extérieur. L'encapsulation des
substances actives permet de prévenir leur dégradation, augmenter leur stabilité face aux
agressions extérieures (UV, température, oxygéne etc.) et mieux cibler leur relargage car la
biodistribution de la substance active ne dépend plus de ces propriétés physico-chimique mais
de celles du systéme dans lequel elle est encapsulée [6].



Ainsi cette thése a pour sujet les systémes nano-colloidaux utilisés par voie transdermique
pour I’encapsulation et le transport de substances actives peu solubles ou lipophiles. La voie
transdermique sera présentée ainsi que les différents systemes nano-colloidaux existants
pour encapsuler les substances actives. Une attention particuliéere sera apportée aux
nanoparticules lipidiques solides (solid lipid nanoparticles, SLN) comme systéme nano-
colloidal car la partie expérimentale de cette these aura pour objectif de proposer un procédé
de fabrication de SLN adapté a la voie transdermique et aux substances actives lipophiles.

Le sujet de cette thése ainsi que la rédaction de la partie expérimentale ont été rendues
possibles grace aux travaux réalisés pendant le stage de fin d’étude du cycle d’ingénieur
généraliste de I'IMT Mines Albi-Carmaux au centre RAPSODEE (Recherche d’Albi en génie des
Procédés des Solides Divisés, de I'Energie et de I'Environnement) encadrés par Fabienne
Espitalier, Suenia De Paiva Lacerda et Thibault Massias dans le cadre de sa thése « Génération
de solides assistée par CO supercritique pour la délivrance d’un actif pharmaceutique par voie
transdermique » sous la direction de Marie-Alexandrine Bolzinger, Jacqueline Resende de
Azevedo et de Fabienne Espitalier.



|. Dermatologie et systemes nano-colloidaux

A. La peau

1. Définition

La peau est le plus grand organe du corps humain, elle représente environ 15% du poids total
du corps humain. Elle enveloppe I'ensemble du corps afin de former une barriére physique
contre les agressions extérieures de natures chimiques ou biologiques, mais aussi des
radiations ultra-violettes. La peau joue également un role dans la thermorégulation, aide au
maintien de I'équilibre hydrique au sein du corps et joue un réle sensoriel (sensible au toucher,
a la douleur et a la température) [7] [8].

2. Les différentes couches

La peau est constituée de trois couches : I'épiderme, le derme et I’'hypoderme. Ces trois
couches sont représentées dans la Figure 1 ci-dessous [9]. L’épaisseur de ces trois couches
varie selon leur emplacement sur le corps humain, par exemple |I’épaisseur de I'épiderme des
paupiéres est la plus fine de tout le corps humain (environ 0,1 mm) contrairement aux paumes
de mains et la plante des pieds (environ 1,5 mm) et le dos possede un derme 30 a 40 fois plus
épais que I'épiderme qui le recouvre [7].

Epiderme <—

Derme

Glande
sudoripare

Hypoderme

Vaisseaux

sanguins - Follicule
pilleux Glande
sébacée

FIGURE 1 : SCHEMA DES DIFFERENTES COUCHES DE LA PEAU [9]



a. L'épiderme
L’épiderme est la couche supérieure de la peau, en contact direct avec I'extérieur, elle n’est
pas vascularisée mais comprend des terminaisons nerveuses permettant la sensation tactile.
L’épiderme est lui-méme composé de quatre sous-couches (schématisées dans la Figure 2 [9])
recouvertes d’un film hydrolipidique. De la plus profonde a la plus superficielle on trouve trois
couches de cellules vivantes et une couche de cellules mortes :

Kératinocytes )
Cellule de Langerhans Kératinocyte
qui desquame
= Couche cornée
w ] Couche granuleuse
= o
i ANE -' = X ==
S ® -
EQ ~ @Y @ =l ZKXs) 0 P Couche épineuse
D (Y e \dL @ pke 2P
e e/ [ Ja\s ® = =
e N [ ] @ (&  Couchebasale
L/ (4 ® ) 2 " : -
W0 ?(a
Lame basale
DERME

Mélanocyte Cellule de Merkel

FIGURE 2 : COUPE TRANSVERSALE DE L'EPIDERME [9]

- La couche basale : elle repose sur la lame basale, une membrane qui sépare le
derme de I’épiderme. La couche basale est composée de kératinocytes, des
cellules qui constituent presque 90% de toutes les couches de I'épiderme et se
divisent activement pour assurer le renouvellement de I'épiderme. Elle est
également composée de mélanocytes qui répondent aux rayons UVB par une
sécrétion de molécules de mélanine pigmentant et protégeant la peau et de
cellules de Merkel jouant le réle de mécanorécepteur (sensible au toucher) pour
les terminaisons nerveuses sensorielles présentes dans la peau.

- Lacouche épineuse :ici les kératinocytes ont des formes variées, polygonales dans
les assises inférieures et qui s’aplatissent dans les assises supérieures. Les
kératinocytes sont reliés entre eux par des structures appelées desmosomes leur
donnant un aspect épineux en microscopie. On trouve également des cellules de
Langerhans qui participent a la défense immunologique de la peau, elles sont des
cellules présentatrices d’antigenes transportant les antigénes cutanés dans les
ganglions lymphatiques.



- Lacouche granuleuse : c’est la derniere couche de cellules vivantes de |'épiderme,
les kératinocytes sont différenciés en cellules contenant des granules de
kératohyaline et des granules lamellaires. La kératohyaline est un précurseur de la
kératine permettant son agrégation et la formation de la matrice cytoplasmique
des cellules de la couche cornée. Les granules lamellaires quant a eux permettent
I"'apport de glycolipides entre les cellules assurant leur cohésion.

- La couche cornée : la couche la plus superficielle de I'épiderme, elle est composée
de kératinocytes morts, qui ont perdu leurs noyaux et organites, appelés
cornéocytes. Les cornéocytes sont des cellules plates, dites squameuses,
majoritairement composées de kératine (protéine hydrophile) et qui sont
organisées telles des briques dans une matrice lipidique rendant la couche cornée
pratiquement imperméable a l'eau. Les cellules de la couche cornée sont
continuellement éliminées et remplacées par les cellules sous-jacentes, ce

phénoméne s’appelle la desquamation [10].

- Lefilm hydrolipidique : les granules lamellaires produits dans la couche granuleuse
et qui remontent dans la couche cornée se mélangent en surface avec le sébum
(mélange de lipides) produit par les glandes sébacées. Ces lipides se mélangent a
I'eau présente en surface de la peau pour former le film hydrolipidique qui
recouvre presque toute la peau (a I'exception des zones dépourvues de glandes
sébacées comme les paumes des mains et des pieds). Ce film hydrolipidique vient
renforcer la barriére déja formée par la couche cornée car, du fait de sa
composition, il empéche la pénétration des molécules hydrophiles et limite
I’entrée des molécules lipophiles [11].

b. Lederme

Sous I'épiderme, le derme est un tissu innervé et vascularisé composé principalement de
fibroblastes qui synthétisent les fibres de collagenes et d’élastines composant la matrice extra-
cellulaire et apportant résistance et élasticité a la peau. Le derme contient les glandes
sébacées qui produisent le sébum excrété a la surface de la peau constituant le film
hydrolipidique qui protége la peau des agressions extérieures. Il contient également les
glandes sudoripares qui permettent la transpiration aidant a la régulation de la température
corporelle et les follicules pileux donnant naissance aux poils [10].

c. L'hypoderme
C’est la couche la plus profonde de la peau située entre le derme et le muscle, elle est
majoritairement composée d’adipocytes permettant le stockage des graisses [10].



d. Les annexes cutanées
Les annexes cutanées sont d’origine ectodermique (elles dérivent du feuillet embryonnaire
externe de 'embryon qui forme les couches externes comme la peau, les muqueuses, les
dents etc.) et comprennent les glandes sudoripares (apocrines, eccrines et apoeccrines), les
glandes sébacées, les follicules pileux et les ongles. Les annexes cutanées ont la capacité
d’aider au renouvellement de I'épithélium lorsque que celui-ci est altéré, en permettant la
migration de kératinocytes depuis les annexes et jusqu’a la surface de I'épiderme [7].

- Glandes sudoripares apocrines : ce sont les plus grandes glandes sudoripares, elles
sont majoritairement localisées aux niveaux axillaires et inguinaux, et s’activent en
cas de stimuli hormonaux ou émotionnels tel que le stress. Les glandes sudoripares
apocrines sont annexées aux follicules pilosébacés et déversent directement leurs
sécrétions dans un canal excréteur qui débouche dans le conduit pilosébacé du
follicule, au-dessus de la glande sébacée. La sécrétion de ces glandes sudoripares
est visqueuse et peu volatile, elle est dégradée par les bactéries en surface de la
peau en composés plus petits et volatiles responsables de I'odeur de la sueur [7]
[12].

- Glandes sudoripares eccrines : Contrairement aux glandes apocrines, les glandes
sudoripares eccrines déversent directement leur sécrétion a la surface de la peau
et sont impliquées dans la régulation de la température corporelle. La sueur
qu’elles produisent pour rafraichir le corps répond a des stimuli thermiques, ces
glandes sont plus abondantes au niveau de la plante des pieds, moins présentes
dans le dos, et ne sont pas annexées aux follicules pilosébacées [7].

- Glandes sudoripares apoeccrines : Elles furent découvertes en 1987 par Sato & a/
[13] et leur existence a été confirmée dans des études récentes ( [14] [15]) mais
d’avantages de recherches sont nécessaire pour comprendre leur développement
et leur role dans la production de sueur [16]. Ces glandes sont plus petites que les
glandes apocrines mais plus grandes que les glandes eccrines, elles déversent leur
sécrétion directement a la surface de la peau comme les glandes eccrines mais
sont plutot localisées dans la région axillaire. Ces glandes se développeraient a la
puberté a partir de précurseurs de glandes eccrines et produisent de grandes
guantités de sueurs jusqu’a dix fois supérieure a la sécrétion des glandes eccrines
[17].

- Les glandes sébacées : elles sont présentes sur une grande partie du corps mais en
plus grand nombre au niveau du visage et du cuir chevelu. Les glandes sébacées
sont arrangées en lobules annexées aux follicules pileux (donnant le follicule
pilosébacé), leurs cellules contiennent de nombreuses gouttelettes de lipide
appelées sébum. Ce sébum est excrété des glandes sébacées par le canal sébacé
qui débouche dans le follicule pileux et méne le sébum a la surface de la peau ou
il participe au maintien de la barriere hydrolipidique [7].



- Les follicules pileux : ils nous protegent des éléments extérieurs et permettent la
bonne répartition des sécrétions provenant des glandes sudoripares apocrines.
C'est dans les follicules pileux que naissent les cheveux et les poils, ils sont
renouvelés de fagon cyclique selon trois phases : la phase anagene (croissance du
poil, follicule profond), la phase catagéne (la partie profonde du follicule se
résorbe) et la phase télogéne (le poil est au repos et tombe lorsqu’un nouveau
follicule anagéne se forme) [18].

- Les ongles: ils protegent I'extrémité des doigts, augmentent les sensations et
permettent d’attraper ou de gratter. Les ongles sont composés de deux parties : la
partie externe visible qui est composée de kératinocytes et la partie interne,
cachée sous la peau, qui contient des vaisseaux sanguins, des nerfs et des
mélanocytes. Les ongles poussent d’environ 0,1 mm par jour [7] .

3. Pénétration cutanée

a. Définition
La perméation cutanée, la pénétration cutanée et I'absorption cutanée sont des termes
utilisés pour décrire le passage d’une molécule a travers la peau. Dans les années 1980, la
distinction entre ces termes est précise et leurs définitions sont les suivantes :

- La perméation cutanée est la pénétration d’une molécule d’'une couche a une
autre qui posseéde une structure et une fonction différente de la premiére couche.

- La pénétration cutanée décrit le passage d’'une molécule dans une couche
spécifique de la peau.

- L’absorption cutanée est la pénétration d’'une molécule a travers la peau et jusqu’a
la circulation générale [19].

Néanmoins la distinction entre ces notions n’est plus toujours aussi évidente. Des travaux plus
récents portant sur la pénétration cutanée utilisent ces termes comme synonymes ( [20], [21])
car dés qu’une molécule traverse la couche cornée, celle-ci pourrait atteindre les parties plus
profondes de la peau comme le derme qui est vascularisé. La concentration de la molécule a
la surface de la peau, la présence d’autres substances ou encore l'altération physique de Ia
barriere cutanée peuvent modifier la pénétration d’'une molécule, il est alors difficile de
prévenir le passage d’une partie de la dose de la molécule dans la circulation générale ou dans
une couche de la peau différente de la couche cible [22].

En raison de son réle de barriere physique entre notre organisme et le monde qui nous
entoure, la peau est difficilement pénétrée par les éléments extérieurs. Le film hydrolipidique
qui recouvre la peau ainsi que la couche cornée hydrophobe forment de concert une barriere
contre la plupart des molécules. De plus, les jonctions serrées et les desmosomes présents
entres les cellules de I'épiderme compliquent d’avantage la pénétration des molécules de haut
poids moléculaire a travers la peau. Le pH en surface de la peau est plut6t acide, entre 4,0 et
6,0 ce qui peut rendre difficile la survie de certains organismes a sa surface [23].



Malgré toutes ces protections, la peau peut étre traversée par les molécules et les
microorganismes via trois principales voies de pénétration : la voie intercellulaire, la voie
transcellulaire et la voie folliculaire schématisées dans la Figure 3 [24].

Voie folliculaire

Voie transcellulaire

Voie intercellulaire

Cornéocyte

Couche cornée . .
Follicule pileux

Glande sudoripare

FIGURE 3 : SCHEMA DES DIFFERENTES VOIES DE PENETRATION DE LA PEAU [24]

b. La voie intercellulaire

C'est la voie de pénétration la plus utilisée par les molécules amphiphiles ou lipophiles car elle
consiste a pénétrer la peau entre les cornéocytes, dans la matrice lipidique qui les entoure.
C’est un chemin sinueux car les cornéocytes ne sont pas arrangés de facon réguliére les uns
par rapport aux autres, rendant difficile le passage des molécules de haut poids moléculaire.
Seulement les molécules de faible poids moléculaire peuvent diffuser dans cet espace
intercellulaire. La surface relative de cette voie est plutot faible mais la vitesse de diffusion
des molécules est élevée en raison de la résistance diffusionnelle faible des espaces
intercellulaires [22] [25].

c. Lavoie transcellulaire
Cette voie consiste a traverser les cornéocytes a la fois par leurs liaisons, les
cornéodesmosomes, et au travers de la matrice de kératine. Les cornéodesmosomes sont des
tunnels protéiques entourés d’une couche de lipides, ainsi canalisant les molécules de petites
tailles, hydrophiles ou amphiphiles. La surface représentée par les cornéocytes et les
cornéodesmosomes est grande au sein de la couche cornée mais la vitesse de diffusion par
cette voie y est beaucoup plus faible que la voie intercellulaire [22] [25] [19].



d. Lavoie folliculaire

La voie folliculaire opere moins fréquemment que les précédentes car dans cette voie les
molécules pénetrent la peau par les annexes cutanées notamment les follicules pileux ou
encore les glandes sudoripares qui ne représentent que 0,1% de la surface totale de la peau.
Le passage par les glandes sudoripares est plus difficile que par les follicules pileux car les
glandes produisent des sécrétions en direction de I'extérieur ; ainsi les molécules doivent
circuler a contre-courant du flux de sueur. Aussi, on retiendra surtout la diffusion des
molécules par le follicule pileux, cette voie est utilisée par les molécules de haut poids
moléculaire et les systemes d’encapsulation comme les nanoparticules car elle permet
I'entrée de molécules de plus grandes tailles que les voies précédentes. Le passage des
molécules par le follicule pileux permet leur diffusion jusqu’au derme [22] [24] [26].

e. Mécanismes d’absorption
L'absorption cutanée se fait par diffusion passive a travers les couches de la peau selon un
gradient de concentration, les molécules vont de la zone ou elles sont les plus concentrées
vers la moins concentrée avec une vitesse de diffusion proportionnelle a la différence de
concentration entre les deux zones. Cette diffusion peut étre décrite par la loi de diffusion de
Fick (équation 1) :

EQuATION 1: Loi de diffusion de Fick

DC,K
J=—h—
Cette loi représente le flux de molécules diffusées (J, quantité de molécules absorbées par
unité de surface et de temps) en fonction du coefficient de diffusion de la molécule dans la
peau (D), de la concentration de la molécule a la surface de la peau (C/), du coefficient de
partage de la molécule entre son vecteur et la membrane a traverser (K) et enfin de I'épaisseur
de membrane (h).

Ainsi I'absorption des molécules par la peau est quantitativement importante si le coefficient
de diffusion de la molécule est grand, si la molécule est fortement concentrée a la surface de
la peau, si I'épaisseur de la peau est faible ou encore si la molécule a une affinité importante
pour la couche a traverser (augmentation de K) [27] [28].



4. Lavoie cutanée et la voie transdermique
a. Définitions

La voie cutanée pour I'administration de substance active signifie que la formulation est
appliquée sur la surface de la peau en vue d’une action locale. Pour la voie transdermique
c’est le méme principe, mais ici I'action voulue est systémique et la substance active diffuse
jusgu’a atteindre la circulation générale. Dans les deux cas, la substance active ainsi appliquée
diffuse a travers les différentes couches de la peau jusqu’au site d’action, la vitesse de
diffusion de la substance active peut étre modulée grace a la formulation dans laquelle elle
est introduite.

b. Formes galéniques
Il existe plusieurs formes galéniques possibles pour la voie cutanée et la voie transdermique,
des formulations liquides, solides et semi-solides. Les formules comme les gels et les cremes
sont préférées pour la voie cutanée car dans ces formes galéniques la biodisponibilité de Ia
substance active est faible (1 a 3%) contrairement aux dispositifs transdermiques (DT) dont
les substances actives ont une biodisponibilité comprise entre 30 et 70% et qui sont utilisés
majoritairement pour la voie transdermique.

Le choix de la forme galénique prend en compte I'état de la peau, pour le visage on pourra
choisir entre :

- Gel : pour les peaux normales a grasses.
- Lotion : pour les peaux normales a seches.
- Créme : pour les peaux seches.

Les lésions de la peau influencent aussi le type de forme galénique : on préféerera les formes
a base d’eau (gels, crémes) pour les lésions humides et suintantes , et les formes grasses
(pommades et pates) pour les blessures seches et squameuses [29].

Les formulations liquides

Les formulations liquides monophasées sont composées d’eau parfois additionné d’autres
solvants. Ces formulations sont surtout utilisées pour les solutions désinfectantes (exemple :
solution de chlorhexidine) car elles agissent principalement sur la surface de la peau. Le temps
de séjour des formulations liquides sur la peau est court en raison de I’évaporation rapide des
solvants (souvent un I'alcool comme I’éthanol) et de la trés faible viscosité de la formule, ce
temps de séjour faible rend difficile le transport des substances actives dans les couches
profondes de la peau.

Les formulations liquides polyphasées peuvent contenir une faible quantité d’huile ou de
poudre dispersée dans la phase aqueuse. Ainsi, lors de I'évaporation de celle-ci, la poudre ou
huile reste en surface et augmente le temps de séjour de la substance active [29].
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Les formulations semi-solides

Ce sont les formulations les plus utilisées pour la voie topique, les principales étant les gels,
les cremes et les pommades.

- Lesgels : composés d’une phase aqueuse ou alcoolique, épaissie par des excipients
et pouvant contenir une substance active dissoute (gel monophasé) ou dispersée
(gel polyphasé) ou encore intégrée dans un vecteur de transport
(nanoencapsulation, micelles) dispersé dans le gel.

- Lescremes : ce sont des émulsions entre une phase aqueuse et une phase lipidique
(émulsion eau-dans-huile ou huile-dans-eau). Les crémes sont moins grasses que
les pommades, et souvent mieux acceptées par le patient, mais elles sont moins
occlusives que ces derniéres. La substance active peut étre dissoute dans une des
phases, dispersée ou encore intégrée dans un vecteur de transport
(nanoencapsulation, micelles) dispersé dans la creme.

- Les pommades : composées uniquement ou en grande partie de corps gras, les
pommades riches en hydrocarbures aliphatiques sont tres occlusives (préviennent
la perte d’eau et la déshydratation de I'épiderme) et restent longtemps sur la peau.
Ainsi, elles prolongent le temps de séjour de la substance active et son transport
dans les couches de la peau. Mais souvent trop grasses et difficiles a utiliser, les
pommades sont peu appréciées des patients.

- Les pates : ce sont des formulations semi-solides contenant une grande quantité
de poudre (supérieure a 50% de la formule totale) en suspension dans des corps
gras (pate grasse, ex : pate a 'oxyde de zinc) ou dans une phase aqueuse (pate a
I’eau, ex : dentifrice). Elles sont occlusives et moins grasses que les pommades [29]
[30].

Les formulations solides

- Les poudres : surtout utilisées pour une action en surface de la peau (antiseptique,
réduction de friction, absorption des exsudats) car elles diminuent I’"hydratation
de la couche cornée et donc le passage de la substance active. On peut les
retrouver sous forme de sprays : ils déposent une couche de poudre en surface de
la peau grace a un solvant volatile dans lequel la substance active est dissoute.

- Les dispositifs transdermiques (DT) : ce sont des solides composés d’une partie qui
adhere a la peay, ils contiennent une dose de substance active dispersée dans un
support qui contréle sa libération. Les patchs peuvent avoir une action locale
(anesthésie locale, traitement de la douleur aigue ou éruption cutanée) mais sont
surtout utilisés pour la voie transdermique en vue d’une action systémique. Les
patchs transdermiques sont détaillés ci-dessous [29].
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Les dispositifs transdermiques

Les dispositifs transdermiques (DT) sont une bonne alternative a la voie orale pour certaines
substances actives car ils permettent d’éviter les variations de pH lors du passage gastrique et
permettent d’atteindre la circulation générale sans passer par le foie (évitant ainsi les effets
de premier passage hépatique). De plus, les DT sont faciles d’utilisation et améliorent
I’observance du patient.

DT adhésif actif

DT matriciel

DT a réservoir

DT a microréservoirs

I Support externe

[ Adhésif

[ 1 Feuille protectrice interne

Membrane de
controle de
libération

A A 5 8, 65 5 &
4
substance active Réservoir de Matrice
dispersée dans Substance active substance polymérique Réservoir
I’adhésif dispersée dans une active liquide microscopique
matrice polymérique ou solide de substance
active liquide ou

solide

FIGURE 4 : TYPES DE DISPOSITIFS TRANSDERMIQUES (DT)

Plusieurs types de DT existent et sont décrits dans la Figure 4, un DT est composé des éléments

suivants :

Une feuille protectrice interne : c’est une protection occlusive en aluminium ou
polymeére qui recouvre la partie adhésive du DT. Elle doit étre retirée pour
appliquer le DT sur la peau ; pour cette raison la feuille doit étre a la fois facile a
séparer du DT mais également s’accrocher suffisamment a celui-ci pour éviter les
retraits accidentels.

Un adhésif : il est un point essentiel du DT, I'adhésif doit tenir aussi longtemps que
la durée de vie du DT, il doit étre non-irritant et doit pouvoir étre retiré sans
douleur et sans résidu d’adhésif. On utilise des adhésifs sensibles a la pression
(PSA) dans la fabrication des patchs car aucun solvant, eau ou chaleur n’est
nécessaire pour activer leur pouvoir adhésif. Ces adhésifs se lient a une surface en
fonction de la pression que I'on applique dessus. Certaines substances actives
peuvent étre directement intégrées dans I'adhésif, c’est le cas des DT a adhésif
actif.
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- Une matrice ou réservoir: c'est dans cette partie du DT que l'on trouve la
substance active. Celle-ci peut étre dispersée dans une matrice polymérique, c’est
le cas des DT matriciels, dont la viscosité peut étre modifiée en fonction de la
quantité de polymeéres incorporés. Il est possible de créer des DT matriciels
multicouches ou la substance active est dispersée dans des matrices de viscosité
différente modifiant ainsi sa libération (la vitesse de libération de la substance
active étant dépendante de la viscosité et du maillage de la matrice). La substance
active peut également étre dissoute ou dispersée dans un réservoir liquide ou
visqueux (souvent composé de silicone) qui permet sa libération sans entrave : ce
sont les DT a réservoir. Pour contrOler la libération des substances actives
contenues dans ces DT il faut ajouter une membrane de libération entre le
réservoir et I'adhésif. Ces DT a réservoir, contrairement aux DT matriciels, ne
peuvent étre coupés sans étre altérés. Enfin, il existe des DT a microréservoirs, ce
sont des DT dans lesquels des microgouttelettes de réservoirs (contenant la
substance active dissoute ou dispersée) sont réparties dans une matrice
polymérique. Ces DT n’ont pas besoin de membrane de controle de libération.

- Une membrane de controle de la libération : elle peut étre semi-perméable ou
microporeuse, la membrane est utilisée dans les DT a réservoir pour contréler la
libération de la substance active. Elle est composée de polymeéres et se situe entre
I'adhésif et le réservoir.

- Unsupport externe : c’est une surface occlusive ou respirante qui protége le DT de
I’extérieur, elle doit étre suffisamment souple pour permettre au DT de bouger
avec la peau [29] [30] [31].

c. Stratégies d’amélioration de la pénétration cutanée

La voie cutanée et la voie transdermique présentent des avantages face aux autres voies
d’administration des substances actives tels que : une meilleure observance des patients, pas
d’effet de premier passage hépatique ou gastrique, administration possible méme chez le
patient inconscient (contrairement a la voie orale), pas d’effets indésirables gastriques. Mais
les voies cutanée et transdermique sont dépendantes de différents paramétres qui peuvent
modifier la biodisponibilité des substances actives : hydratation de la couche cornée, taille des
molécules de substance active, leur caractére lipophile/hydrophile et leur solubilité ; tous ces
critéres influencent la perméation de la peau et la pénétration des substances actives
modifiant ainsi leur biodisponibilité [32]. De plus il existe un effet de premier passage cutané
qui diminue la biodisponibilité des substances actives comme par exemple la nitroglycérine
dont environ 20% de la dose administrée par voie transdermique est métabolisée lors du
passage cutané [33].

Il existe, en plus de la formulation, des techniques ou des composants pour améliorer la
pénétration des substances actives dans la peau et pallier les inconvénients de cette voie.
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Ces stratégies de promotion de la pénétration cutanée peuvent étre regroupées en cing
catégories : les stratégies qui optimisent les propriétés des substances actives et leurs
formulations, celles qui modifient la couche cornée, les stratégies qui contournent ou retirent
la couche cornée, les méthodes électriques et enfin les vésicules et particules de transport
[34].

Optimisation des propriétés de la substance active et sa formulation

Cette méthode vise a améliorer les propriétés des substances actives et de leurs véhicules
pour augmenter leur pénétration cutanée.

Pour cela on peut augmenter la solubilité, le coefficient de partage et le transport de la
substance active a travers la couche cornée en utilisant un précurseur plus soluble dans la
couche cornée ou avec un meilleur coefficient de partage comme certaines prodrogues qui
seront plus lipophiles ou moins polaires. En effet si la substance active ne peut pas traverser
correctement la couche cornée alors toute la substance active ne pourra pas se solubiliser
dans la partie aqueuse de I'épiderme, sous la couche cornée. Les prodrogues passeront plus
facilement la couche cornée et seront ensuite hydrolysées par les estérases de I'épiderme
viable pour donner la substance active optimisant ainsi sa solubilité dans la partie aqueuse de
I’épiderme [35].

La solubilité peut aussi étre augmentée en diminuant le point de fusion du systéme dans
lequel est contenu la substance active car la solubilité d’un soluté est meilleure dans un
solvant donné (les lipides de la peau y compris) lorsque le point de fusion est faible. Le point
de fusion d’'un mélange peut étre diminué lorsqu’on forme un systéme eutectique : mélange
de composés a des ratios empéchant leurs cristallisations respectives, le mélange se comporte
alors comme un corps pur du point de vue de la fusion (le mélange fond uniformément a
température constante) et ainsi le point de fusion du mélange est plus faible que le point de
fusion de chaque composé. On peut ainsi abaisser le point de fusion de la substance active
afin que celui-ci soit proche de la température de la peau pour augmenter sa solubilité
(exemple : la créme anesthésiante EMLA® est un mélange eutectique entre de la lidocaine et
de la prilocaine) [35].

Enfin, la substance active pénétre mieux la peau lorsque son activité thermodynamique est
forte, cette relation entre flux de substance active et activité thermodynamique fat
démontrée par Twist et Zatz en 1988 [36]. L’activité thermodynamique maximale d’une
substance est atteinte lorsque celle-ci se trouve en super-saturation dans son véhicule ou son
solvant, ainsi des systémes de transport ou des solutions super-saturées en substance active
sont utilisés dans les formulations pour augmenter la pénétration cutanée de la substance
active [37]. Une solution super-saturée en une substance active signifie qu’elle contient une
plus grande quantité de substance active qu’elle ne peut en dissoudre normalement, on
obtient ces solutions en évaporant une partie du solvant ou en mélangeant avec un co-solvant.
Les solutions super-saturées sont instables thermodynamiquement et la substance active
risque de précipiter, on utilise alors des polymeres qui empéchent la formation de cristaux et
stabilisent la solution pendant quelques heures [38].
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Modification de la couche cornée

Modifier les propriétés de la couche cornée peut améliorer la pénétration cutanée de la
substance active. Il y a deux stratégies qui visent a modifier la couche cornée.

La premiere stratégie consiste a augmenter I’"hydratation de la couche cornée pour faciliter la
pénétration de la substance active qu’elle soit hydrophile ou lipophile, pour cela on utilise des
matériaux occlusifs et des corps gras dans les formulations topiques et transdermiques pour
limiter les pertes d’eau trans-épidermiques. On peut également augmenter I'apport d’eau
dans la couche cornée en ajoutant des humectants aux formulations.

La deuxiéme stratégie modifiant la couche cornée est I'utilisation de promoteurs chimiques
de pénétration cutanée. Ces promoteurs chimiques fonctionnent selon un ou plusieurs de ces
trois mécanismes :

- Altération des lipides constituant la couche cornée.

- Interaction avec les protéines intercellulaires.

- Amélioration du coefficient de partage de la substance active ou du solvant dans
la couche cornée.

Tous les composés chimiques ne peuvent pas étre des promoteurs de la pénétration cutanée,
ils doivent respecter certains criteres. Les promoteurs chimiques doivent étre
pharmacologiquement inertes, non-toxiques, non-allergiques, non-irritants, avoir une action
rapide et réversible sur la couche cornée et étre compatibles physiquement et chimiquement
avec la substance active et la formulation. Parmi les composés chimiques utilisés comme
promoteurs de la pénétration cutanée on retrouve, entre autres, les tensioactifs, les
sulfoxydes, I'azone, les pyrrolidones, I'urée, les alcools, les terpénes et huiles essentielles et
les acides gras [34] [39].

Les avantages des promoteurs chimiques de la pénétration cutanée sont leur faible colt et
leur incorporation simple dans les formes galéniques (pas d’instrumentation supplémentaire
nécessaire) [40]. Néanmoins, avec ces composés chimiques, il est souvent difficile d’allier
efficacité et tolérance car en altérant la couche cornée ces composés chimiques peuvent
également altérer les cellules viables sous la couche cornée et ainsi avoir une potentielle
toxicité ou avoir un pouvoir irritant, c’est le cas par exemple du DMSO (dimethylsulfoxyde) qui
peut se montrer irritant utiliser a des fortes concentrations [41].

Contournement ou retrait de la couche cornée

La couche cornée étant difficile a pénétrer en raison de sa structure tres ordonnée et de son
film hydrolipidique, certaines méthodes d’amélioration de la pénétration cutanée cherchent
a la contourner voir la retirer pour faciliter la pénétration des substances actives.

Pour contourner la couche cornée il est possible d’utiliser des microaiguilles qui sont
recouvertes ou remplies d’une solution de substance active (si ce sont des aiguilles pleines ou
creuses, respectivement). Ces microaiguilles, d’'une longueur de 10 a 200 um, viennent
uniguement percer la couche cornée et permettent a la substance active de directement
pénétrer sous celle-ci [34] [39].
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Promouvoir I'utilisation de la voie transfolliculaire pour la pénétration des substances actives
dans la peau est aussi une méthode pour contourner la couche cornée car les follicules pileux
s’enfoncent dans le derme. Comme décrit précédemment, la voie folliculaire est surtout une
voie d’entrée pour les molécules de haut poids moléculaire mais il existe des stratégies pour
promouvoir le passage des substances actives via cette voie. |l est possible d’utiliser des
solvants organiques volatiles pouvant dissoudre le sébum ou des systemes d’émulsions
miscibles avec ce dernier pour solubiliser la substance active et I'acheminer dans le follicule
pilo-sébacé en évitant ainsi le flux de sébum qui limite I’entrée de la substance active dans le
follicule [42]. Néanmoins la promotion de la voie folliculaire reste limitée par la faible surface
que représente les follicules sur la surface de la peau (environ 0,1% de la surface totale de la
peau) [41].

Enfin il est possible de retirer la couche cornée ou diminuer son épaisseur pour faciliter
I'entrée des substances actives. Pour cela il existe la méthode du « tape-stripping » qui
consiste a coller une bande adhésive a la peau et a la retirer plusieurs fois pour enlever les
couches supérieures de la couche cornée. Cette méthode a été utilisé notamment en 2003
par Tsai & al. [43] sur de la peau de souris, il a ainsi été démontré que du propyléne glycol
(PEG) de plus haut poids moléculaire pouvait pénétrer la peau une fois la couche cornée
retirée par « tape-stripping » que lorsque celle-ci était intacte : la pénétration du PEG est
facilitée jusqu’a un poids moléculaire de 986 Dalton (Da) apres « tape-stripping » contre 414
Da pour la peau intacte. Néanmoins cette méthode est contraignante et sa reproductibilité
est mauvaise, il est peu probable qu’elle soit un jour utilisée en clinique [44]. Des techniques
plus avancées existent comme la micro-dermabrasion qui est également utilisée pour retirer
la couche cornée, elle consiste a projeter des particules d’oxyde d’aluminium sur la peau pour
ainsi la couper et créer des micro-conduits pour la pénétration de la substance active [34] [39].
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Vésicules et particules de transport

Les vésicules et particules de transport visent a encapsuler la substance active pour la protéger
et faciliter son entrée dans la peau, elles sont incorporées dans différentes formulations
comme les cremes, les gels mais aussi les patchs. Les vésicules et particules sont de taille micro
ou nanométrique pour favoriser le passage dans la peau notamment via les follicules pileux et
peuvent étre composées de différentes molécules. On retrouve notamment parmi les
vésicules et particules de transport les nanotubes de carbone qui sont des structures
tubulaires nanométriques creuses composées de graphite et qui peuvent contenir un grand
volume de substance active a transporter. Les nanotubes de carbone n’entrent pas dans
I'organisme, ils ont pour but d’étre appliqués sur la peau grace a des dispositifs
transdermiques et de permettre a la substance active de traverser la couche cornée [45]. Les
nanotubes de carbone se sont montrés efficaces dans les dispositifs transdermiques délivrant
de la nicotine [46], mais causent des irritations de la peau [45].

Les nanoparticules polymériques sont un autre type de particule de transport, elles sont
composées de polymeres : un polymere est une macromolécule composée d’une répétition
d’'un méme motif appelé monomeére, liés entre eux par des liaisons covalentes. On retrouve
des nanoparticules polymériques composées de polymeres naturels, synthétiques
biodégradables et synthétiques non-biodégradables [47]. Des exemples de nanoparticules
polymériques appartenant a chaque catégorie de polymére sont décrits dans le Tableau 1
[47]:

TABLEAU 1 : DIFFERENTS TYPES DE POLYMERES [47]

Types de polymeéres utilisés Polymeére
pour des nanoparticules

«n Polysaccharidiques Cellulose, amidon, agarose,
[ )]
Q@ o alginate, chitosan

= \ \ \ . / .
g. s Polymeres a base de Collagéne, albumine, gélatine
S £ protéine

@ Polyesters Acide polylactique, acide

(7] .
o Y35 polyglycolique
= m . . .
'g = T Polyamides Poly(imino-carbonates)
> 2 w
o ¥ W \ .
e £ Polymeres a base de Polyphosphates,

[7,] —

o phosphore polyphosphonates

@ Polymeéres dérivés de Carboxyméthylcellulose,
3 3 cellulose éthylcellulose, acétate de
- o
s o cellulose
- N s .ls o
e © Polymeres de silicone Silice colloidale,

[<4] . .
> @ Polydiméthylsiloxane,
(%] ,
9 9 Polyméthacrylate
o 2 A - -
£ ¢ Autres polymeres Polyvinyle pyrrolidone,
> O p .
5 <€ poloxamers, éthyle vinyle
e acétate
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Les polymeéres naturels ont une bonne biocompatibilité et sont non-toxiques sur de grandes
plages de concentration mais leurs propriétés comme le contréle de la libération du principe
actif sont moins bonnes que celles des polymeres synthétiques. Les polymeéres synthétiques
guant a eux, ont une biocompatibilité moins bonne que les polymeres naturels. La capacité
du polymeére (naturel ou synthétique) a étre biodégradable est un avantage car cela augmente
la biodisponibilité de la substance active. Elle permet une libération plus ciblée et une
concentration plasmatique constante mais affecte la stabilité des nanoparticules. Elle entraine
notamment une libération incompléte de la substance active [47]. Aussi le choix du polymére
utilisé dans la formation de nanoparticules polymériques est important car selon sa nature ses
propriétés et sa biocompatibilité peuvent varier.

Les derniers grands types de vésicule et particule de transport sont les vésicules composées
en partie ou exclusivement de lipides ou phospholipides. Leur avantage comparé aux autres
vésicules est qu’il existe un trés grand nombre de lipides et molécules lipidiques pouvant étre
utilisés pour la fabrication de vésicules et particules de transport lipidiques. Les structures et
les propriétés de ces vésicules peuvent étre modulées en fonction des lipides utilisés parmi le
grand choix disponible permettant ainsi la formation de vésicules et particules variées : des
particules solides (nanoparticules lipidiques solides), des vésicules lipidiques au coeur aqueux
permettant I'encapsulation de principes actifs lipophiles, hydrophiles et amphiphiles
(liposomes et dérivés) etc. [48]. Les vésicules et particules lipidiques possédent également
une trés bonne biocompatibilité et sont trés peu toxiques ou irritantes. Par exemple Miiller &
al en 1996 [49] ont étudié la cytotoxicité de particules de polymeéres (polyesters : poly-acide
lactique et poly-acide lactique-co-glycolique) et de nanoparticules lipidiques solides contenant
de la magnétite. Cette étude in vitro a démontré que les nanoparticules lipidiques solides
étaient dix fois moins toxiques pour les cellules que les particules polymériques [49] [50]. De
plus, les particules lipidiques sont dégradées par les lipases présentes dans le sang et assurent
ainsi la libération compléte de la substance active qui peut néanmoins étre modulée grace aux
propriétés des lipides et autres excipients [50].

Pour toutes ces raisons, les vésicules et particules lipidiques sont les systemes de transport et
d’encapsulation les plus prometteurs pour les principes actifs peu solubles. Aussi les vésicules
et particules lipidiques de transport les plus étudiées seront détaillées dans la partie suivante
du document [39].
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B. Les systemes lipidiques de transport nano-colloidaux

1. Définition

Les vésicules et particules de transport sont des systemes colloidaux avec des particules ou
vésicules, contenant la substance active, d’'une taille de quelques dizaines de nanomeétres
allant jusqu’a un millimétre. Le systéme est dit colloidal quand une substance est en
suspension dans une autre, sous forme de particules suffisamment petites (entre 1 nanométre
et quelques micrometres) pour former un mélange homogéne au microscope optique. Par
exemple le lait est une suspension colloidale : on retrouve une phase aqueuse dans laquelle
les microparticules de lipides sont en suspension, mais a I'ceil nu et au microscope optique le
lait semble homogene. Le systeme colloidal est cinétiquement stable contrairement aux
émulsions classiques [51]. On parle de systémes nano-colloidaux quand les particules ont une
taille inférieure a 500 nm. Ce sont les systemes colloidaux les plus utilisés dans I'encapsulation
des substances actives et seront décrits ci-dessous. Ces systémes de transport permettent de
modifier les propriétés physico-chimiques des substances actives et d’améliorer leur passage
a travers la peau, ils peuvent :

- Controler la libération de la substance active.
- Augmenter le temps de contact avec la peau.
- Assurer une protection physique et chimique de la substance active [52].

Les avantages des systemes de transport nano-colloidaux résident dans leur petite taille
obtenue notamment grace a leur haute énergie de surface, leur forme, leur composition et
les molécules qui les entourent [53].

2. Les principaux systemes lipidiques nano-colloidaux

a. Les microémulsions
Ce sont des émulsions thermodynamiquement stables, composées d’eau, d’huile (liquide
organique apolaire) et d’'une grande quantité de tensioactif, avec des globules d’une taille
allant de 1 a 100 nm. Les microémulsions sont transparentes avec une faible viscosité. (Figure
5) [54].

Emulsion Microémulsion Nanoémulsion

FIGURE 5 : PHOTOGRAPHIE COMPARANT L'APPARENCE D'UNE EMULSION, D'UNE MICROEMULSION ET D'UNE NANOEMULSION [54]

Les microémulsions augmentent la solubilité des substances actives hydrophiles. Elles peuvent
altérer la structure lipidique de la peau (pour améliorer la pénétration cutanée) et améliorer
la stabilité de la substance active dans la formule [53] [55]. La structure d’'une microémulsion
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est celle d’'une dispersion de domaines d’eau et d’huile séparés par une couche de tensioactif.
On distingue trois types de structures pour les microémulsions : les microémulsions huile-
dans-eau (globules d’huiles dispersés dans I’eau), eau-dans-huile (globules d’eau dispersés
dans I’huile) et les microémulsions bicontinues lorsque I'on retrouve I'eau et I’huiles non pas
sous formes de globules mais sous forme de domaines continus et interconnectés en une
structure désordonnée et fluctuant rapidement [56]. Les microémulsions sont faciles a
préparer mais leur co(t peut vite augmenter avec la quantité de tensioactifs onéreux. De plus
une grande quantité de tensioactif peut entrainer des irritations de la peau et des muqueuses
[54].

b. Les nanoémulsions

Ce sont des émulsions transparentes (voir Figure 5) avec des particules de taille comprise
entre 20 et 200 nm, thermodynamiquement instables contrairement aux microémulsions et
ainsi énergivore a la production. Cependant les nanoémulsions peuvent rester dans un état
métastable sur une longue période grace a leur petite taille et a 'usage de tensioactifs.
Néanmoins les tensioactifs sont utilisés en moins grande quantité que dans les
microémulsions (environ 20% du poids totale dans les microémulsions contre 3 a 10% dans
les nanoémulsions [54]). De ce fait les nanoémulsions sont moins irritantes que les
microémulsions. Les nanoémulsions ont de nombreux avantages :

- elles permettent de formuler des substances actives hydrophiles mais aussi hydrophobes.
- elles apportent de I’hydratation a la peau.

- elles améliorent la pénétration cutanée.

- elles encapsulent de grande quantité de substance active.

La caféine, I'aspirine ou linsuline sont des substances actives utilisées dans des
nanoémulsions pour la voie transdermique [53] [55]. Mais les nanoémulsions souffrent de
problemes de stabilité lors du stockage avec par exemple des changements de couleur,
d’odeur et de consistance qui peuvent étre désagréable pour |'utilisateur [57]. De plus leur
co(t de production est élevé [54].
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c. Lesliposomes
Ce sont des systemes vésiculaires constitués d’une bicouche phospholipidique permettant
d’emprisonner dans leur coeur une phase aqueuse. Un liposome est schématisé dans la Figure
6 [52].

Bicouche phospholipidique
B Localisation des substances

actives lipophiles Téte hydrophile

A Localisation des substances Queue hydrophobe

actives hydrophiles
Ceoeur aqueux

FIGURE 6 : SCHEMA D'UN LIPOSOME [52].

Les liposomes ont été les premiéres vésicules lipidiques utilisées par voie cutanée, elles
peuvent incorporer une grande variété de substances actives. Les substances actives
lipophiles seront plutot incorporées dans la bicouche lipidique alors que les substances actives
hydrophiles seront incorporées dans le cceur du liposome. Les liposomes représentent un
systéme de transport non-toxique et biocompatible avec la peau (en raison de sa composition
en phospholipides). lIs permettent d’obtenir des hautes concentrations locales en substances
actives sur la peau ce qui permet d’augmenter la diffusion de la substance active.

Néanmoins leurs mécanismes de pénétration de la peau ne sont pas encore totalement
élucidés. lls sont préférés pour la voie topique car leur configuration ne semble pas leurs
permettre d’atteindre les couches profondes de la peau. Le liposome pourrait pénétrer les
couches superficielles de la couche cornée mais la rigidité du liposome semble entrainer la
dislocation de la bicouche lipidique et I'’écoulement de la substance active. Aussi, des
liposomes plus flexibles (composition de la bicouche lipidique différente) seront utilisés pour
la voie transdermique. En exemple de produits pharmaceutiques qui contiennent des
liposomes on peut citer la creme topique antifongique Pevaryl® qui est composée de
liposomes d’éconazole ou encore la créme solaire Actinica® (dispositif médical) qui prévient
des cancers non-mélanome chez les personnes a risques [53] [55].
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d. Les transférosomes

Les transférosomes sont des liposomes déformables capables de traverser des pores plus
petits que leur propre taille, ils sont illustrés dans la Figure 7 [52]. Ce sont des vésicules
métastables tres hydrophiles, la flexibilité de la membrane est apportée par I'ajout d’un ou
plusieurs tensioactifs dans la bicouche phospholipidique tel que le sodium cholate, les esters
de sorbitane ou encore les polysorbates. Grace a cette capacité a se déformer, les
transférosomes pénetrent plus profondément dans la peau jusqu’a atteindre le derme. Les
transférosomes sont utilisés avec succés dans la voie transdermique contrairement aux
liposomes dont ils s’inspirent [53] [55].

B Localisation des substances
actives lipophiles Phospholipide
A Localisation des substances

actives hydrophiles Tensioactif

FIGURE 7 : SCHEMA D'UN TRANSFEROSOME [52].

e. Lesniosomes
Les niosomes sont des vésicules composées uniqguement de tensioactifs non-ioniques comme
les esters de sorbitanes (exemple : les Spans ®) et polysorbates (exemple : les Tweens ®), ils
sont schématisés dans la Figure 8 [52].

B Localisation des substances
actives lipophiles

A Localisation des substances
actives hydrophiles

Tensioactif

FIGURE 8 : SCHEMA D'UN NIOSOME [52]

Les niosomes peuvent encapsuler les substances actives hydrophiles et hydrophobes, ils ont
la capacité d’augmenter le temps de résidence de la substance active dans la couche cornée
et I'épiderme. Les niosomes ont été étudiés en tant qu’alternative aux liposomes en raison de
leur moindre co(t de production et de la grande variété de tensioactifs actifs disponibles [53]
[55].
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f.  Les éthosomes
Les éthosomes sont des vésicules composées d’une bicouche phospholipidique avec un cceur
aqueux et une grande concentration d’éthanol (20 a 45%), un éthosome est schématisé dans
la Figure 9 [52].

B Localisation des substances
actives lipophiles Ethanol

Phospholipide

A Localisation des substances
actives hydrophiles

FIGURE 9 : SCHEMA D'UN ETHOSOME [52]

La quantité d’éthanol apportée dans les éthosomes permet d’obtenir des vésicules plus
petites et plus flexibles que les liposomes. De plus, la présence d’éthanol semble augmenter
la pénétration de la substance active dans les couches plus profondes de la peau faisant de
I’éthosome un bon systéme de transport nano-colloidal pour la voie transdermique. Les
éthosomes présentent également une grande capacité d’encapsulation car I’éthanol permet
de solubiliser de nombreuses substances actives notamment les substances actives lipophiles.
Par exemple, le tacrolimus, le kétoproféne, la testostérone et le clotrimazole sont encapsuler
dans des éthosomes et utilisés par voie transdermique [53] [55]. Ses capacités a atteindre les
couches profondes de la peau et a encapsuler une grande quantité de substance active
conférent aux éthosomes un avantage face aux premiéres vésicules lipidiques développées :
les liposomes.

g. Les nanoparticules lipidiques solides (SLN)

Les nanoparticules lipidiques solides, appelées solid lipid nanoparticles (SLN) en anglais, sont
composées d’un ceeur lipidique solide a température ambiante entouré d’une couche de
tensioactif, de phospholipide ou de polymeére, le tout le plus souvent dispersé dans une phase
aqueuse. Les SLN permettent d’encapsuler les substances actives lipophiles qui vont se
disperser dans la matrice de lipide solide. L’avantage des SLN est que le coeur de lipide solide
protege trés bien les substances actives contre les agressions extérieures. C'est le cas du
rétinol (substance active majoritairement utilisée en dermocosmétique) que I'on retrouve
souvent encapsulé dans des SLN en raison de sa sensibilité a la lumiere et a I'oxygene [53]
[58].

Les nanoparticules lipidiques solides seront détaillées dans la suite du document car la
deuxieéme partie de cette these est dédiée au développement d’une méthode de préparation
et de caractérisation de SLN. Aussi, leurs compositions, méthodes de fabrications ainsi que
leurs avantages et inconvénients seront revus plus en détails dans la suite du document.
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h. Les transporteurs de lipides nanostructurés (NLC)

Les transporteurs de lipides nanostructurés, appelés nanostructured lipid carriers (NLC) en
anglais, sont des nanoparticules assez similaires aux SLN mais ici le cceur de la nanoparticule
est composé d’'un mélange entre des lipides solides et des lipides liquides a température
ambiante. En mélangeant des lipides de nature différente, le coeur des NLC se retrouve moins
organisé que le coeur solide et cristallisé des SLN, les lipides des NLC peuvent cristalliser de
facon imparfaite, se retrouver sous forme amorphe ou encore présenter un coeur solide avec
des nano gouttelettes de lipide liquide (schématisé dans la Figure 10 [59]). Les nanostructures
ainsi formées dans la matrice lipidique permettent d’encapsuler plus de substance active que
dans les SLN dont la matrice est trop structurée pour incorporer une grande quantité de
substance active. De plus en raison de cette structure imparfaite, moins de substance active
est expulsée a I'extérieur de la nanoparticule contrairement aux SLN [53] [58].

SLN cristallisée et structurée Cristallisation imparfaite
Substance active incorporée
entre les cristaux
Lipide )
solide Substance active
Lipide sous forme
Nano amorphe
gouttelettes
de lipide
liquide

FIGURE 10 : SCHEMA COMPARANT UNE SLN CLASSIQUE (EN HAUT A GAUCHE) A DIFFERENTS NLC DONT LE CCEUR VARIE SELON LA COMPOSITION
LIPIDIQUE : NLC A CRISTALLISATION IMPARFAITE (EN HAUT A DROITE), NLC A CCEUR SOLIDE EMPRISONNANT DES NANO GOUTTELETTES DE LIPIDE
LIQUIDE (EN BAS A GAUCHE) ET NLC A CCEUR LIPIDIQUE SOUS FORME AMORPHE (EN BAS A DROITE) [59]
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Il. Nanoparticule lipidique solide (SLN)
A. Généralités

1. Définition
Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) sont des systemes de transport nano-colloidaux
composés de lipides solides a température ambiante, comme I'acide stéarique dont le point
de fusion est compris entre 67 et 72°C ou encore la tristéarine avec un point de fusion entre
72 et 75°C, stabilisés avec des tensioactifs ou des polymeres et le plus souvent dispersés en
milieu aqueux. Les SLN ont une taille comprise entre 50 et 1000 nm (compatible avec la voie
intraveineuse), elles sont utilisées pour encapsuler les substances actives dans l'industrie
pharmaceutique et cosmétique et permettent de :

- Controler la libération de la substance active.

- Modifier le taux de dissolution de la substance active (c’est la dire la mesure de la
vitesse de dissolution de la substance active dans I'organisme) et ainsi améliorer
la biodisponibilité pour la voie orale et parentérale.

- Améliorer la biodisponibilité de la substance active en augmentant sa distribution
dans les tissus.

- Assurer une protection chimique et physique des substances actives sensibles [60].

Les nanoparticules permettent d’encapsuler et délivrer les substances actives lipophiles ou
peu solubles dans I'eau grace a leur matrice lipidique, cet avantage est intéressant car
beaucoup de substances actives dans I'industrie pharmaceutique présentent des problémes
de solubilité dans I'eau.

2. Composition des SLN
Les SLN sont préparées a partir de lipides solides a température ambiante, d’eau et d’une
molécule amphiphile : tensioactif, polymére ou phospholipides par exemple ; cette molécule
amphiphile vient envelopper les particules de lipide pour les stabiliser et servir d’interface
entre la nanoparticule et I'eau [61].

a. Leslipides

Les lipides utilisés dans les SLN sont sélectionnés en fonction de leur point de fusion. lls
doivent étre solides a température ambiante et également étre non-toxiques, biocompatibles
et biodégradables pour I'usage pharmaceutique. Parmi les catégories de lipides utilisés on
retrouve les triglycérides (ex: tripalmitine, trimirystine), les monoglycérides (ex:
monostéarate de glycérol), les acides gras (ex : acide stéarique, acide palmitique), les alcools
gras (ex : I’hexadécanol aussi appelé alcool cétylique), les cires (ex : palmitate de cétyle, cire
d’abeille) ou encore un mélange entre ces différents lipides [61].
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b. Les tensioactifs
Ce sont des molécules amphiphiles (téte polaire hydrophile et queue apolaire et lipophile) qui
viennent diminuer la tension interfaciale entre deux milieux. Dans le cas des SLN, les
tensioactifs viennent entourer les nanoparticules et les stabiliser dans le milieu aqueus, ils
interviennent également dans la taille des nanoparticules. Pour la fabrication des SLN on
retrouve :

- Lestensioactifs non-ioniques tels que les polysorbates (Tween®) : ils ne présentent
pas de charge et sont moins irritants que les tensioactifs cationiques et anioniques.

- Les tensioactifs anioniques: la téte hydrophile est chargée négativement et
conduit a une charge négative des nanoparticules en milieux agueux. Exemple : le
lauryl sulfate de sodium tres utilisé en cosmétique.

- Les tensioactifs cationiques : ils sont chargés positivement et apportent une
charge positive a la surface des nanoparticules dans le milieu aqueux. Exemples :
le bromure de cetrimonium [61].

Néanmoins, malgré les avantages qu’ils présentent dans la composition des SLN, certains
tensioactifs sont irritants pour la peau ou la voie parentérale quand ils sont utilisés a de fortes
concentrations [62]. Aussi, d’autres molécules amphiphiles aux propriétés tensioactives
peuvent remplacer les tensioactifs classiques dans la composition des SLN.

c. Les polymeres
Les polyméres sont des macromolécules amphiphiles composées d’un grand nombre de
répétition d’un méme motif appelé monomeére. lls ont des propriétés tensioactives et peuvent
remplacer les tensioactifs classiques pour stabiliser des nanoparticules lipidiques solides. Les
polyméres retrouvés dans la composition des SLN sont notamment les Poloxamers
(copolymeres de polyoxypropyléne et de polyéthyléene glycol), les PEG (polyéthylénes glycol)
et I'alcool polyvinylique [63].

d. Les phospholipides

Ce sont des lipides amphiphiles estérifiés par des acides gras et un groupement phosphate. La
forme la plus commune de phospholipide est la lécithine (contenant majoritairement de la
phosphatidylcholine (PC)) mais on retrouve également la phosphatidyléthanolamine ou la
phosphatidylsérine. La lécithine posséde des propriétés tensioactives amphoteres (la charge
de la lécithine dépend du pH du milieu) et peut étre utilisée seule dans la production de SLN
ou en tant que co-tensioactif (associé a un polymére ou un tensioactif classique) pour
stabiliser la dispersion de SLN [61].
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e. Influence du lipide

Il existe un grand nombre de lipides solides a température ambiante disponibles pour la
production des SLN, la plupart de ces lipides sont des mélanges dont la composition peut
varier entre différents fournisseurs ou entre différents lots (exemple : le Précirol® ATO 5 qui
est un mélange d’esters d’acides palmitique (C16) et stéarique (C18) et de glycérides et qui
sera utilisé dans la partie expérimentale de cette thése). Ces légéres variations de composition
peuvent exercer une influence sur la qualité des SLN produites (variation de potentiel zeta, de
la vitesse ou du type de cristallisation du lipide). De plus le caractére hydrophile, la viscosité
ou encore la forme des cristaux du lipide composant les SLN exercent une influence sur leur
stabilité, leur taille ou le procédé de fabrication [64] [65].

f. Influence du tensioactif

Le tensioactif joue un réle important dans la formation des SLN, il réduit la tension de surface
entre I'eau et les SLN et réduit leur taille : plus on ajoute de tensioactif plus les SLN sont de
petite taille. Le type de tensioactif utilisé joue également un role, selon son poids moléculaire,
le tensioactif en excés lors de la production de SLN mettra plus ou moins de temps a s’arranger
en d’autres structures (monomeres émulsifiés, micelles ou liposomes) : les tensioactifs de bas
poids moléculaire vont plus rapidement se réarranger et trouver un nouvel équilibre que les
tensioactifs de haut poids moléculaire comme les Poloxamers® ou encore la lécithine. De plus
I"'utilisation de plusieurs tensioactifs permet de produire des SLN plus petites et plus stables
gue les formules contenant un unique tensioactif [66].

3. Modele d’incorporation de substance active
Les substances actives peuvent étre incorporées dans les SLN selon trois modeles schématisés
ci-dessous (Figure 11). La facon dont la substance active va se disperser dans le lipide lors de
la solidification de nanoparticule va dépendre de la méthode de fabrication mais aussi de la
nature et de la quantité de lipide ou de substance active utilisée.

Matrice homogene Couronne enrichie en Coeur enrichi en
substance active substance active

@ substance active
O Lipide solide

FIGURE 11 : SCHEMA DES DIFFERENTS MODELES D'INCORPORATION DE SUBSTANCE ACTIVE DANS LES SLN
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On retrouve le modele a matrice homogene, dans ce modele la substance active est dispersée
dans toute la SLN de fagon homogéne. Ce modeéle est retrouvé pour les substances actives
hautement lipophiles qui se dispersent bien dans la matrice de lipides solides a température
ambiante. Le modéle a matrice homogéne est obtenu principalement par homogénéisation a
froid afin que la dispersion obtenu entre la substance active lipophile et la matrice lipidique
soit gardée a I’état solide pendant tout le processus pour éviter I’enrichissement en substance
active de certaines zones de la SLN pouvant se produire lors des chauffes et refroidissements
successifs [59].

Le modeéle a couronne enrichie est obtenu lorsque les SLN sont produites a chaud avec des
guantités plutét faibles de substance active. Ce modele apparait lorsque la dispersion
homogene de la substance active dans le lipide solide a température ambiante se déphase
pendant le processus de refroidissement au cours duquel les gouttelettes de lipides
deviennent des nanoparticules lipidiques solides. Le lipide, présent en grande quantité, va
précipiter au cceur de la SLN en formation avant la substance active. Cette derniére, repoussée
de la matrice lipidique solide en formation au cceur de la SLN, va se concentrer dans le
pourtour de la nanoparticule et ainsi la couronne de la SLN va s’enrichir en substance active.
Lorsque toute la SLN se sera solidifiée, la substance active sera surtout retrouvée dans la
couronne de la SLN permettant une libération rapide de la substance active (surtout utilisé
pour la voie topique) [59].

Le dernier modéle d’incorporation de substance active au sein d’une SLN est le modéle a coeur
enrichi en substance active. Ici c’est la situation inverse, pendant le refroidissement le lipide
solide et la substance active se déphasent mais dans ce modele la concentration de la
substance active est importante (proche de la saturation) et cette derniéere précipite avant le
lipide au sein de la SLN. Une fois totalement solidifiée, on obtient une nanoparticule au cceur
enrichi en substance active et a la couronne faiblement concentrée en substance active qui
servira de membrane de contréle pour la libération de la substance active [59] [67].

Ces trois modeles représentent les cas idéaux de dispersion de la substance active au sein des
SLN, néanmoins des mélanges entre deux ou trois modeles d’incorporation peuvent étre
retrouvés lors de la production de SLN. Il faut surtout retenir que la structure des SLN formées
dépend de la nature physico-chimique de la substance active et de la matrice lipidique ainsi
qgue les interactions qu’il existe entre les deux. De plus, cette structure des SLN peut étre
influencée par les conditions et méthodes de préparations [59].
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4. Voies d’administration et applications

Les nanoparticules lipidiques solides sont utilisées dans la voie topique et transdermique.
Néanmoins, leur capacité a encapsuler les substances actives et a augmenter leur
biodisponibilité ou leur distribution, en font un bon systeme de transport pour d’autres voies
d’administration.

a. Lavoie topique et transdermique
Cette voie a déja été décrite ci-dessus, les SLN permettent d’améliorer la pénétration cutanée
des substances actives en augmentant leur distribution dans les tissus et offrent une
protection physique et chimique aux substances actives sensibles. Les SLN peuvent étre
incorporées dans des gels, des cremes ou des patchs en vue d’une administration locale ou
systémique de la substance active [65].

b. Lavoie parentérale

La voie parentérale décrit I'administration d’'une substance active par injection (sous-cutanée,
intramusculaire ou intraveineuse). En raison de leur composition physiologiquement bien
tolérée et de leur bonne capacité de stockage aprées lyophilisation ou stérilisation, les SLN sont
des bons systemes de transport pour la voie parentérale et notamment pour l'injection
intraveineuse. Lorsque les SLN sont injectées en intraveineuse, leur petite taille leur permet
de circuler dans les systémes microvasculaires (artérioles, capillaires, veinules) en évitant
I’'absorption par les macrophages. Ainsi les SLN sont des bons systemes de transport pour le
transport des génes dans la cadre de la thérapie génique pour le traitement de cancer
notamment, mais aussi pour le transport de substances actives au travers de la barriére
hématoencéphalique pour le traitement des tumeurs cérébrales, du SIDA ou des troubles
neurologiques et psychiatriques [68].

c. Lavoieorale
Les SLN peuvent étre intégrées sous forme de granules ou de poudres au sein d’un comprimé,
d’une gélule ou d’une capsule. Elles protégent la substance active de la dégradation dans le
tractus gastrointestinal et favorisent les interactions avec I'épithélium intestinal ce qui
prolonge I'efficacité des substances actives [63].

d. Lavoie respiratoire
Les poumons offrent une grande surface pour I'absorption de substances actives tout en
évitant les effets du passage gastrohépatique. Les SLN sous forme de poudre peuvent étre
nébulisées et absorbées rapidement par voie respiratoire ou leur taille leur permettra de
traverser les parois des alvéoles pour rejoindre la circulation générale [63].

e. Lavoie nasale
La voie nasale est une voie d’administration non invasive et intéressante en raison de la rapide
absorption des substances actives et I'évitement du tractus gastrointestinal. Les SLN ont été
étudiées en tant que systeme de transport améliorant I'absorption a travers la muqueuse
nasale notamment pour la vectorisation de vaccins [63].
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g. Lavoie oculaire
Les SLN augmentent la biodisponibilité des substances actives par voie oculaire grace a leur
biocompatibilité et a leurs propriétés muco-adhésives qui leur permettent d’interagir avec la
muqueuse oculaire et de prolonger le temps de résidence de la substance active dans la
cornée. Les SLN sont notamment étudiées pour I'administration d’antibiotiques dans des
solutions ophtalmiques [63].

B. Méthodes de fabrication
La fabrication des SLN permet d’obtenir des dispersions aqueuses de nanoparticules mais
également des SLN sous forme de poudre solide selon la méthode de fabrication utilisée.
Néanmoins les dispersions de SLN peuvent étre converties en poudre solide grace a des
méthodes de déshydratation adaptées [69]. Les principales méthodes de préparation des SLN
sont décrites ci-dessous.

1. Préparation des SLN par homogénéisation a haute pression

L’homogénéisation a haute pression consiste a propulser une dispersion de lipides fondus a
travers une petite cavité de quelques micrométres de diametre a haute pression (100 a 2000
bars). A la sortie de la cavité la dispersion est a trés haute vitesse a la suite de la perte rapide
de pression et va étre projetée contre les parois de la chambre de ’lhomogénéisateur comme
schématisé dans la Figure 12 [70]. Le phénomene de cavitation créé par la rapide chute de
pression et les forces d’'impact et de cisaillement lorsque la solution est propulsée contre les
parois de 'homogénéisateur cassent les particules de la dispersion entrainant une réduction
de leur taille (inférieure au micrometre).

Parois d’impact des
particules

Dispersion Cavité de quelques Dispersion
homogene de micromeétres hétérogene de lipide

particules diametres ( entre 5 fondu
microscopiques et 20um)

FIGURE 12 : SCHEMA DE L'HOMOGENEISATION A HAUTE PRESSION [70]
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L’homogénéisateur a haute pression est un appareil communément utilisé dans I'industrie
pharmaceutique pour la production de particules microscopiques (nanoémulsion,
microémulsion, dispersion, encapsulation etc.) notamment pour la fabrication d’émulsion
pour la nutrition parentérale.

Ainsi la préparation des SLN par homogénéisation a haute pression est une technique
facilement transposable a I'échelle industrielle car le procédé existe pour la production
d’autres formulations. De plus, il ne nécessite pas I'utilisation de solvant organique et le temps
de production est faible. Il existe deux techniques d’homogénéisation a haute pression :
I’'homogénéisation haute pression a chaud et I'homogénéisation haute pression a froid, dans
les deux techniques la substance active est dispersée ou dissoute dans la phase lipidique
chauffée environ 5 a 10°C au-dessus du point de fusion du lipide [69] [71].

a. Homogénéisation a chaud
L’homogénéisation haute pression a chaud est schématisée dans la Figure 13 [72].

Mélange lipide + Phase
substance active aqueuse

Chauffage | R

ﬂ Homogénéisation

e
v
== haute pression
Emulsion 5 .
émulsion

Dispersion de la sonication froidissement

phase lipidique dans
la phase aqueuse

Nanoparticules Emulsion nano-
solides de lipides colloidale

FIGURE 13 : SCHEMA DE LA TECHNIQUE D'HOMOGENEISATION HAUTE PRESSION A CHAUD POUR LA PREPARATION DE
SLN [72].

Pour cette technique la substance active est dispersée ou dissoute dans la phase lipidique
chauffé 5 a 10°C au-dessus du point de fusion du lipide. Ce mélange est ensuite dispersé dans
une phase aqueuse chauffée a la méme température, une pré-émulsion est ainsi obtenue
apres sonication dans un bain a ultrason, puis cette pré-émulsion est homogénéisée a haute
pression 5 a 10°C au-dessus du point de fusion du lipide. Le passage de la pré émulsion dans
I’'homogénéisateur peut étre répété jusqu’a I'obtention de particules de la taille désirée,
néanmoins une répétition trop importante d’homogénéisation peut entrainer une
augmentation de la taille des particules par coalescence. L'émulsion nano-colloidale résultant
de 'homogénéisation a haute pression est ensuite refroidie pour obtenir une dispersion de
nanoparticules lipidiques solides [73]. Cette technique est utilisée pour les substances actives
lipophiles ou insolubles. Les substances actives sensibles a la chaleur peuvent étre préparées
avec cette technique car I'exposition a des hautes températures est breve.
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Néanmoins cette technique n'est pas recommandée pour les substances actives hydrophiles
car la substance active pourrait se répartir dans la phase aqueuse lors de ’'homogénéisation
réduisant I'efficacité d’encapsulation ou se concentrer dans la partie extérieure de la
nanoparticule de lipide entrainant une libération rapide de la substance active [71].

b. Homogénéisation a froid
L’homogénéisation haute pression a froid est schématisée dans la Figure 14 [72].

Mélange lipide +
principe actif
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e
S —— 3P
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Homogénéisation
haute pression

Refroidissement

rapide Microparticules de microparticules
solides de solides de lipide
lipide

Nanoparticules
solides de lipide

FIGURE 14 : SCHEMA DE LA TECHNIQUE D'HOMOGENEISATION HAUTE PRESSION A FROID POUR LA PREPARATION DE
SLN [72].

Le lipide et la substance active sont mélangés 5 a 10°C au-dessus du point de fusion du lipide,
puis le mélange est rapidement refroidi grace a de 'azote liquide ou de la glace séche afin
d’obtenir une dispersion solide et homogene entre la substance active et le lipide. La solution
solide est broyée en microparticules au moyen d'un broyeur a billes ou d'un mortier. Les
microparticules de lipides sont ensuite dispersées dans une phase aqueuse a température
ambiante. La dispersion est ensuite homogénéisée a haute pression toujours a température
ambiante ou inférieure, afin d’obtenir une dispersion de nanoparticules lipidiques solides [74].
Cette méthode est mieux adaptée aux substances actives hydrophiles car il n'y a pas
d’interactions entre la phase lipidique fondue et la phase aqueuse, réduisant ainsi le passage
de la substance active de la phase lipidique vers la phase aqueuse. Si la substance active est
peu soluble dans le lipide il est possible d’ajouter un tensioactif dans la phase lipidique pour
aider la dispersion ou solubilisation de celui-ci [75].
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2. Préparation des SLN par ultrasonication
La méthode de préparation des SLN par ultrasonication est schématisée dans la Figure 15 [76].
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FIGURE 15 : SCHEMA DE LA METHODE DE PREPARATION DES SLN PAR ULTRASONICATION [76].

La méthode par ultrasonication se base sur le phénomeéne de cavitation. Les vagues de sons
créées par le sonicateur et appliquées sur la dispersion créent des chutes brutales de pression
qui perturbent l'intégrité des particules et permettent ainsi de réduire leur taille. La phase
lipidique et la phase aqueuse sont d’abord mélangées a I'aide d’un appareil a force de
cisaillement (ex : Ultra-Turrax®) a une température environ 5 a 10°C au-dessus du point de
fusion du lipide. La pré-émulsion ainsi obtenue est ensuite passée au sonicateur et refroidie
pour obtenir une dispersion de nanoparticules lipidiques solides. Afin de prévenir la
recristallisation du lipide, I'entiéreté du processus doit se faire a une température 5 a 10°C
supérieure au point de fusion du lipide. La méthode de préparation des SLN par
ultrasonication est simple a mettre en ceuvre (matériel de laboratoire commun) et sans
utilisation de solvant organique mais présente des inconvénients. Une filtration de la
dispersion finale peut étre nécessaire afin de retirer les impuretés notamment les particules
de métal générées par le sonicateur ce qui rajoute une étape supplémentaire au procédé de
fabrication des SLN. De plus, des microparticules (trop grandes) sont souvent retrouvées dans
les dispersions de SLN produites par ultrasonication [71].

33



3. Préparation des SLN par la technique de la microémulsion
La méthode de préparation des SLN par la technique de la microémulsion est schématisée
dans la Figure 16 [76].

Pour la technique de la microémulsion, la phase lipidique contenant la substance active et la
phase aqueuse contenant de I'eau, un tensioactif et un co-tensioactif sont mélangées sous
agitation modérée a une température supérieure au point de fusion du lipide afin d’obtenir
une microémulsion transparente. Dans cette méthode Ila microémulsion est
thermodynamiquement et cinétiquement stable. Elle est formée spontanément grace aux
grandes quantités de tensioactif (tres fort ratio tensioactif/lipide) [73] [77]. La microémulsion
est ensuite dispersée dans un grand volume d’eau froide (2 a 10°C) sous agitation faisant
précipiter la phase lipidique sous forme de nanoparticules. Cette technique a I'avantage de ne
pas utiliser de grandes quantités d’énergies ni de hautes températures, elle est compatible
avec les substances actives sensibles a la chaleur. Néanmoins cette technique produit des
dispersions de SLN trés diluées nécessitant une étape supplémentaire pour retirer I'excés
d’eau (lyophilisation ou ultrafiltration) et fortement concentrées en tensioactifs et co-
tensioactifs [69] [73].

Microémulsion a chaud Dispersion de SLN

e e ——

I Phase aqueuse !

Phase lipidique Chauffage Mélange a chaud de la phase Dispersion dans de I'eau
lipidique et de la phase froide (2 a 10°C)
aqueuse

FIGURE 16 : SCHEMA DE LA METHODE DE PREPARATION DES SLN PAR MICROEMULSION [76].
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4. Préparation des SLN par la méthode de la double émulsion
La méthode de préparation des SLN par la technique de la double émulsion est schématisée
dans la Figure 17 [76].

Solvant aqueux Lipide Emulsion primaire ~ Double émulsion eau-dans-huile-

contenant le principe fondu eau-dans-huile dans-eau
actif Dispersion de SLN

—_ —_ —_— B4 " "3l S

1K
Chauffage Dispersion du solvent Dispersion de "émulsion Refroidissent et
aqueux dans le lipide primaire dans une phase précipitation du lipide

aqueuse

FIGURE 17 : SCHEMA DE LA PREPARATION DES SLN PAR LA METHODE DE LA DOUBLE EMULSION [76]

La méthode de préparation des SLN par double émulsion consiste a préparer une premiere
émulsion eau-dans-huile en dispersant un solvant aqueux contenant la substance active
solubilisée (uniqguement des substances actives hydrophiles) dans un lipide chauffé au-dessus
de son point de fusion. Ce lipide peut étre mélangé a des molécules tensioactives comme la
lécithine pour stabiliser I'émulsion. Une fois I'émulsion primaire obtenue, celle-ci est
dispersée dans une phase aqueuse contenant des tensioactifs et des co-tensioactifs pour
obtenir une double émulsion (eau-dans-huile-dans-eau) transparente. Afin d’obtenir une
double émulsion avec les gouttelettes les plus fines possible, I'émulsion primaire et la double
émulsion sont homogénéisées par un homogénéisateur a force de cisaillement (ex : Ultra-
Turrax®) et par sonication [78]. Le solvant contenu dans I'’émulsion primaire diffuse dans la
phase aqueuse continue et le lipide précipite en plus de se solidifier par refroidissement [79].
Cette technique est simple pour préparer des SLN mais utilise des tensioactifs, de plus la taille
et la forme des particules produites sont trés variables avec souvent des particules
micrométriques [71].
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5. Préparation des SLN par émulsification et évaporation d’un solvant
La méthode de préparation des SLN par la technique de I'émulsification et évaporation d’un
solvant est schématisée dans la Figure 18 [76].

Ici le lipide et la substance active sont solubilisés dans un solvant organique non-miscible a
I’eau (ex : cyclohexane, toluéne ou chloroforme). Cette phase organique est ensuite dispersée
dans une phase aqueuse a I'aide d’un Ultra-Turrax® puis dans un homogénéisateur a haute
pression afin d’obtenir une émulsion avec des gouttelettes de phase organique les plus fines
possible. Le solvant est ensuite évaporé a température ambiante sous agitation magnétique
et préférablement sous une pression réduite (ex: évaporateur rotatif) [71]. Lors de
I’évaporation du solvant, le lipide et la substance active précipitent dans I'’eau sous forme de
nanoparticules lipidiques solides. Le principal intérét de cette technique est quelle est
compatible avec les substances actives thermosensibles car elle ne présente pas d’exposition
a de fortes températures. Mais le principal désavantage est |'utilisation de solvants toxiques
tel que le toluéne qui peuvent interagir avec la substance active et dont les résidus pouvant
persister apres |'évaporation peuvent étre néfastes [76].

Phase organique Emulsion solvant
(contenant le lipide et le organique-dans-eau
PA solubilisés) Phase aqueuse Dispersion de SLN

— - —

Mélange de la phase aqueuse Evaporation du solvant sous
et de la phase organique pression réduite
(Ultra-Turax® puis
homogénéisateur a haute
pression pour obtenir une
nanodispersion)

FIGURE 18 : SCHEMA DE LA PREPARATION DES SLN PAR EMULSIFICATION ET EVAPORATION D'UN SOLVANT [76]
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6. Préparation des SLN par émulsification et diffusion d’un solvant

Contrairement a la méthode précédente ou le solvant utilisé était non-miscible a I'eau, dans
la méthode de I'’émulsification et diffusion d’un solvant, le solvant utilisé doit étre solvant des
lipides et miscible avec I'eau. La méthode de préparation des SLN par la technique de
I’émulsification et diffusion d’un solvant est schématisée dans la Figure 19 [76].

Phase organique saturée Emulsion solvant
Phase aqueuse ;
en eau (contenant le ; organique-dans-eau
lipide et le PA solubilisés) satirceEnsoluant : ;
P organique Dispersion de SLN
Ajout d’eau
r S . *3 ;:' ::::
% ¥ 4 R i

Mélange de la phase  Nanoprécipitation
\ } aqueuse et de la du lipide
phase organique

Les deux phases sont a
I'équilibre

FIGURE 19 : SCHEMA DE LA PREPARATION DES SLN PAR EMULSIFICATION ET DIFFUSION D'UN SOLVANT [76].

Cette méthode consiste dans un premier temps a mélanger deux phases sous agitation
magnétique : une phase organique saturée en eau dans laquelle le lipide et la substance active
sont solubilisés et une phase aqueuse saturée en solvant organique (miscible a I'eau) et
contenant des tensioactifs. Les deux phases étant mutuellement saturées, le résultat du
mélange permet d’obtenir une émulsion solvant organique-dans-eau car le solvant organique
dispersé ne peut pas diffuser dans la phase continue qui est déja saturée en solvant. Apres
cette étape d’émulsification, de I'eau est rapidement ajoutée au mélange ; ainsi la phase
aqueuse, dispersante, n’est plus saturée en solvant et le solvant organique qui était dispersé
va pouvoir diffuser dans la phase aqueuse entrainant la précipitation (sous forme de
nanoparticules) du lipide et de la substance active qui étaient solubilisés dans la phase
organique. Aprées la nanoprécipitation, le solvant qui a diffusé dans la phase aqueuse peut étre
éliminé par évaporation ou lyophilisation [71]. Bien qu’elle ressemble a la méthode
précédente, la préparation des SLN par émulsification et diffusion d’un solvant est une
méthode facile a mettre en ceuvre, sans utilisation d’énergie ou de hautes températures (pas
d’homogénéisation par haute pression ou Ultra-Turrax®). Elle ne nécessite pas la dissolution
préalable de la substance active dans le lipide (ce qui étre une étape difficile selon I'affinité de
la substance active pour le lipide). Mais le désavantage de la préparation des SLN par
émulsification et diffusion d’un solvant est la nécessité de concentrer la dispersion de SLN
obtenue et de la séparer du solvant organique. De plus, la substance active peut facilement
diffuser dans la phase aqueuse ce qui résulte en une faible capacité d’encapsulation des SLN
[71].
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7. Préparation des SLN par injection de solvant ou nanoprécipitation

La nanoprécipitation ou méthode par injection de solvant est représentée par la Figure 20
Cette méthode consiste dans un premier temps (1) en la préparation d’'une phase organique,
a partir d’un solvant organique miscible a I'eau et contenant le lipide solide a température
ambiante et la substance active lipophile a encapsuler. Dans un second temps (2), cette phase
organique est injectée via une aiguille et sous agitation dans de I’eau chauffée. Apres un temps
d’agitation déterminé, le mélange est ensuite refroidi pour accélérer la solidification du lipide.

(1) Phase organique (2) La phase organique
composée d’un solvant est injectée dans de
miscible a I‘eau, d’un lipide I'eau chauffée, sous
solide a TA et d'une agitation magnétique.
substance active lipophile.

FIGURE 20 : SCHEMA REPRESENTANT LA PREPARATION DE NANOPARTICULES PAR NANOPRECIPITATION

Lors de l'injection, les microgouttelettes de phase organique qui se retrouvent dans le milieu
aqueux vont étre réduites en taille et se concentrer en lipide grace a la diffusion du solvant de
la phase organique vers le milieu agueux. Lors de la diffusion du solvant, la concentration en
lipide augmente localement entrainant la formation de zones ou le lipide se trouve en
sursaturation dans la microgouttelette. La sursaturation signifie que la solubilité maximale du
lipide dans la microgouttelette de phase organique a été atteinte et que le lipide est présent
en exces. Ainsi, le lipide en exces précipite sous forme solide jusqu’a former les nanoparticules
lipidiques solides. De plus, la diffusion du solvant organique dans la phase aqueuse entraine
des variations de tension a la surface des microgouttelettes de phase organique. Les
turbulences et pulsations créées par les variations de tension de surface peuvent casser les
microgouttelettes en particules plus fines, qui elles-mémes pourront se transformer en
nanoparticules lipidiques solides par diffusion du solvant et précipitation du lipide. La Figure
21 schématise ces deux phénomenes permettant la formation de nanoparticules lipidiques
solides par nanoprécipitation [80].
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FIGURE 21 : SCHEMA REPRESENTANT LA FORMATION DE NANOPARTICULES PAR NANOPRECIPITATION [80].

8. Préparation des SLN en utilisant les fluides supercritiques

Cette méthode se base sur les propriétés particulieres des fluides supercritiques : ce sont des
substances (comme l'eau, le dioxyde de carbone ou le propane) qui sous de fortes
températures et pressions dépassent leur point critique (frontiere séparant I’état liquide de
I’état gazeux) et se retrouvent a I’état de fluide supercritique. Les fluides supercritiques ont
les propriétés de diffusion et la viscosité d’'un gaz mais un pouvoir solvant et une densité
comparables a ceux d’un liquide. Le fort pouvoir solvant des fluides supercritiques est
modulable en fonction de la pression permettant ainsi d’extraire des molécules d’'un mélange
pour les précipiter dans un autre compartiment a pression plus faible. Le CO; est le fluide
supercritique le plus utilisé car les conditions pour obtenir du CO; supercritique sont plus
raisonnables que d’autres substances (température > 31,1 °C et pression > 73,8 bar) et le CO>
peut solubiliser un grand nombre de composés [81].

Le CO; supercritique est déja utilisé en industrie (agro-alimentaire, cosmétique,
pharmaceutique) et son utilisation pour la préparation des SLN est prometteuse, diverses
techniques sont développées selon sile CO; joue le réle de soluté, de solvant ou d’antisolvant.
Les trois grandes techniques sont :

- L’expansion rapide d’une solution supercritique (abrégé RESS).
- La solution antisolvant supercritique (SAS) et ses procédés dérivés.

- Les particules produites a partir d’'une solution saturée en gaz (PGSS) [71].
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a. Expansion rapide d’une solution supercritique (RESS)

Le CO; arrive sous forme supercritique dans une chambre d’extraction ou se trouve la
substance active et le lipide. Le lipide et la substance active sont solubilisés dans le CO;
supercritique, le CO; ainsi saturé va ensuite entrer dans une chambre d’expansion a faible
pression. Dans cette chambre d’expansion les conditions de pression et de température ne
sont plus respectées pour maintenir le CO; sous forme supercritique. Il reprend sa forme
gazeuse ainsi le lipide et la substance active précipitent dans cette chambre car ils ne sont plus
solubles dans le CO; gazeux. Un schéma représentant la méthode RESS est présenté dans la
Figure 20 ci-dessous [82]. La morphologie des particules produites (amorphe ou cristalline)
dépend des conditions de température, pression et chute de pression entre la chambre
d’extraction et la chambre d’expansion ou encore la géométrie et la dimension de la buse
d’entrée dans la chambre d’expansion [82]. La technique RESS est trés utilisée pour réduire la
taille d’'une seule substance (micronisation de la carbamazépine, de I'ibuproféne ou encore de
I’érythromycine) mais est plus difficile a utiliser lorsqu’il faut co-précipiter deux substances
telles que le lipide et la substance active d’une SLN surtout quand ces derniers n’ont pas la
méme solubilité dans le CO; supercritique [82].

Chambre d’expansion
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FIGURE 22 : SCHEMA D'UN PROCEDE DE PREPARATION DE SLN PAR EXPANSION RAPIDE D'UN FLUIDE SUPERCRITIQUE [82]
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b. Technique de la solution d’antisolvant supercritique (SAS)

Cette méthode est utilisée pour les substances actives et les lipides non-solubles dans le CO;
supercritique et pour lesquels I'utilisation de la technique RESS n’est pas possible. Dans cette
technique on utilise un solvant organique dans lequel la substance active et le lipide sont
solubles et qui est aussi miscible avec le CO; supercritique (ex : éthanol ; dichlorométhane,
acétone, méthanol). La phase organique composée de la substance active et du lipide
solubilisés dans le solvant vont étre mis en contact avec le CO; supercritique dans une cuve.
Le CO; va entrer dans la cuve puis va étre mis au contact de la solution organique et ressortir
de la cuve saturé en solvant.
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La substance active et le lipide seront en sursaturation dans le solvant organique qui migre
dans le CO; supercritique (ici le CO; joue le réle d’un antisolvant : il abaisse la solubilité de la
substance active et du lipide et génere une sursaturation de ces derniers).

La substance active et le lipide en saturation vont précipiter sous forme de nanoparticules
lipidiques solides dans le fond de la cuve a cause de cet effet antisolvant [82]. Un schéma de
la technique SAS est présenté dans la Figure 23 [71].
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FIGURE 23 : SCHEMA DE LA TECHNIQUE SAS POUR LA PREPARATION DE SLN [71].

La trés bonne solubilité des solvants organiques dans le CO; supercritique permet d’obtenir
des nanoparticules exemptes de solvant, néanmoins il peut étre difficile de trouver un solvant
dans lequel le lipide et la substance active soient tous les deux solubles. C'est pourquoi il est
possible de solubiliser la substance active et le lipide dans deux solvants différents et ensuite
d’amener ces deux solutions organiques dans la chambre de précipitation pour les faire
précipiter simultanément [82]. L'autre désavantage de la technique SAS est le manque de
contrdle sur la forme des nanoparticules formées. On peut retrouver des nanoparticules en
formes de batonnet, de flocon ou de papillon. C'est un probleme pour l'industrie
pharmaceutique qui utilise majoritairement des particules sphériques [82].

c. Particules produites a partir d’'une solution saturée en gaz (PGSS)

C’est la technique utilisant les fluides supercritiques la mieux adaptée aux substances actives,
aux lipides et autres excipients (polyméres, tensioactifs) avec un faible point de fusion et non
solubles dans le CO; supercritique. Cette technique consiste a solubiliser, sous pression, du
CO; compressé dans le lipide fondu ou solide et contenant également la substance active. Le
COz une fois compressé a une meilleure solubilité dans le lipide que le lipide dans le CO;. C’'est
pourquoi on parle de solution saturée en gaz : ici une solution de lipide et de substance active
dans laquelle la quantité maximale possible de CO; est dissoute. Cette solution saturée en CO>
va ensuite étre envoyée dans une chambre d’expansion ou la pression est plus faible. Le CO3
n’est plus compressé et s’échappe sous forme de gaz alors que le lipide et la substance active
précipitent [73]. Le schéma de la technique PGSS est présenté dans la Figure 24 [71].
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FIGURE 24 : SCHEMA REPRESENTANT LA TECHNIQUE DE PGSS POUR LA PREPARATION DE NANOPARTICULES LIPIDIQUES SOLIDES
[71].
L'avantage de la technique PGSS est qu’elle n’utilise pas de solvant et ne nécessite pas que le
lipide et la substance active soient solubles dans le CO, supercritique. Néanmoins lorsque I'on
solubilise une trop grande quantité de CO; dans le lipide, la matrice lipidique est altérée et
lors de la précipitation de ce dernier les particules risquent d’avoir des formes irréguliéres
responsables de la libération rapide de la substance hors de la nanoparticule [83].

42



9. Synthese des différents procédés de préparation de SLN
Les avantages et inconvénients de chaque procédé de préparation de SLN sont réunis dans le
Tableau 2 [73].

TABLEAU 2 : SYNTHESE DES DIFFERENTS PROCEDES DE PREPARATION DE NANOPARTICULES LIPIDIQUES SOLIDES [73].

Méthode de
préparation

Mécanisme d’action

Avantage

Inconvénient

Homogénéisation
haute pression a
chaud

Phénomeéne de cavitation causé
par la rapide chute de pression
dans la chambre de
I’'homogénéisateur

Utilisé en industrie
Procédé
transposable

Peu compatible avec les
substances actives

hydrophiles

Risque de répartition de la SA
dans la phase aqueuse

Homogénéisation
haute pression a

Phénomeéne de cavitation causé
par la rapide chute de pression
dans la chambre de

Pas d’exposition a de
forte température
Mieux adapté aux SA

Colteux en énergie
Exposition a de fortes

froid . . - ressions
I’'homogénéisateur hydrophiles P
Facile a mettre en Contamination par les
Phénoméne de cavitation causé ceuvre particules de métal du

Ultrasonication

par la rapide chute de pression
des vagues de son

Particules de petites
tailles (30-180nm)

sonicateur

Présence de microparticules
Colteux en énergie

Microémulsion

Réduction spontanée de la
tension interfaciale et formation
de nanoparticules

Peu colteux en
énergie
Compatibles avec les
SA sensibles a la
chaleur

Dispersion de SLN obtenue

trés diluée

Nécessite des grandes
guantités de tensioactifs

Double émulsion

Diffusion du solvant, contenu
dans I'’émulsion primaire, dans
la phase continue et
précipitation du lipide et de la

Simple a mettre en
ceuvre
Compatibles avec les
SA sensibles a la

Utilisation de tensioactifs
Présence de microparticules
Forte force de cisaillement

utilisée

SA sous forme de SLN chaleur
Emulsification de Peu colteux en , . .
A . . , . Résidus de solvants toxiques
Emulsification et  nanogouttelettes lipidiques puis énergie

évaporation d’un
solvant

évaporation du solvant (non
miscible a I’eau) permettant la
précipitation en SLN

Compatibles avec les
SA sensibles a la
chaleur

Dispersion de SLN obtenue

tres diluée

Emulsification et
diffusion d’un
solvant

Emulsification de
nanogouttelettes lipidiques puis
diffusion du solvant (miscible a

I’eau) permettant la
précipitation en SLN

Peu colteux en
énergie
Compatibles avec les
SA sensibles a la
chaleur

Dispersion de SLN obtenue

tres diluée

Risque de répartition de la SA
dans la phase aqueuse

Faible capacité
d’encapsulation
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Méthode de

préparation Mécanisme d’action

Avantage

Inconvénient

Injection d’une phase organique

(lipide + SA + solvant miscible a

I’eau) dans une phase aqueuse,
diffusion du solvant et
précipitation des SLN

Procédé rapide et facile a
mettre en ceuvre
Peu colteux en énergie
Compatibles avec les SA
sensibles a la chaleur

Nanoprécipitation
ou injection de
solvant

Utilisation de
tensioactifs

Procédé par Extraction du lipide et de la SA

. o . Obtention de SLN sous
fluide par CO; supercritique puis passe R
. forme de poudre seche
supercritique en CO; permettant la Pas d’utilisation de solvant
RESS précipitation des SLN

Procédé colteux
Nécessite un lipide et
une SA soluble dans le

CO,
Co-précipitation entre
le lipide et la SA
difficile selon leur
solubilité dans le CO;

CO; supercritique joue le role
d’antisolvant et génére de la
sursaturation de lipide et SA au
sein d’un solvant organique
miscible au CO,. Précipitation
des SLN

Procédé par
fluide
supercritique SAS

Obtention de SLN sous
forme de poudre seche
Utilisé pour les lipides et SA
non-soluble dans le CO,

Procédé colteux
Formes des SLN
irréguliéres

. Solution lipidique saturée en
Procédé par pidiq

. CO, compressé, précipitation de Obtention de SLN sous
fluide L .
.\ la phase lipidique en SLN lors de forme de poudre séche
supercritique o . ol s
PGSS la diminution de pression et Pas d’utilisation de solvant

I’échappement du CO; gazeux

Procédé colteux
Formes des SLN
irréguliéres
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10.Séchage des dispersions de SLN

Les dispersions de SLN obtenues avec les techniques décrites précédemment peuvent étre
transformées en dispersion solide aprés une étape de déshydratation pour améliorer leur
stabilité et leur stockage. La déshydratation des SLN est souvent réalisée par lyophilisation ou
par nébulisation avec un atomiseur et la poudre obtenue peut étre conservée sur une longue
période. La méthode par nébulisation avec atomiseur est une méthode moins couteuse que
la lyophilisation. Elle consiste a atomiser la dispersion de SLN a I'aide d’une centrifugeuse,
d’une buse ou d’ultrasons pour la convertir en fines gouttelettes qui seront instantanément
introduites dans une chambre de séchage. Dans la chambre de séchage les gouttelettes de
dispersion de SLN entrent en contact avec un gaz chaud permettant le séchage rapide de la
dispersion et I'obtention de particules solides seches. A la sortie de la chambre de séchage,
un séparateur cyclonique permet de séparer I'air chaud de la dispersion solide. La méthode
de la nébulisation avec atomiseur est schématisée dans la Figure 25 [69].

Atomisation

Entrée du gaz
chaud \

Dispersion liquide
de SLN

Chambre
de
séchage

-

H Séparateur
' cyclonique

Sortie du gaz
chaud

Dispersion solide
séche de SLN

FIGURE 25 : SCHEMA DU SECHAGE DES DISPERSIONS LIQUIDES DE SLN PAR LA METHODE DE LA NEBULISATION AVEC UN ATOMISEUR
[69].

Cette technique peut entrainer I'agrégation des particules due a l'utilisation de hautes
températures du gaz de séchage, qui peuvent partiellement fondre les particules. Aussi il est
recommandé d’utiliser des lipides avec des points de fusion supérieurs a 70°C [75]. Par
exemple, lors du développement d’un procédé de séchage de microparticules lipidiques par
nébulisation avec atomiseur en 2021 par Wolska et al. [84], le gaz chaud entrait avec une
température comprise entre 70°C et 120°C et ressortait avec une température moyenne de
45°C. Les lipides alors utilisés étaient le béhénate de glycéryle appelé Compritol® (point de
fusion compris entre 69 et 74°C) et I'acide stéarique (point de fusion de 69,6°C dans cette
étude) [84].
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C. Caractérisation des SLN
Une fois les SLN produites, celles-ci doivent étre caractérisées pour contréler leur qualité.
Divers tests et instruments existent pour contréler les SLN, les principales caractéristiques
vérifiées sont :

- Lataille, la morphologie et la charge de surface des SLN.
- Le taux de cristallinité du lipide.
- Le taux d’encapsulation de la substance active.

Ces caractéristiques seront détaillées ci-dessous [85].

1. Lataille, la charge de surface et la morphologie des SLN

a. Taille et tension de surface des SLN
La taille et la distribution des SLN en solution peuvent étre analysées principalement en
mesurant I'angle de diffraction de la lumiere émise par un laser (méthode de la diffraction
laser ou LD), ou en mesurant la variation de l'intensité de la lumiére diffusée a travers
I’échantillon (méthode de la diffusion dynamique de la lumiére ou DLS) selon la taille des
particules de I’échantillon.

La méthode de la diffraction laser se base sur le fait que les petites particules diffusent la
lumiére a des angles plus grands que les grandes particules. La diffraction laser permet
d’analyser des particules d’'une grande gamme de tailles (entre 40nm et 2000 pm) mais est
plus sensible sur les particules micrométriques diffusant plus de lumiére que les
nanoparticules. Afin de détecter le plus précisément possible la taille des SLN, il est
recommandé de coupler la diffraction laser avec la méthode de la diffusion dynamique de la
lumiére (DLS) [71].

La DLS consiste a irradier une suspension de SLN avec un laser émettant a 532 nm et de
mesurer les variations d’intensité de la lumiére diffusée. Les fluctuations d’intensité de la
lumiére diffusée sont plus grandes lorsque les particules sont petites, car leurs
micromouvements aléatoires en solution, appelés mouvements browniens, ont une vitesse
plus importante que pour les particules plus grandes (schématisé dans la Figure 26 [86]) [61].

Laser

0:© "
o

Intensité

. J
Grandes particules
O Temps
O - )
©
O O O " ’
L y, é

Petites particules I

Temps
FIGURE 26 : SCHEMA DE FONCTIONNENT DE DIFFUSION DYNAMIQUE DE LA LUMIERE [86].
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La DLS permet de mesurer des particules ayant une taille comprise entre 3 nm et 3 um. Cette
méthode d’analyse est rapide et sensible aux nanoparticules. Afin que les nanoparticules
lipidiques solides traversent efficacement la peau, il est essentiel de déterminer correctement
leur taille. La revue de Bolzinger et al. [87] rapporte que les nanoparticules d’une taille
inférieure a 300 nm ont une meilleure pénétration via la voie folliculaire que les particules de
plus grande taille et seules les nanoparticules inférieures a 122 nm atteignent le bulbe des
follicules pileux et donc s’enfoncent le plus profondément dans le derme [87].

L’analyse par DLS permet d’obtenir, en plus du diaméetre moyen de la population de SLN, une
indication sur la distribution de la taille des particules : I'indice de polydispersité (PDI). Plus
celui-ci est grand et plus I’échantillon est polydisperse. Cela signifie que sa distribution de taille
est grande. On parle d’échantillon monodisperse lorsque toutes les particules ont la méme
taille et d’échantillon polydisperse lorsqu’il existe plusieurs tailles de particules au sein de
I’échantillon [71]. Un PDI égal a 1 signifie que la dispersion contient un grand nombre de
particules de taille différente. A I'inverse, un PDI égal a 0 signifie que toutes les particules de
I’échantillon ont la méme taille. En générale il est admis qu’une dispersion avec un PDI
supérieur a 0,2 est considérée comme polydisperse [61].

Enfin la plupart des instruments mesurant la diffusion dynamique de la lumiere peuvent
également effectuer des mesures du potentiel zeta par diffusion électrophorétique de la
lumiére (variation de la lumiéere diffusée a travers des particules mises en mouvement par un
champ électrique). Le potentiel zeta correspond a la charge électrique en surface des SLN
lorsqu’elles sont dispersées dans un liquide. Le potentiel zeta permet de prédire la stabilité de
la dispersion de SLN au cours du temps. Il est admis que le potentiel zeta posséde une valeur
critique (x 30 mV) qui marque la séparation entre les émulsions stables et instables : au-dessus
de + 30mV en valeur absolue les émulsions sont généralement stables (elles subissent une
répulsion électrostatique optimale pour des valeurs supérieures a + 60 mV en valeur absolue).
En-dessous de + 30 mV les émulsions sont généralement instables (entre 5 et 15 mV les
émulsions subissent une floculation limitée tandis qu’avec un potentiel zeta entre 3 et 5 mV
les émulsions sont instables et floculent rapidement) [61]. En effet, un potentiel zeta élevé
(donc une importante charge électrique positive ou négative en surface des SLN) peut
stabiliser une dispersion colloidale en réduisant I'agrégation des particules grace aux
répulsions électriques [74].
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b. Morphologie des SLN
La forme des SLN est caractérisée par microscopie. Il existe différentes techniques de
microscopie pour analyser les SLN :

- Microscopie électronique a transmission : permet de déterminer la structure
cristalline de la particule et les structures internes.

- Microscopie électronique a balayage : permet d’obtenir des images de la surface
des nanoparticules afin d’étudier leur forme.

- Microscopie a force atomique : comme la microscopie électronique a balayage,
elle permet de visualiser la topographie de la surface des nanoparticules avec une
plus grande précision [76].

2. Le taux de cristallinité du lipide

Le taux de cristallinité et les états polymorphiques du lipide contenu dans les SLN sont
différents du lipide seul. Ces paramétres influencent le taux d’encapsulation de la substance
active en modifiant I'espace disponible dans la matrice lipidique. Les lipides possédent trois
formes cristallines (le polymorphe a, le polymorphe B’ et le polymorphe B) et un potentiel état
de surfusion appelé « supercooled melt » décrit dans le Tableau 3 ci-dessous [61] :

TABLEAU 3 : DESCRIPTION DES ETAT CRISTALLINS DES LIPIDES [61]

Capacité d’incorporation Morphologie des

Etat Stabilité Taille du cristal

de la substance active particules
Lipide en surfusion Tres élevée Tres faible Etat liquide Sphére
Cristal polymorphe a Elevée Faible Quelques microns Sphéroide
Cristal polymorphe B’ Faible Elevée Inférieur a 5 um Sphéroide
Pl
Cristal polymorphe B Tres faible Tres élevée 20-100 pm aquettes et

forme d’aiguille

Pendant le stockage, les formes cristallines moins stables (lipide en état de surfusion et
polymorphe a) ont tendance a évoluer vers les polymorphes B’ et B plus stables. Néanmoins
ces polymorphes ont une moins bonne capacité d’encapsulation des principes actifs, une plus
grande taille et pour le polymorphe B une forme non-sphéroide. Lors de la transition en
polymorphe B, le passage des nanoparticules vers la forme plaquettaire ou d’aiguille entraine
une augmentation de la surface globale des particules et I'apparition de surface non
stabilisées par les tensioactifs. Aussi il est préférable que les lipides des nanoparticules se
stabilisent en polymorphe B’ et ne transitionnent pas, ou trés lentement, vers la forme 8 [61].

Le taux de cristallinité et le polymorphisme des cristaux de lipide peuvent étre caractérisés
par microscopie électronique a transmission comme dit précédemment, mais aussi par
calorimétrie différentielle a balayage (DSC). C'est une technique d’analyse qui consiste a
chauffer un échantillon de SLN et un échantillon du lipide seul puis de comparer leur enthalpie
de fusion (chaleur absorbée par un corps lorsqu’il passe de I'état solide a I'état liquide) [68].
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Le taux de cristallinité et le polymorphisme peuvent également étre explorés par diffusion de
rayons X : les nanoparticules sont traversées par des rayons X et I'analyse du rayon diffusé
fournit des informations sur I'ordre ou le désordre au sein des atomes de I’échantillon. Il est
alors possible de quantifier les phases cristallines présentes dans I’échantillon et d’estimer la
taille des cristaux [66].

3. L'efficacité d’encapsulation de la substance active

L'efficacité d’encapsulation ou capacité d’encapsulation peuvent étre déterminés en
mesurant la quantité de substance active libre (méthode indirecte) ou la quantité de
substance active encapsulée dans les SLN (méthode directe) selon la formule suivante
(Equation 2) :

EQUATION 2: CALCULS DE L’EFFICACITE D'ENCAPSULATION (%)

Méthode indirecte

cacité d' lation (%) quantité totale de SA — quantité de SA libre 100
= *
ef ficacité d'encapsulation (% quantité totale de SA

Méthode directe

quantité de SA encapsulé
* 100

jcacité d’ lation (%) =
efficacité d'encapsulation (%) quantité totale de SA

Il est nécessaire de séparer la phase aqueuse des SLN pour pouvoir effectuer les mesures de
substance active libre ou encapsulée. Pour cela, il est possible d’utiliser la centrifugation ou
I'ultrafiltration ou encore la chromatographie sur gel. La quantification de la substance active
qguant a elle peut étre réalisée par spectrophotométrie UV ou par chromatographie liquide
haute performance selon ses caractéristiques physico-chimiques [65].

49



D. Les limites des SLN

Les nanoparticules lipidiques solides présentent de nombreux avantages en tant que systémes
de transport nano-colloidaux [88]:

- Systeme de transport non-toxique et biocompatible.

- Amélioration de la biodisponibilité des substances actives.

- Controble de la libération de la substance active.

- Possibilité d’incorporation de nombreuse substances actives lipophiles ou peu
solubles dans I'eau.

- Utilisation pour différentes voies d’administration.

- Facilité de production.

Mais les SLN ont également des limites. Les deux inconvénients majeurs sont la stabilité
(augmentation de taille des particules et phénomene de gélification) et I'expulsion de la
substance active. Lorsque la dispersion de SLN est bien optimisée, La SLN ne cristallise pas
complétement pendant un stockage allant jusqu’a trois ans et subit différents changements
d’état entre le polymorphe a et B’. Mais il arrive qu’un phénoméne de gélification se mette
en place : la dispersion liquide de SLN devient de plus en plus visqueuse jusqu’a former un gel.
Ce phénomene arrive rapidement et est difficile a prédire. Il est lié a I'augmentation de taille
des SLN et a leur agrégation notamment a cause de la transformation des nanoparticules en
forme plaquettaire et forme d’aiguille lors de la cristallisation du lipide en polymorphe B. Ce
phénoméne de gélification est accentué par la lumiere, les hautes températures et les forces
de cisaillement. Pour prévenir ou retarder son apparition il est possible d’ajouter un co-
tensioactif avec une forte mobilité moléculaire comme le glycocholate. Le potentiel zeta est
un bon outil pour prédire ce phénomeéne de gélification. Lorsque le potentiel zeta est faible,
en valeur absolue, les particules pourront plus facilement s’agréger et entrainer une
gélification [66].

Le deuxiéme inconvénient majeur rencontré avec les SLN est I'expulsion de la substance active
au cours du temps. Celle-ci est intégrée dans la matrice lipidique solide lors de la formation
des SLN. La substance active trouve sa place entre les chaines d’acide gras et dans les
imperfections de la structure cristalline du lipide. Mais au cours du stockage, la forme
cristalline du lipide peut changer pour se réarranger en une structure cristalline plus ordonnée
et demandant moins d’énergie (polymorphe B’ et B). Cette nouvelle cristallisation plus
ordonnée va diminuer I'espace disponible pour la substance active (moins d’'imperfection et
d’espace dans et entre les lipides) jusqu’a I'expulser en dehors de la matrice comme
schématisé dans la Figure 27 [59].
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FIGURE 27 : SCHEMA DE L'EXPULSION DE LA SUBSTANCE ACTIVE AU COURS DU TEMPS [59].

L’expulsion de la substance active hors de la matrice lipidique dépend notamment des lipides
utilisés. Plus les lipides auront une structure semblable plus la cristallisation de la matrice sera
ordonnée (ex : la tristéarine qui est un triglycéride composé de trois molécules identiques
d’acide stéarique) [59].
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IIl.  Optimisation d’'une méthode de préparation et
caractérisation de nanoparticules lipidiques solides pour
délivrer de la nifédipine par voie transdermique.

A. Design de I'étude

Le but de cette étude est de développer et optimiser une méthode de préparation de
nanoparticules lipidiques solides permettant d’encapsuler des substances actives lipophiles
ou peu solubles dans I’eau. Les nanoparticules ainsi formées pourront étre incorporées dans
une formule topique et utilisées comme vecteur de transport en vue d’une administration
transdermique des substances actives qu’elles contiennent. Dans cette étude la substance a
encapsulée choisie est la nifédipine (antagoniste du calcium), une substance active peu
soluble dans I’eau appartenant a la classe BCS II. La nifédipine est une substance active utilisé
par voie orale sous forme de comprimé, comprimés pelliculés ou encore sous forme de gélules
pour le traitement de I'angine de poitrine et de I’hypertension. En raison de sa faible solubilité
dans I'’eau et du passage par le tractus gastro-intestinal, la biodisponibilité de la nifédipine est
réduite par voie orale, elle est donc une substance active adéquate pour étre intégrée au sein
de nanoparticules lipidiques solides. Ces nanoparticules lipidiques solides seront préparées en
utilisant la technique de la nanoprécipitation, ou injection de solvant, décrite pour la premiére
fois par Sjostrom et Bergenstahl en 1992 [89]. La nanoprécipitation fit choisie comme
méthode de préparation de nanoparticules dans cette étude car elle est rapide et simple a
mettre en ceuvre (pas d’utilisation de haute température ou haute pression) et sa
reproductibilité fit démontrée par Westesen en 1996 [90] [66]. Ainsi, il est possible d’utiliser
la nanoprécipitation pour proposer une méthode facilement optimisable en laboratoire et
reproductible. L'étude comprend |'optimisation des parametres opératoires propres a la
préparation de nanoparticules (par la méthode de la nanoprécipitation), et I'analyse de la
nature et de la concentration des composants afin de déterminer leur influence sur la taille,
la stabilité et I'efficacité d’encapsulation des nanoparticules formées. L'objectif sera de
déterminer la meilleure combinaison de parameétres ainsi que la meilleure formulation pour
obtenir des SLN compatibles avec une application transdermique. La compatibilité des
formules de SLN avec une application transdermique sera déterminée par la taille des SLN et
leur stabilité. Le but est d’obtenir des SLN d’une taille inférieure a 100 nm pour favoriser leur
pénétration a travers I'épiderme et stable pendant au moins 24 heures pour permettre la
réalisation des tests de perméabilité transcutanée [87] [91]. Les meilleures combinaisons,
celles qui répondront le mieux aux critéres imposés par la voie transdermique, seront
analysées par microscopie optique et chromatographie haute performance (HLPC) pour
déterminer leur capacité a encapsuler la substance active. Cette étude a été menée au sein
du centre RAPSODEE (Recherche d’Albi en génie des Procédés des Solides Divisés, de I'Energie
et de I'Environnement), encadrée par Thibault Massias dans le cadre de sa thése « Génération
de solides assistés par CO, supercritique pour la délivrance d’un actif pharmaceutique par voie
transdermique » [92].
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1. Préparation des SLN par nanoprécipitation

Les SLN de cette étude seront préparées selon la méthode de la nanoprécipitation ou méthode
par injection de solvant détaillée dans la Partie 11.B.7 « Préparation des SLN par injection de
solvant ou nanoprécipitation » page 43. La méthode de préparation des SLN par
nanoprécipitation est une méthode simple, facile a mettre en ceuvre en laboratoire : elle ne
nécessite pas d’utilisation de produits coliteux, d’appareillages complexes ou de hautes
température ou pression. De plus, cette méthode permet d’obtenir rapidement une
dispersion aqueuse de SLN permettant ainsi la réalisation de plusieurs essais par jour.

2. Optimisation des paramétres expérimentaux
Il existe différents paramétres opératoires modifiables lors de la nanoprécipitation afin de
déterminer leur influence sur le phénoméne de nanoprécipitation. La modification des
différents parametres opératoires peut entrainer des variations de taille et de stabilité des
nanoparticules formées.

Les paramétres examinés dans cette partie de I'étude sont les suivants :

- Le débit d’'injection de la phase organique dans la phase agqueuse
- Le temps d’agitation aprés injection de la phase organique

- Latempérature de la phase aqueuse lors de l'injection

- Latempérature de refroidissement aprés I'agitation

- La concentration lipidique dans le mélange final

L'objectif est de faire varier chaque parameétre opératoire indépendamment et analyser les
SLN obtenues en termes de taille et de stabilité afin de déterminer pour chaque parametre la
valeur nous permettant d’obtenir :

- Des SLN d’une taille permettant le passage transdermique : idéalement une taille
d’environ 100 nm [87]. La distribution granulométrique de la préparation de SLN sera
aussi un critére de sélection : la population de SLN devra également étre homogeéne et
monodisperse en termes de taille.

- Des SLN stables au cours du temps : minimum 24 heures pour permettre la réalisation
de tests de perméabilité transcutanée [91]. La stabilité des SLN sera déterminée par
les changements au niveau de la distribution granulométrique au cours du temps et
les changements de répulsion électrique entre les particules et la phase aqueuse.

Une fois les parametres expérimentaux optimisés pour répondre au mieux aux objectifs de
I’étude, ceux-ci seront fixés pour la suite de I'étude.

3. Choix de la nature et de la concentration des composants
La formulation de SLN par nanoprécipitation comprend une phase agueuse composée d’eau
et une phase organique composée d’un solvant organique, généralement d’un tensioactif et
de la substance active lipophile. Dans certains cas, la phase agueuse peut également étre un
mélange d’eau et de tensioactif.

L’ajout d’un tensioactif dans la phase aqueuse ou organique permet une réduction de la taille
des nanoparticules mais peut néanmoins entrainer des irritations cutanées comme des
dermites de contact (notamment les tensioactifs ioniques) s’ils sont utilisés a des fortes
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concentration et selon la famille chimique a laquelle ils appartiennent [62]. Pour cette raison,
la formulation choisie pour cette étude ne contiendra pas de tensioactifs connu comme étant
irritants. Un polymére amphiphile sera utilisé comme tensioactif pour réduire les tensions de
surface entre le lipide et I’eau, en raison de leur taille, les polyméres amphiphiles stabilisent
les particules par encombrement stérique et sont moins irritants que les tensioactifs
classiques [93].

La formule de cette étude sera donc la suivante :

- Eauseule pour la phase aqueuse.

- Ethanol comme solvant pour la phase organique. C’est un solvant couramment utilisé
dans l'industrie chimique et pharmaceutique [94], dont on connait les données de
sécurité et qui est facile a se procurer.

- Polymére amphiphile a déterminer, jouant le réle de tensioactif.

- Phosphatidylcholine (PC) aussi appelée lécithine, qui sera incorporée dans la phase
organique et utilisée comme co-tensioactif non irritant et plus naturelle qu’un
tensioactif classique pour mieux solubiliser la substance active et augmenter la
guantité de substance active encapsulée [95].

- Lipide solide a température ambiante a déterminer.

L’objectif du choix des composants sera de :

- Déterminer le couple polymére / lipide permettant d’obtenir les SLN les plus petites et
les plus stables.

- Faire varier le ratio entre le polymére et le lipide dans la phase organique pour étudier
son influence sur la taille et la stabilité des SLN.

- Déterminer l'influence de I'ajout de phosphatidylcholine comme co-tensioactif dans la
formulation.

B. Matériels et méthodes
1. Matériel

La substance active choisie est la nifédipine. C’est un antagoniste du calcium indiqué dans le
traitement de I’'angor (angine de poitrine) et de I'hypertension artérielle. Par voie orale, il
présente fréquemment des effets secondaires au niveau du tractus gastro intestinal et sa
biodisponibilité est variable selon les individus (45-68%) dus aux effets de premier passage
hépatique [96]. De plus c’est une substance active presque insoluble dans I'’eau appartenant
a la classe BCS Il; la BCS (Biopharmaceutical Classification System) correspond a la
classification biopharmaceutique des principes actifs délivrés par voie orale. lls sont classés en
quatre classe selon deux parameétres (la solubilité en milieux aqueux et la perméabilité a
travers la muqueuse intestinale) comme représenté dans la Figure 28 [97]. La nifédipine
appartient donc a la classe Il soit les principes actifs peu solubles et tres perméable. Il faut
savoir que 40% des principes actifs sur le marché appartiennent a la classe Il ou IV et que 90%
des nouveaux composés chimiques sont également de classe Il ou IV [1].

Pour toutes ces raisons la nifédipine est un bon candidat pour I’étude de I'encapsulation de
substance active lipophile ou peu soluble dans I’eau. La nifédipine (pure a 99,6%) a été achetée
aupres de LEAP Chem, Chine.
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Les lipides utilisés sont des lipides dont le point de fusion est supérieur a la température
ambiante et dont l'innocuité est avérée pour les utilisations pharmaceutiques et
dermocosmétiques. Dans cette étude les lipides disponibles sont I'acide stéarique (pur a 98%)
acheté chez Alfa Aesar© (USA) et le précirol ATO 5® qui a été offert par Gattefossé© (France).
Le précirol ATO 5°® est un mélange d’esters d’acides palmitique (C16) et stéarique (C18) et de

glycérides. L'acide stéarique et le précirol ATO 5® ont respectivement des points de fusion
compris entre 69-72°C et 50-60°C.

Classe | Classe Il
Trés soluble Peu soluble
Trés perméable Trés perméable }
-
3
[ 3
)
Classe Il Classe IV =
D\
Trés soluble Peu soluble
Peu perméable Peu perméable

Solubilite

FIGURE 28 : SCHEMA DE LA CLASSIFICATION BIOPHARMACEUTIQUE DES MEDICAMENTS [97]

Les polyméres amphiphiles sont obtenus chez BASFO (Allemagne). Les polyméres choisis
sont : PVP VA®, PVP K30®, Poloxamer 188 et le SoluPlus®, leur nom chimique ainsi que leur
formule sont présentés dans le Tableau 4.
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TABLEAU 4 : PRESENTATION DES POLYMERES CHOISIS POUR LA FORMULATION DE SLN

Nom P’oids
commerciaux Nom chimique Formule moléculaire
(kDa)
CHy - cH CH, - cH
Copolymere de <50
PVP VA® poly(vinylpyrrolidone- —0
co-acétate de vinyle)
GH3
[98]
N @o
PVP K30°® Polyvinylpyrrolidone ) H <40
H
' N [99]
Copolymere a blocs de -
poly(éthyléne glycol), CHs o
Poloxamer 188 poly(propylene glycol) H o ‘O OH <10
et poly(ethylene w = Y e
glycol) [100]
HO
Ok
Copolymere greffé de e o
caprolactame de <140

polyvinyle, d'acétate
de polyvinyle et de
polyéthylene glycol

Soluplus®

(6]
n m
(@]
): O

O

HO

[101]

Enfin, la phosphatidylcholine (PC) a été achetée chez Sigma Aldrich© (USA).

2. Préparation des SLN

Les SLN ont été préparées selon la méthode de nanoprécipitation par injection de solvant
présentée ci-dessus. Le lipide, le polymeére, la phosphatidylcholine et la nifédipine sont
dissouts dans de I’éthanol absolu a I'aide d’'une plaque chauffante sous agitation magnétique.
Le mélange organique ainsi obtenu est ensuite injecté via une seringue montée d’une aiguille
(0,45 x 13mm), dans un bécher a double enveloppe contenant de I'eau distillée sous agitation
magnétique. L’eau distillée contenue dans le bécher est chauffée grace a I'’eau qui traverse la
double enveloppe et qui provient d’'un bain-marie thermostaté.
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Le débit d’injection est controlé grace a un pilote injecteur: le PHD 2000 de HARVAD
APPARTUS (France). Le dispositif ainsi décrit est visible sur la Figure 29.

3. Détermination de la taille des SLN
La distribution de taille des SLN produites a été analysée par DLS (Dynamic Light Scattering),
cette méthode mesure les variations d’intensité de la lumiére diffusée a travers I’échantillon.
Plus les particules sont petites, plus leur mouvement brownien est important et plus
I'intensité de la lumiére diffusée fluctue.

Les analyses par DLS nous permettent d’avoir une information sur :

- Lataille des SLN : analyse de I'ordre du nanomeétre [66].

- LUindice de polydispersité (PDI) de I’échantillon nous informe a propos de
I'hétérogénéité de taille entre les particules de I’échantillon. Plus l'indice de
polydispersité de I'échantillon est grand, plus I’échantillon est polydisperse (PDI=0
signifie que les particules de I’échantillon ont toutes exactement la méme taille, PDI=1
signifie que I"échantillon est fortement polydisperse avec de nombreuses tailles de
particules).

Dans le cas de vecteurs lipidiques tels que les SLN, un PDI £ 0,3 est acceptable et indique un
échantillon homogéne en termes de taille de particule [102]. Dans cette étude un PDI < 0,2
est souhaité.

- Le potentiel Zeta des SLN : le potentiel Zeta donne une prédiction sur la stabilité de la
dispersion de SLN dans le temps : plus celui-ci est grand (en valeur absolue), plus les
répulsions électriques sont fortes et le risque d’agrégation des particules est moindre
[103]. On considére qu’une formulation avec un potentiel Zeta d’environ - 30 mV ou
+30 mV possede une bonne stabilité physique [104]. Dans cette étude un potentiel
Zeta £-30 mV ou +30mV est souhaité pour assurer une bonne stabilité en suspension
aqueuse.

L'appareil utilisé dans cette étude pour les analyses par DLS est le Zetasizer Malvern Nano-ZS.
Les échantillons de SLN ont été analysés avec un angle de 173° dans une cellule a 20°C. Chaque
échantillon a été dilué dans de I'eau distillée afin d’obtenir une concentration en SLN de
1mg.g' ! appropriée pour lI'analyse de distribution de taille avec cet appareil. Chaque
échantillon a été analysé trois fois afin de déterminer la taille, I'indice de polydispersité et le
potentiel Zeta moyen des échantillons de SLN.
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FIGURE 29 : PHOTO DU DISPOSITIF UTILISE POUR LA PRODUCTION DES SLN

4. Suivi de stabilité et efficacité d’encapsulation
Les SLN fabriquées sont stockées pendant une semaine a 3°C. La taille, le potentiel Zeta et

I'indice de polydispersité sont analysés a 24h, 48h et 96h pour déterminer leur stabilité. La
guantité de nifédipine dans le surnageant est également analysé au cours du temps pour
exprimer I’expulsion de la substance active et déterminer la stabilité des SLN a la fois de facon
gualitative par observation microscopique et quantitative par HPLC. Les échantillons sont
observés par microscopie optique (Leica© S9i) a lumiére polarisée pour visualiser la nifédipine
expulsée dans le surnageant au cours du temps. Les échantillons sont observés a t0, 24h et
48h sans traitement supplémentaire de purification ou de concentration, et des
photographies de ces observations sont réalisées grace au Leica© KL300 LED.

La détermination quantitative de la nifédipine expulsée dans le surnageant et I'efficacité
d’encapsulation sont également explorés. L'efficacité d’encapsulation correspond a la
guantité de substance active encapsulée dans les SLN comparée a la quantité totale de
substance active initialement utilisée pour la préparation des SLN, elle s’exprime selon la
formule suivante :
EQUATION 3 : CALCUL DE L'EFFICACITE D'ENCAPSULATION
quantité de subtance active encapsulée

ef ficacité d'encapsulation (%) = — — * 100
11 P (%) quantité de susbtance active initiale
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La méthode directe et la méthode indirecte sont utilisées pour déterminer I'efficacité
d’encapsulation et déterminer la concentration de nifédipine retrouvée dans le surnageant au
cours du temps. Pour séparer les SLN de la phase aqueuse, les échantillons sont centrifugés a
100 000xG et filtrés sur filtre seringue (membrane en ester de cellulose, taille des pores
0,22 um). Ensuite, pour la méthode indirecte, le surnageant est dilué avec du méthanol
(mélange 50-50) et analysé par HPLC pour quantifier la nifédipine expulsée et la nifédipine
solubilisée dans la phase aqueuse. Pour la méthode directe, le culot récupéré apreés la
centrifugation et contenant les SLN sont solubilisé avec un mélange eau-méthanol (50-50)
pour casser les SLN. Le mélange eau-méthanol-SLN est ensuite analysé par HPLC pour
guantifier la nifédipine encapsulée dans les SLN.
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C. Résultats expérimentaux

1. Influence et optimisation des parametres opératoires
Afin d’étudier l'influence de parameétres opératoires sur une expérience, il est avisé de se
baser sur une expérience témoin dont on connait les valeurs des parametres et les résultats
obtenus avec ceux-ci. Cette expérience témoin sert ainsi de référence lors de I'analyse des
résultats obtenus en faisant varier les parametres.

Pour cette étude, un premier protocole de nanoprécipitation est utilisé comme expérience de
référence. Ce premier protocole est élaboré de facon empirique, sans optimisation, apres
plusieurs essais en laboratoire. Les parameétres opératoires et la formulation utilisée pour
cette expérience de référence sont réunis dans le Tableau 5 :

TABLEAU 5 : PARAMETRES OPERATOIRES ET FORMULATION DE L'EXPERIENCE DE REFERENCE

Parameétres opératoires

Débit d’injection de la phase organique dans la phase Injection manuelle, valeur
aqueuse inconnue
Temp d’agitation aprés injection de la phase organique (min) 10
Température de I'eau lors de I'injection (°C) 45
Température de refroidissement apres |’agitation Température ambiante
Concentration lipidique dans le mélange final (mg.g™?) 0,38
Formulation
Phase aqueuse Eau distillée
Solvant Ethanol
Lipide Acide stéarique
Polymére PVP VA
Ratio lipide/polymeére 1:2
Concentration lipidique dans le solvant (mg.g?) 25
Concentration en polymére dans le solvant (mg.g?) 50

Cette expérience de référence nous donne les résultats suivants :

- Taille des SLN : 255 + 8 nm a TO, puis 274 +5 nm apres 24 heures.
- PDI:0,1aTOetaT24h.
- Potentiel Zeta:-21+1mVaT0et-21+1mV aT24h.

Pour connaitre leur influence sur la taille et la stabilité des SLN formées, les parametres
opératoires sont explorés I'un apres l'autre, a partir de I'expérience de référence, en
appliquant les variations présentées dans le Tableau 6. Pour chaque parametre exploré, la
variation donnant les meilleurs résultats par rapport a lI'expérience de référence est
sélectionnée pour la suite de I'étude. La formulation de I'expérience de référence reste
inchangée durant les essais concernant les parameétres opératoires.
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TABLEAU 6 : LISTE DES PARAMETRES OPERATOIRES ET LES VARIATIONS APPLIQUEES POUR ETUDIER LEUR INFLUENCE

Parameétres opératoires

Variations appliquées

Débit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse (mL.min?) 1

23

Temps d’agitation apreés injection de la phase organique (min) 0

10
20
30

Température de I'eau lors de I'injection (°C)

45
70

Température de refroidissement apres |’agitation

Température ambiante
Bain glacé a 3°C

Concentration lipidique dans le mélange finale (mg.g?)

0,5
1
1,5
2
5

a. Débit d’'injection de la phase organique dans la phase aqueuse
Le débit d’injection est un parametre qui n’était pas défini lors de I'expérience de référence
car elle a été réalisée avant I'acquisition du pilote injecteur. Avec le pilote injecteur il est
possible de définir le débit d’injection, un faible débit (1 mL.mint) et un débit maximal
possible avec le pilote injecteur (23 mL.min!) sont testés pour étudier I'influence du débit

d’injection sur la taille et la stabilité des SLN formées.

Pour rappel, le reste des parametres opératoires utilisés sont les mémes que pour I'expérience
de référence (Tableau 5). Les résultats obtenus pour ces deux expériences sont représentés
sous forme de graphiques dans I’Annexe 1 (p. 82) et réunis ci-dessous dans le Tableau 7 :

TABLEAU 7 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DU DEBIT D'INJECTION A T=0H, T=24H ET T=72H.

Débit d’injection (mL.min™)

Résultats a T=0h

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
1 202,9+6,7 0,169 + 0,025 -29,0+1,2
23 117,7 £ 6,0 0,223 £ 0,016 -26,5+0,7
Résultats a T=24h
D 7 yeoe . I.. e 1
ébit d'injection (mL.min) Taille (hm) PDI Potentiel Zeta (mV)
1 279,7 £ 3,8 0,057 £ 0,027 -22,6 £2,0
23 514,8+2,1 0,072 £0,033 -16,5+0,6
Résultats a T=72h
D ] yeo . I.. e 1
ébit d'injection (mL.min“) Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
1 299,6 + 2,6 0,072 £ 0,031 -23,1%+2,2
23 532,4+1,7 0,078 £ 0,042 -18,7+0,7
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Les résultats montrent que les SLN sont [égérement plus petites avec le débit fort (en moyenne
117,7 nm a T=0 h contre 202,9 nm pour le débit faible) lors de leur formation, mais
augmentent vite en taille avec le temps jusqu’a atteindre une taille supérieure a 500 nm. Les
SLN formées a faible débit grossissent également au cours du temps jusqu’a atteindre 300 nm.
Cette augmentation de taille peut étre due a I’agrégation entre les particules dont le potentiel
Zeta diminue au cours du temps ; moins de répulsions électriques entre les particules signifie
gu’elles ont tendance a plus s’agréger [66]. Le PDI est acceptable pour les deux expériences
(la population de particules est homogene) [102].

Le débit fort (23 mL.min™!) a été choisi pour la suite des expériences aucun lipide n’est retrouvé
a la surface de I'eau avec le débit fort, contrairement au débit faible qui ne permet pas de
disperser toute la phase organique et dont une partie remonte a la surface de I'eau. Toute la
phase organique n’est pas dispersée avec le débit faible car celle-ci voit sa viscosité augmenter
dans la seringue en raison de la vitesse d’injection trop faible. En effet, la phase organique est
légerement chauffée pour mieux solubiliser le lipide dans I'éthanol et refroidie dans la
seringue (qui est non chauffée) si I'injection est trop longue. De plus, la taille des SLN a T=0 h
est moindre avec le débit fort.

b. Temps d’agitation apres injection de la phase organique
Apres 'injection de la phase organique, les deux phases sont mélangées a I'aide d’un agitateur
magnétique a une vitesse de 700 rpm (vitesse maximale pour le montage). Une expérience
est réalisée avec le débit sélectionné précédemment (23 mL.min™) et les autres paramétres
de I'expérience de référence. Aprés injection de la phase organique, un prélevement des SLN
formées est fait apres 0, 10, 20 et 30 minutes d’agitation.

Les données obtenues pour cette expérience sont réunies dans le Tableau 8 et sous forme de
graphiques dans I’Annexe 1 (p. 83).

On remarque que plus le temps d’agitation augmente, plus les SLN formées sont grosses et
plus la population de particules est polydisperse (le PDI est plus grand quand le temps
d’agitation augmente). Ces résultats sont cohérents avec les travaux de Lepeltier en 2013 sur
la nanoprécipitation ou encore Balavandy en 2014, montrant qu’un temps d’agitation faible
permet d’obtenir des SLN de plus petite taille [105] [106].

Ainsi, un temps d’agitation de 3 minutes est choisi pour la suite des expériences car
I'expérience sans agitation présente des lipides en surface de la phase aqueuse apres
injection.
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TABLEAU 8 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DU TEMPS D’AGITATION A T=0H,
T=24H ET T=96H.

Temps d’agitation (min)

Résultats a T=0h

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
0 239,8+8,2 0,088 + 0,022 -20,9+04
10 283,316,0 0,151 + 0,017 -22,0+04
20 318,0+6,2 0,227 £ 0,019 -20,4+0,9
30 356,1+7,7 0,320 + 0,006 -20,8+1,1
Temps d’agitation (min) Résultats a T=24h
Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
0 295,0+ 4,7 0,055 + 0,016 -22,2+0,3
10 306,3+3,5 0,119 + 0,077 -25,1+1,0
20 358,4+2,9 0,099 + 0,042 -23,9+0,2
30 452,9 8,7 0,157 £ 0,016 -24,6 £0,8
Temps d’agitation (min) Résultats a T=96h
Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
0 486,5+5,1 0,039 + 0,012 -20,0+0,3
10 495,0+ 4,6 0,047 +£ 0,034 -20,8+0,5
20 705,7+7,6 0,183 £ 0,055 -20,4+£0,3
30 501,2+6,8 0,259 £ 0,045 -17,3+0,8

c. Température de I'eau lors de I'injection
La phase aqueuse est chauffée lors de I'injection de la phase organique et pendant le temps
d’agitation. Lors de I'expérience de référence, I'eau est chauffée a 45°C. Avec les nouveaux
parameétres sélectionnés, des nouvelles expériences sont réalisées avec une eau a
température ambiante, une eau chauffée a 45°C et une eau chauffée a 70°C.

Les comparaisons des résultats obtenus sont exposées dans le Tableau 9 et sous forme de
graphiques dans I’Annexe 1 (p. 84). Seuls les résultats pour I'eau a température ambiante ne
sont pas exposés car cette expérience n’a pas permis d’obtenir des SLN : les particules
obtenues ont une taille moyenne de 1118 nm et sont trés polydisperses (PDI = 0,684).

Les données montrent que I'on obtient des SLN plus petites a T=0 h avec I'’eau chauffée a 70°C,
de plus le potentiel Zeta est grand en valeur absolue (supérieur a +30 mV ou -30 mV) avec
I'eau a 70°C ce qui est favorable a la stabilité des SLN. Ces résultats sont dus au fait que la
température de fusion de I'acide stéarique est comprise entre 69 et 72°C; lors de l'injection
de la phase organique dans la phase aqueuse chauffée a 70°C celui-ci fond et permet une
meilleure dispersion. De plus, d’apres Huang et Zhang [107], le coefficient de diffusion (qui
définit la capacité d’une substance a diffuser dans une autre) du solvant dans I’eau augmente
lorsque la température augmente ainsi le solvant diffuse mieux dans I'eau permettant un
meilleur ajustement de la taille des nanoparticules. lls ont ainsi observé une diminution de la
taille des nanoparticules de 100 nm lorsque la température de la phase aqueuse augmente de
0a80°C.

Pour ces raisons, la température de I'eau choisie lors de I'injection de la phase organique et
lors du temps d’agitation est de 70°C.
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TABLEAU 9 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DE LA TEMPERATURE DE L’EAU LORS DE

L’AGITATION A T=0H, T=24H ET T=96H

Température de I’eau (°C)

Résultats a T=0h

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
45 255,0+7,7 0,088 + 0,040 -21,2+1,2
70 156,3 + 3,8 0,106 * 0,009 -349+23
. ) o Résultats a T=24h
Température de I'eau (*C) Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
45 273,0t5,1 0,111+ 0,011 -21,3+1,4
70 285,7+3,9 0,065 * 0,048 -30,8 £ 0,6
. ) o Résultats a T=96h
Température de I'eau (*C) Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
45 291,6 £2,2 0,113 £ 0,024 -16,2+2,1
70 291,1+5,7 0,098 £ 0,023 -289+1,9

d. Température de refroidissement apres |'agitation

Lors de I'expérience de référence, la solution finale est refroidie a température ambiante

aprés I'agitation. Ici, une deuxieme expérience est réalisée avec un refroidissement dans de
I’eau a 3°C pour comparer I'impact de la vitesse de refroidissement sur la taille et la stabilité

des SLN.

Les résultats des expériences avec refroidissement a température ambiante ou avec

refroidissement a 3°C sont réunis dans le Tableau 10 ou représentés sous forme de graphiques

dans I’Annexe 1 (p.85).

On observe des SLN plus petites et plus stables (potentiel Zeta proche des -30mV) avec le

refroidissement a 3°C. Ces résultats mettent en évidence qu’une température de
refroidissement plus faible favorise la cristallisation compléte et plus rapide du lipide en
nanoparticules. Le refroidissement a 3°C est choisi pour la suite des expériences.
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TABLEAU 10 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DE LA TEMPERATURE DE REFROIDISSEMENT A
T=0H, T=24H ET T=96H

. - Résultats a T=0h
Température de refroidissement

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Température ambiante (TA) 239,8+8,2 0,168 + 0,022 -20,9+0,4
3°C 160,5+1,0 0,161 £ 0,013 -28,0+2,1

. - Résultats a T=24h
Température de refroidissement

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
TA 358,7£4,8 0,075 £ 0,016 -20,8 £ 0,3
3°C 305,145 0,062 *+ 0,004 -26,2+0,3

. - Résultats a T=96h
Température de refroidissement

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
TA 486,5+35 0,039 £ 0,031 -20,0+0,4
3°C 328,7+0,7 0,039 £ 0,032 -25,1+0,8

e. Concentration lipidique dans le mélange final
Les expériences concernant la concentration lipidique ne permettent pas seulement de
déterminer quelle concentration lipidique permet d’obtenir les SLN les plus petites et stables
mais aussi de déterminer la concentration maximale de lipide incorporable dans le mélange
final sans interférer sur la qualité des SLN formées (en termes de taille et stabilité).

En effet, plus la concentration lipidique augmente dans le mélange final, plus le nombre de
SLN pouvant étre formées a partir de cet échantillon final augmente. Il est intéressant
d’augmenter le nombre de SLN formées pour chaque opération de nanoprécipitation afin
d’optimiser le rendement de cette expérience. De plus, I'augmentation de la concentration en
lipide permet également d’augmenter la concentration de substance active dans le mélange
final (a concentration constante entre le lipide et la substance active).

Pour augmenter la concentration lipidique dans le mélange final il y a deux facons de
procéder :

- On peut augmenter la concentration lipidique dans la solution organique sans modifier
le volume d’injection : dans I'expérience de référence la concentration lipidique dans
I’éthanol est de 25 mg.g?, elle est augmentée jusqu’a 100 mg.g* car au-dela de cette
concentration la viscosité de la phase organique est trop importante pour permettre
I'injection de celle-ci dans la phase aqueuse.

- On peut augmenter le volume d’injection de la phase organique dans la phase
aqueuse.

Lors de cette expérience, la concentration lipidique dans I’éthanol choisie est de 50 mg.g™* car
les résultats étaient semblables a ceux avec la concentration lipidique dans I'éthanol de
I’expérience de référence (25 mg.g?). La phase organique concentrée a 100 mg.g™! n’est pas
sélectionnée car la viscosité de celle-ci ne permet pas la bonne dispersion du lipide dont une
partie sédimente en amas au fond de I’échantillon (Figure 30).
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Sédiments et amas de lipide.

FIGURE 30 : PHOTO D'UN ECHANTILLON DE SLN FORMEES AVEC UNE PHASE ORGANIQUE CONCENTREE A 100MG.G ™ (LIPIDE/ETHANOL)

Aprés avoir fixé la concentration lipidique dans I'éthanol a 50 mg. G plusieurs essais sont
réalisés en augmentant le volume d’injection, toujours dans le but d’augmenter la
concentration lipidique dans le mélange final.

Pour rappel, I'expérience de référence a une concentration lipidique dans le mélange final de
0,38 mg.g. Ici les essais sont réalisés avec des concentrations de 0,5; 1; 1,5; 2 et 5mg.g %
Pour se faire, les volumes de phase lipidique injectés sont respectivement de 2,1; 4,2; 6,3 ;
8,4 et 21,0 ml. Les résultats de ces expériences sont réunis dans le Tableau 11 et sous forme
de graphique dans I’Annexe 1 (p.86).

L'augmentation de la concentration lipidique a augmenté la taille des SLN qui lors de
I'expérience précédente était inférieure a 200 nm a T=0 h. Néanmoins les SLN semblent
stables dans le temps : lors de I'expérience précédente sur la température de refroidissement,
la taille des SLN doublait entre T=0 h et T=96 h (pour le refroidissement a 3°C, la taille des SLN

a T=0 h était de 160,5 + 1,0 nm contre 328,7 +0,7 nm a T=96 h) : |a taille augmente seulement
de quelques dizaines de nanomeétres. On remarque donc une assez forte augmentation de la
taille a T=0 h lors de l'augmentation de la concentration lipidique : 160 nm avant
augmentation contre environ 225 nm lors des essais d’augmentation de la concentration
lipidiqgue. On observe aussi une meilleure stabilité au cours du temps et une faible influence
sur ’homogénéité de la population de SLN (le PDI reste acceptable hormis pour I'expérience
a5mg.g?t).

Seule 'expérience avec une concentration en lipide de 5 mg.g™* présente un PDI supérieur a la
limite fixée de 0,2 lors de la formation a T= 0 h. La population de SLN formée est plus dispersée
gue dans les autres expériences. On remarque que tout le lipide n’a pas été dispersé sous
forme de SLN avec I'apparition de flaques de lipide en surface. Cette mauvaise dispersion du
lipide lors de cette expérience peut étre due a I'augmentation de viscosité de la formulation.
L’augmentation de la quantité de lipide et du volume injecté (ici 21 ml soit un volume presque
trois fois supérieur a I'expérience précédente concentrée a 2 mg.g™* de lipide) dans la phase
finale a augmenté la viscosité de celle-ci rendant les forces de cisaillement dues a I’agitation
magnétique plus faibles [104]. Les forces de cisaillement trop faibles n’ont pas pu disperser
tout le lipide dont une partie est remontée en surface de la phase aqueuse.
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On peut donc conclure que I’expérience avec une concentration lipidique de 5 mg.g* ne peut
pas étre choisie pour la suite des expériences car tout le lipide n’est pas dispersé. On choisit
I'expérience avec laquelle tout le lipide est dispersé, stable, homogene en taille et avec
laquelle on peut incorporer le maximum de nifédipine. On peut supposer que plus on
augmente la quantité de lipide, plus il est possible d’incorporer des grandes quantités de
nifédipine car un seul ratio lipide/nifédipine est utilisé dans la suite des expériences. Aussi
pour ces raisons, la concentration lipidique dans le mélange final choisie est celle 8 2mg.g* car
c’est la concentration la plus grande avec laquelle on obtient des résultats corrects en termes
de taille et de stabilité.

TABLEAU 11 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DE LA CONCENTRATION LIPIDIQUE DANS LE

MELANGE FINAL AT=0H, T=24H ET T=96H

Concentration

Volume injecté

Résultats a T=0h

lipidique dans le (ml) Taille (nm) PDI Potentiel Zeta
mélange final (mV)
(mg.g?)
0,5 2,1 248,6 2,2 0,142 + 0,044 -32,0+1,3
1 4,2 237,0t 4,6 0,104 + 0,029 -28,6 12,2
1,5 6,3 219,932 0,085 + 0,011 -25,6£0,2
2 8,4 222,0+1,0 0,085 + 0,016 -25,4 10,7
5 21,0 212,3+2,0 0,205 + 0,005 -25,6£0,9
Concentration Volume injecté Résultats a T=24h
lipidique dans le (ml) Taille (nm) PDI Potentiel Zeta
mélange final (mV)
(mg.g?)
0,5 2,1 279,6 £ 2,6 0,170 + 0,042 -31,0+1,0
1 4,2 2456 £2,4 0,110 £ 0,016 -28,4+£0,3
1,5 6,3 233,1+1,6 0,088 + 0,014 -23,0+1,4
2 8,4 238,1+1,3 0,102 £ 0,019 -25,2+23
5 21,0 240,9+1,7 0,140 +£ 0,024 -20,2+1,0
Concentration Volume injecté Résultats a T=96h
lipidique dans le (ml) Taille (nm) PDI Potentiel Zeta
mélange final (mV)
(mg.g?)
0,5 2,1 276,7 £2,7 0,124 £ 0,036 -29,8+1,1
1 4,2 254,4 2,2 0,106 £ 0,006 -31,3+£1,0
1,5 6,3 240,6 £ 0,9 0,088 + 0,014 -24,3+2,7
2 8,4 241,1+2,4 0,084 + 0,024 -32,4+0,3
5 21,0 231,5+0,3 0,139 + 0,004 -30,6 £ 0,9
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f. Conclusion sur I'optimisation des parametres opératoires
L’étude de I'influence des parameétres opératoires a savoir :

- Le débit d’'injection de la phase organique

- Le temps d’agitation lors du mélange des phases
- Latempérature du mélange pendant I'agitation
- Latempérature de refroidissement

- La concentration lipidique dans la solution finale

Les parameétres sélectionnés sont les suivants :

TABLEAU 12 : RESUME DES VARIATIONS OPERATOIRES SELECTIONNEES

Parameétres opératoires Variation sélectionnée
Débit d’injection (mL.min?) 23
Temps d’agitation (min) 3
Température du mélange (°C) 70
Température de refroidissement (°C) 3
Concentration lipidique dans la phase finale (mg.g™?) 2

Les résultats obtenus avec tous ces parameétres et la comparaison entre |'expérience de
référence et I'expérience optimisée est décrite dans le Tableau 13.

TABLEAU 13 : COMPARAISON ENTRE L'EXPERIENCE DE REFERENCE ET L'EXPERIENCE OPTIMISEE

Expérience de Expérience
référence optimisée
s Taille (nm) 255,1+7,7 222,0+1,0
I PDI 0,094 + 0,042 0,085 + 0,016
" Potentiel Zeta (mV) -21,2+1,2 -23,6£0,9
< Taille (nm) 273,8+5,1 232,3+1,1
S PDI 0,112 +0,013 0,085 + 0,016
li Potentiel Zeta(mV) -21,3+1,4 -25,4+0,7
< Taille (nm) Non étudié 241,1+2,4
L pDI Non étudié 0,084 £ 0,024
H  Potentiel Zeta (mV) Non étudié -32,4+0,3

L'optimisation des parametres a permis une légere diminution de la taille des SLN. Cette
diminution aurait pu étre plus marquée si la concentration lipidique n’avait pas été augmentée
lors de la derniére expérience (SLN a T=0 h avant I'augmentation de la concentration lipidique :
160,5 + 1,0 nm). Le PDI quant a lui est correcte dans les deux expériences et révele que les SLN
formées sont homogenes en taille. Le potentiel Zeta, légerement plus élevé dans I'expérience
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optimisée permet de diminuer ou de ralentir le grossissement des SLN mais reste faible pour
garantir une stabilité dans le temps.

Les parameétres de |'expérience optimisée sont conservés pour I’étude de la formulation.

2. Criblage de la formule
La formule d’une dispersion de SLN par nanoprécipitation se compose généralement d’une
phase aqueuse contenant de I'eau avec parfois un tensioactif, et une phase organique
contenant un lipide solide a température ambiante, un tensioactif et une substance active
lipophile.

Dans cette étude, aucun tensioactif connus pour provoquer des irritations cutanées n’est
utilisé pour éviter des problemes de tolérance par voie transdermique, mais un polymeére
amphiphile jouant le réle d’un tensio-actif le remplace et de la phosphatidylcholine est ajoutée
a la phase organique comme co-tensioactif naturel. Le criblage de la formule
comprend I'étude du :

- Changement de polymeére

- Ratio lipide / polymeére

- L’ajout de phosphatidylcholine
- Changement de lipide

Pour chaque ratio ou excipient étudié, les paramétres opératoires précédemment optimisés
sont utilisés, la taille et la stabilité des SLN obtenues sont analysées afin de déterminer les
éléments les plus pertinents pour I'obtention de SLN petites et stables. L'expérience de
référence pour I'étude du screening de la formule est la derniére expérience réalisée
précédemment, a savoir celle avec les paramétres optimisés mais la formule non optimisée,
cette expérience est résumée dans le Tableau 14.

TABLEAU 14 : EXPERIENCE DE REFERENCE POUR LE SCREENING DE LA FORMULE

Parameétres opératoires optimisés

Débit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse 23 mL.min’?

Temp d’agitation aprés injection de la phase organique 3 min

Température de I'eau lors de I'injection 70 °C

Température de refroidissement aprés I'agitation 3°C

Concentration lipidique dans le mélange finale 2mg.g!
Formule non optimisée

Phase aqueuse Eau distillée

Solvant Ethanol absolu
Lipide Acide stéarique
Polymeére PVP VA

Ratio lipide/polymere 1:2
Concentration lipidique dans le solvant 25 mg.g'
Concentration en polymere dans le solvant 50 mg.g'

Phosphatidylcholine

Non ajoutée
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Résultats obtenus

Taille : 222,0+ 1,0 nm
T=0h PDI: 0,085 + 0,016
Potentiel Zeta : -23,6 £ 0,9 mV

Taille : 232,3+ 1,1 nm
T=24h PDI: 0,085 £ 0,016
Potentiel Zeta : -25,4 £ 0,7 mV

Taille : 241,1 + 2,4 nm
T=96h PDI: 0,084 + 0,024
Potentiel Zeta : -32,4 £ 0,3 mV

Les changements d’excipients et variations de ratios réalisés a partir de cette expérience de
référence sont énoncés dans le Tableau 15 :

TABLEAU 15 : LISTE DES VARIATIONS APPLIQUEES POUR L'ETUDE DE LA FORMULE

Paramétres Variations appliquées

Changement de polymere PVP VA
PVP K30
Poloxamer 188
SoluPlus®
Changement du ratio lipide / polymeére 1:2
1:5
1:10
Ajout de lécithine 25 mg
Changement de lipide Acide stéarique
Précirol ATO 5

Les paramétres sont étudiés les uns apres les autres dans I'ordre exposé dans ce tableau. Les
résultats obtenus pour chaque variation sont comparés entre eux et avec I'expérience de
référence. Les variations permettant d’obtenir les SLN les plus petites et les plus stables sont
sélectionnées pour chaque parameétre. La substance active est incorporée a la formule
comprenant les parameétres sélectionnés a la fin de ces essais.

h. Changement de polymere
Un polymeére est une macromolécule composée d’'un grand nombre de répétitions d’un ou
plusieurs monomeres liés ensemble par des liaisons covalentes. Par leur taille et leur
composition, les polymeéres sont des molécules potentiellement moins irritantes que les
tensioactifs classiques retrouvés dans la préparation des SLN comme les tensioactifs non-
ioniques (les Tween® et les Span® qui sont respectivement les polysorbates et les esters de
sorbitane) et surtout les tensioactifs ioniques (sodium cholates et ses dérivés) a de fortes
concentrations [108] [109]. Il est intéressant d’observer les effets du changement de polymere
dans la formule car les polymeres sont des molécules dont les propriétés peuvent varier et
dépendent du type d’assemblage entre les monomeéres, du degré de polymérisation ou encore
de la nature chimique des monomeres. Ainsi, pour les polymeres amphiphiles, I'équilibre
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hydrophile/lipophile (HLB) peut varier entre les différents polyméres modifiant donc leur
pouvoir tensioactif et la taille des SLN ainsi obtenues. De plus I'impact du polymére sur la
viscosité de la phase lipidique exerce également une influence sur la taille et la stabilité des
SLN [110]. Les différents polymeéres disponibles au laboratoire sont testés aux mémes ratios
que dans la formule de référence. Les résultats obtenus avec les différents polyméres sont
réunis dans le Tableau 16 et également représentés sous forme de graphiques dans I’Annexe 2

(p.87).

TABLEAU 16 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DU POLYMERE UTILISE A T=0H, T=24H, T=48H ET

T=96H

Polymere utilisé dans la formule ] Résultats a T=0h ]

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
PVP VA (formule de référence) 222,0+0,9 0,120 + 0,005 -23,6 £0,9
PVP K30 234,2+2,6 0,219 £ 0,007 -34,7+3,5
Poloxamer 188 62,6 £ 6,4 0,181 £ 0,012 -32,1+3,3
SoluPlus® 645,8 + 40,7 0,704 £ 0,012 -32,4+1,0
Polymeére utilisé dans la formule ] Résultats a T=24h ]

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
PVP VA (formule de référence) 232,2+1,1 0,085 + 0,016 -25,4+0,7
PVP K30 270,0+3,5 0,180 + 0,006 -33,7+0,2
Poloxamer 188 886,2 + 29,8 0,489 + 0,061 -28,0+2,5
SoluPlus® 870,5 + 48,7 0,554 + 0,145 -28,5+3,5
Polymeére utilisé dans la formule ] Résultats 3 T=48h ]

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
PVP VA (formule de référence) 238,1+1,3 0,102 + 0,019 -25,2+2,3
PVP K30 268,6 £ 0,5 0,146 £ 0,022 -31,1+2,1
Poloxamer 188 - - -
SoluPlus® - - -
Polymeére utilisé dans la formule ] Résultats a T=168h ]

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
PVP VA (formule de référence) 2446 +1,2 0,095 + 0,023 -34,9+0,2
PVP K30 272,8+3,4 0,129 + 0,022 -31,3+1,7

Poloxamer 188
SoluPlus®

Les résultats montrent que le PVP VA et le PVP K30 donnent des SLN d’environ 250 nm ayant
une stabilité satisfaisante. Les résultats obtenus avec ces deux polyméres sont similaires car
ils ont une composition proche ; ce sont tous les deux des polyvinylpyrrolidones, et donc leurs
propriétés tensioactives sont assez semblables. Concernant le Poloxamer 188° et le SoluPlus®,
ces deux polymeéres ont donné des SLN tres instables, avec des PDI trés supérieurs a 0,2 apres
24 heures voir des TO pour le SoluPlus®.
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L’étude avec le SoluPlus® est arrétée apres ces essais en raison de la trop forte instabilité et
de la taille trop importante des SLN a la formation (SLN a TO = 645,8 nm) a cette concentration,
d’autre concentration n’ont pas été explorées pour ce polymére.

Pour la suite des essais, le PVP K30® et le Poloxamer 188® sont conservés. Malgré I'instabilité
des SLN formées avec le Poloxamer 188®, leur tres faible taille a TO est intéressante
(seulement 62,6 nm) et I'optimisation du reste de la formule permet peut-étre de stabiliser
les essais avec le Poloxamer 188®. En raison des propriétés similaires entre le PVP VA® et le
PVP K309, seul le PVP K30® est choisi pour la suite de I'étude car il permettait d’avoir une
phase lipidique a la viscosité plus faible que le PVP VA (meilleures propriétés de dispersion).
La phase lipidique contenant le PVP K30 ayant une viscosité plus faible, celle-ci s’injecte plus
facilement et se disperse mieux dans la phase aqueuse lors de I'agitation.

i. Etude du ratio lipide / polymere

Le ratio entre le lipide et le polymere est de 1:2 dans la formule de référence. Ce ratio peut
étre modifié afin d’améliorer la capacité d’encapsulation et la taille des SLN [111]. Des
formules contenant des quantités croissantes de polymere (PVP K30® et Poloxamer 188® avec
un ratio lipide/polymeére de 1:2, 1:5, 1:10) sont testées, mais les résultats de ces expériences
présentées dans le Tableau 17 et dans I’Annexe 2 (p.88) ne permettent pas de mettre en
évidence une réelle influence du changement de ratio lipide/polymére sur la taille et la
stabilité des SLN.

Pour cette raison le ratio le plus faible entre le lipide et le polymere, soit le ratio 1:2 (comme
utilisé dans la formule de référence), est conservé pour la suite des expériences afin de ne pas
consommer plus d’excipients que nécessaire.

TABLEAU 17 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DU RATIO ENTRE LE LIPIDE ET LE
POLYMERE A T=0H, T=24H, T=48H ET T=168H

g R Résultats a T=0h
Ratio lipide : polymeére

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 (1:2) 234,2 + 2,6 0,219 + 0,007 -34,7+3,5
AS + PVP K30 (1:5) 261,0+ 10,61 0,227 £ 0,048 -32,1+1,6
AS + PVP K30 (1:10) 271,9+3,2 0,187 £ 0,013 -25,1+£0,4
AS + Poloxamer 188 (1:2) 62,6 £6,4 0,180+ 0,012 -32,1+3,3
AS + Poloxamer 188 (1:5) 2229+1,2 0,119+ 0,013 -249+4,2
AS + Poloxamer 188 (1:10) 191,1+1,1 0,233 £ 0,003 -23,2+0,6
Ratio lipide : polymére ] Résultats a T=24h ]
Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 (1:2) 270,0+3,5 0,180 + 0,006 -33,7+0,2
AS + PVP K30 (1:5) 278,1t1,6 0,186 £ 0,027 -31,5+1,6
AS + PVP K30 (1:10) 272,9+4,9 0,188 £ 0,022 -25,2+0,4
AS + Poloxamer 188 (1:2) 886,2 + 29,8 0,489 + 0,061 -28,0+2,5
AS + Poloxamer 188 (1:5) 2139,0 £ 107,7 0,874 + 0,006 -23,0£3,4
AS + Poloxamer 188 (1:10) 2169,0 + 164 0,945 + 0.069 -23,6+2,9
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Résultats a T=48h

Ratio lipide : polymére

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 (1:2) 268,6 £ 0,5 0,146 £ 0,022 -31,1+£2,1
AS + PVP K30 (1:5) 276,0+2,4 0,133 +£0,019 -30,7+1,3
AS + PVP K30 (1:10) 269,1+1,7 0,188 £ 0,022 -26,8+0,9
AS + Poloxamer 188 (1:2) - - -
AS + Poloxamer 188 (1:5) - - -
AS + Poloxamer 188 (1:10) - - -
Ratio lipide : polymeére ] Résultats a T=168h .
Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 (1:2) 272,8+3,4 0,129 £ 0,022 -31,3+1,7
AS + PVP K30 (1:5) 272,3+6,42 0,166 £ 0,024 -26,3+1,1
AS + PVP K30 (1:10) 266,8 £ 5,5 0,169 £ 0,025 -26,51+0,8
AS + Poloxamer 188 (1:2) - - -
AS + Poloxamer 188 (1:5) - - -
AS + Poloxamer 188 (1:10) - - -

j.  Etude de I'ajout de phosphatidylcholine (PC)
La phosphatidylcholine (PC) est un glycérophospholipide contenant un résidu de choline. C’'est
une substance produite par I'organisme humain, jouant un rdle dans la structuration des
membranes des cellules et dans la signalisation cellulaire [112]. On la retrouve en grande
guantité dans la bile mais aussi le jaune d’ceuf et le soja. La PC est grandement utilisée dans
I'industrie agroalimentaire et cosmétique comme solubilisant ou émulsifiant dans les
émulsions huile-dans-eau grace a ses propriétés tensioactives [113] [114].

L'ajout de PC est intéressant dans cette étude car elle représente une alternative aux
tensioactifs classiques (comme les tensioactifs ioniques et non-ioniques cités précédemment)
potentiellement irritants. Au contraire, la phosphatidylcholine est un lipide essentiel a la
composition de membranes cellulaires des étres vivants, elle est donc non-toxique et bien
tolérée par la peau [114]. L'ajout de PC comme émulsifiant dans I'optimisation de la formule
doit permettre de réduire la taille des SLN en augmentant la surface de contact entre I'eau et
le lipide (cela réduit la tension de surface entre les SLN et I’eau, permettant une réduction de
leur taille) [115].

Pour étudier I'effet de la phosphatidylcholine, celle-ci est ajoutée a 12,5 mg.g* d’éthanol
absolu dans la formule de référence. Les graphiques ci-dessous (Figure 31 et 32) comparent
les résultats obtenus entre la formule de référence ( Tableau 5) avec ou sans PC:
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FIGURE 31 : TAILLE ET PDIX100 DES SLN OBTENUES EN FONCTION DU TEMPS ET DE LA PRESENCE DE PC DANS LA FORMULE DE REFERENCE
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FIGURE 32 : GRAPHIQUE REPRESENTANT LE POTENTIEL ZETA DES SLN EN FONCTION DU TEMPS ET DE LA PRESENCE DE PC DANS LA FORMULE DE REFERENCE

On remarque une trés nette diminution de taille aprés I'ajout de la PC dans la formule de
référence. Notamment a TO, lors de la formation, les SLN formées avec la phosphatidylcholine
comme co-émulsifiant ont une taille de 54,5 nm contre 222,0 nm pour la formule de référence
sans PC. Néanmoins si la taille diminue avec I'ajout de la PC dans la formule, le PDI et la
dispersion de taille augmentent. On remarque que le PDI augmente fortement entre TO et
T96h, cela indique que la dispersion de SLN est de plus en plus hétérogene en termes de taille
de particule. Cela se traduit également sur la taille moyenne des SLN qui est multipliée par 10
entre TO et T96h, contrairement a la formule sans PC qui reste stable en termes de taille et de
PDI pendant 96 heures.
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Le potentiel Zeta est Iégérement plus élevé dans la formule avec PC car elle agit comme un
tensioactif sur les particules en augmentant les interactions répulsives, mais ne permet pas de
stabiliser la dispersion. Il est possible que la formule avec PC soit moins stable en raison de la
formation de systéemes micellaires (micelles ou liposomes) entre la phosphatidylcholine et
I’eau distillée ou encore par la formation de multicouches de PC autours des SLN [95].

Malgré ces problémes de stabilité, la formule contenant la PC permet d’obtenir des SLN ayant
une taille inférieure a 100 nm et stables (PDI < 0,2) pendant les premiéres 24 heures ce qui est
compatible avec une application transdermique (stables assez longtemps pour réaliser des
tests transcutanés qui sont effectués sur une durée de 24 heures [91] et une taille permettant
le passage transcutané a savoir inférieur a 100 nm [87]). Pour cette raison la
phosphatidylcholine est conservée dans la formule pour la suite des expériences en vue
d’optimiser la préparation des SLN.

k. Changement de lipide

Le lipide joue un rble important dans la formation des SLN, des lipides ayant des
caractéristiques différentes comme le caractére lipophile ou la viscosité, peuvent influencer
la formation des SLN [116]. Pour cette raison, I'acide stéarique a été remplacé par un autre
lipide disponible au laboratoire : le Précirol ATO 5®, afin de comparer les SLN obtenues avec
ces deux lipides. Comme deux polymeéres ont été sélectionnés précédemment, pour la suite
des expériences, quatre formules sont comparées afin de tester tous les couples
lipide/polymére a savoir :

- Acide stéarique + PVP K30®
- Acide stéarique + Poloxamer 188®
- Précirol ATO 5® + PVP K30°®
- Précirol ATO 5® + Poloxamer 188®

Ces quatre formules contiennent de la phosphatidylcholine (a 12,5 mg.g ! d’éthanol comme
sélectionné précédemment pour la diminution de taille des SLN) et le ratio entre le lipide et le
polymeére est de 1:2 également comme sélectionné dans les expériences précédentes. Les
résultats obtenus avec ces 4 formules sont résumés dans le Tableau 18 ci-dessous et sous
forme de graphiques dans I’Annexe 2 (p.89).

TABLEAU 18 : TAILLE, PDI ET POTENTIEL ZETA DES ECHANTILLONS EN FONCTION DU COUPLE LIPIDE/POLYMERE A T=0H, T=24H,
T=48H ET T=96H

Résultats a T=0h
Couple lipide/polymeére esultats a

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 54,510,1 0,168 + 0,007 -33,8+0,8
Acide stéarique + Poloxamer 188 57,8+0,9 0,227 +0,012 -51,6+2,4
Précirol ATO 5 + PVP K30 70,9+0,6 0,273 £ 0,027 -52,7+1,6
Précirol ATO 5 + Poloxamer 188 98,6 +1,5 0,321 +0,020 -58,6 + 2,7

75



Couple lipide/polymeére

Résultats a T=24h

Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 82,2+1,1 0,223 + 0,007 -44,3+1,5
Acide stéarique + Poloxamer 188 138,3+4,5 0,444 + 0,056 -43,1+3,0
Précirol ATO 5 + PVP K30 70,6 £1,6 0,259 £ 0,015 -41,7 £ 0,6
Précirol ATO 5 + Poloxamer 188 95,1+0,6 0,318 £ 0,004 -53,3+2,3
Couple lipide/polymeére . Résultats a T=48h .
Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 172,6 £2,9 0,514 £ 0,065 -40,6 £ 0,7
Acide stéarique + Poloxamer 188 692,6 + 29,27 0,730 £ 0,087 -41,6+7,6
Précirol ATO 5 + PVP K30 69,9+0,3 0,268 £ 0,027 -49,7+1,4
Précirol ATO 5 + Poloxamer 188 92,5+1,6 0,299 + 0,045 -39,0£0,8
Couple lipide/polymeére ) Résultats 3 T=96h .
Taille (nm) PDI Potentiel Zeta (mV)
Acide stéarique + PVP K30 519,9+9,2 0,625 + 0,034 -42,9+1,6
Acide stéarique + Poloxamer 188 - - -
Précirol ATO 5 + PVP K30 68,7+0,4 0,247 £ 0,019 -37,6+2,1
Précirol ATO 5 + Poloxamer 188 94,0+0,3 0,268 £ 0,011 -41,6 £ 3,0

Ces essais permettent de mettre en évidence l'influence du lipide sur la formation des SLN car
les SLN obtenues different selon le lipide utilisé. Les résultats montrent que le Précirol ATO 5®
permet d’obtenir des SLN plus stables qu’avec I'acide stéarique : les essais avec le Précirol ATO
5® ont une taille constante pendant 96 heures contrairement aux essais avec I'acide stéarique
qui deviennent instables (augmentation de taille et de PDI) aprés 48 heures pour le couple
Acide Stéarique (AS) + PVP K30 et apres 24 heures pour le couple AS + Poloxamer 188.

Le PDI reste un peu élevé pour les essais avec le Précirol ATO 5° (légerement supérieur a 0,2)
mais reste constant tout au long des essais ce qui prouve que la population de SLN reste
homogene en termes de taille. Le potentiel Zeta reste également relativement stable durant
les essais et pour les deux lipides.

Le Précirol ATO 5® semble étre un meilleur candidat que I'acide stéarique pour I'obtention
d’une formulation de SLN optimisée pour I'application transdermique (SLN plus petites et plus
stables), mais les deux lipides vont continuer a étre étudiés dans la suite des essais portant
sur l'efficacité d’encapsulation et le suivie de la stabilité (suivi de la nifédipine expulsée au
cours du temps). Seule la formule contenant le couple AS + Poloxamer 188® est retiré de la
suite des essais car c’est la seule formule dont les SLN formées ont une taille supérieure a
100 nm, 24h apres leur formation. Or, pour rappel, afin d’étre utilisées pour une application
transdermique, les SLN formées doivent avoir une taille idéalement inférieure a 100 nm
(favorise le passage transcutané) et étre stable pendant minimum 24 heures (permettant
d’effectuer les tests transdermiques) [87] [91].
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|. Conclusion sur le criblage de la formulation
Le criblage de la formulation comprenait I'étude du :

- Changement de polymere.

- Changement du ratio lipide/polymere.

- L’ajout de phosphatidylcholine.

- Changement du couple lipide/polymere.

Le criblage avait pour but d’optimiser la formulation de référence afin d’obtenir des SLN
d’environ 100 nm et stables pendant minimum 24 heures. L'étude du criblage de la
formulation a permis de déterminer l'influence de chaque changement sur la formation de
SLN. Aussi il a été mis en évidence que la phosphatidylcholine permet une forte diminution de
la taille des SLN mais impacte négativement la stabilité de celles-ci (augmentation de la taille
et du PDI au cours du temps excepté pour la formule contenant le Précirol ATO 5°® et le PVP
K30® ou seul le potentiel zeta est affecté). Cependant, I'étude a mis en évidence que le
changement de ratio entre le lipide et le polymére influence peu la taille et la stabilité des SLN.
Concernant le changement de polymeére et le changement de lipide, les différents couples
lipide/polymére montrent que les SLN de Précirol ATO 5® sont mieux stabilisées par les
polyméres que les SLN d’acide stéarique et que les polymeéres PVP K30® et Poloxamer 188®
permettent d’obtenir de meilleurs résultats en termes de taille que les autres polyméres
malgré un manque de stabilité pour les formules avec le Poloxamer 188.

Apres le criblage de la formulation, les formules optimisées sélectionnées pour la suite des
expériences sont réunies dans le Tableau 19 ci-dessous. Les formules optimisées (1, 2 et 3)
sont comparées, a 24 heures, a la formule de référence avant screening (mais apreés
I’'optimisation des parametres) pour montrer 'amélioration de la taille et de la stabilité des
SLN apreés I'optimisation de la formule.

TABLEAU 19 : COMPARAISON ENTRE LES FORMULES OPTIMISEES APRES SCREENING ET LA FORMULE DE REFERENCE AVANT SCREENING

Lipide Polymeére Ratio Présence de Taille aprés Potentiel

(50mg.g? (25 mg.g* lipide/polymére PC(12.5 mg.g 24 h (npm) PDlaprés24h  Zeta aprés

d’éthanol)  d’éthanol) P o¢/POY 1 d’éthanol) 24 h (mV)

Formulel Ac.stéarique PVP K30 1:2 Oui 822+11 0,223 £ 0,007 -44,3£1,5

Formule2 Précirol ATO5 PVP K30 1:2 Oui 706+16 0,259 £ 0,015 -41,7£0,6

Formule 3 Précirol ATO 5 Polcixsasmer 1:2 Oui 95,1£0,6 0,318 + 0,004 53,3%23
Formule

de Ac. stéarique PVP VA 1:2 Non 232,2+1,1 0,085 +0,016 -25,4+0,7
référence
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3. Suivi de stabilité et efficacité d’encapsulation

Dans ces essais la nifédipine a été incorporée aux formules sélectionnées précédemment. La
nifédipine est ajoutée a hauteur de 10% de la quantité du lipide (soit 5 mg.g* d’éthanol) dans
les trois formules optimisées. Le choix d’ajouter 10% de nifédipine est di a des tests réalisés
préalablement et montrant que 10% de nifédipine est la quantité maximale que I'on peut
introduire dans la formulation sans impacter la taille et la stabilité des SLN. Les résultats de
ces expériences sont présentés sous forme de graphique dans I’Annexe 3 (p.90).

Ces trois formules sont étudiées au cours du temps afin de déterminer leur stabilité vis-a-vis
de la nifédipine, a savoir : les formules sont-elles en mesure d’encapsuler la nifédipine (calcul
de l'efficacité d’encapsulation a TO) et les formules entrainent-elles une expulsion de la
nifédipine encapsulée au cours du temps (quantification de la nifédipine présente dans le
surnageant au cours du temps). L’expulsion de la nifédipine encapsulée au cours du temps de
ces trois formules est d’abord évaluée qualitativement par microscopie optique a lumiére
polarisée puis une évaluation quantitative est réalisée par HPLC pour déterminer a TO
I'efficacité d’encapsulation et la nifédipine présente dans le surnageant au cours du temps.
Pour I'efficacité d’encapsulation, la dispersion de SLN est centrifugée et le culot contenant les
SLN est récupéré et dilué dans un mélange eau-méthanol (50-50) avant d’étre analysé par
HPLC afin de déterminer la nifédipine encapsulée dans les SLN. Concernant la quantification
au cours du temps de la nifédipine présente dans le surnageant, ce dernier est récupéré apres
centrifugation puis dilué dans un mélange eau-méthanol (50-50) avant d’étre analysé par
HPLC.

a. Evaluation qualitative de la stabilité

Afin de déterminer qualitativement la stabilité des SLN dans les trois formules sélectionnées,
des photos des dispersions de SLN sont prises au cours du temps afin de visualiser I'apparition
ou non de cristaux de nifédipine en dehors des SLN, signe que toute la nifédipine n’est
encapsulée ou qu’une partie est expulsée au cours de temps. Des premieres photos sont prises
de la nifédipine seule (non-encapsulée) et des trois formules exemptes la nifédipine. Ces
photos sont prises grace a un microscope optique a lumiere polarisée et d’'une caméra
(Figure 33). Ces photos permettent de distinguer les SLN de la nifédipine non-encapsulée dans
les photos suivantes.
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Formule 1 sans nifédipine : Formule 2 sans nifédipine

Formule 3 sans nifédipine . - Nifédipine seule

FIGURE 33 : PHOTOGRAPHIE PRISE EN MICROSCOPIE OPTIQUE A LUMIERE POLARISEE D'ECHANTILLON DE FORMULE DE SLN ET DE NIFEDIPINE SEULE

Pour suivre la stabilité des SLN des trois formules sélectionnées, des photos sont prises de
chaque formule contenant 10% de nifédipine (en % de lipide) a TO, T24h et T48h. Ces clichés
sont présentés dans la Figure 34. Le résultat de ses clichés nous permet d’exclure la formule
3, seule formule contenant le Poloxamer 188 et également seule formule présentant de gros
cristaux de nifédipine non-encapsulée facilement distinguables des autres éléments du cliché
et cela des TO. La présence de ces cristaux pourrait indiquer que toute la nifédipine de cette
formule n’est pas encapsulée ou que celle-ci n’est pas stable dans le temps et expulse une
partie de la nifédipine.

A l'inverse les photos au cours du temps des formules 1 et 2, contenant toute les deux le PVP
K30, présentent des points brillants qui pourraient étre des cristaux de nifédipine,
néanmoins ceux-ci sont trop petits pour étre clairement identifiables. Ces photos ne
permettent pas de mettre en évidence une différence qualitative de stabilité entre les
formules 1 (acide stéarique + PVP K30) et 2 (Précirol ATO 5® + PVP K30). Aussi, |'efficacité
d’encapsulation et I'analyse quantitative de la stabilité au cours du temps sont effectuées
sur la formule 2 car il a été déterminé précédemment que les polymeres stabilisent mieux
les SLN de Précirol ATO 5® (cf. Tableau 18 sur le changement de lipide p.78).
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Formule 1 + 10% nifédipine T=0 Formule 1 + 10% nifédipine T=24h Formule 1 + 10% nifédipine

Formule 2 + 10% nifédipine T=0 Formule 2 + 10% nifédipine T=24h Formule 2 + 10% nifédipine

. « &
Formule 3 + 10% nifédipine T=0 Formule 3 + 10% nifédipine T=24h Formule 3 + 10% nifédipine T=48h

FIGURE 34 : PHOTOGRAPHIES AU COURS DU TEMPS DES DIFFERENTES FORMULES DE SLN CONTENANT DE LA NIFEDIPINE PAR MICROSCOPIE OPTIQUE A LUMIERE POLARISEE




b. Evaluation quantitative de I'efficacité d’encapsulation

L’évaluation quantitative de I'efficacité d’encapsulation est réalisée sur la Formule 2
(Précirol ATO 5 : 50 mg.g! d’éthanol, PVP K30 : 25 mg.g-1 d’éthanol, Phosphatidylcholine :
12.5 mg.g-1 d’éthanol) contenant 10 % de nifédipine (en % du lipide) soit dans ces expériences
200 pg.g* de dispersion de SLN finale. L’échantillon de Formule 2 est analysé 5 fois par HPLC
(@ T=0, T= 60 min, T= 150 min, T= 210 min et T=24 h soit 1440 min) apres centrifugation et
filtration du surnageant sur filtre-seringue. La filtration sur filtres seringues risque de retenir
une partie de la nifédipine non-encapsulée sur le filtre car les cristaux peuvent étre trop petits
pour sédimenter. Cette technique de filtration est la plus simple a mettre en place dans les
conditions du laboratoire mais d’autres techniques doivent étre explorées dans la suite du
projet pour séparer les SLN de la phase aqueuse comme la lyophilisation ou la dialyse.

Le culot est dilué avec un mélange eau-méthanol pour casser les SLN et pouvoir analyser la
guantité de nifédipine encapsulée a TO. L’analyse du culot par HPLC nous donne une
concentration de nifédipine dans la dispersion de SLN de 80 pg.g* soit d’apreés la formule de
I'efficacité d’encapsulation :

EQUATION 4 CALCUL EXPERIMENTAL DE L'EFFICACITE D'ENCAPSULATION (%)

efficacité d'encapsulation (%)

concentration de subtance active encapsulée 100
— *
concentrationde susbtance active initiale

La concentration de substance active initiale étant de 200 pg.g?, I'efficacité d’encapsulation
de la formule 2 est de 40%, ce n’est pas une haute efficacité d’encapsulation mais c’est une
valeur moyenne de I'ordre de celles retrouvées dans la littérature [117] [118].

Apres filtration, le surnageant est dilué dans un mélange eau-méthanol puis analysé par HPLC
pour connaitre la quantité de nifédipine solubilisée, non-encapsulée et expulsée. Cette
opération est répétée au cours du temps sur un totale de 24 heures, afin de suivre I'évolution
de la concentration de nifédipine dans le surnageant et de déduire la stabilité de la formule.
Les résultats de la quantification de la nifédipine au cours du temps dans le surnageant sont
représentés sur la Figure 36.
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FIGURE 35 : CONCENTRATION DE NIFEDIPINE RETROUVEE DANS LE SURNAGEANT AU COURS DU TEMPS, ANALYSEE PAR HPLC.

Dans le graphique de la Figure 36, on peut tout d’abord remarquer que la concentration de
nifédipine dans le surnageant a TO est d’environ 85 upg.g, une fois additionnée 3 la
concentration retrouvée dans le culot a TO (80 pg.g') on obtient une concentration totale
d’environ 165 pg.g?, un résultat qui s’éloigne d’environ 17% de la concentration de nifédipine
initialement utilisée dans la formule 2 (200 pg.g?). Ces 17% de nifédipine manquante semble
confirmer I’hypothése qu’une partie de la nifédipine est retenue sur le filtre-seringue lors de
la filtration.

La concentration de nifédipine présente dans le surnageant au cours du temps semble
diminué entre TO et T=5h avant d’atteindre un plateau a environ 25 pg.g>. Le plateau de 25
ug.gt de nifédipine dans le surnageant pourrait correspondre seulement a la nifédipine
solubilisée dans la phase aqueuse de la dispersion car la solubilité de la nifédipine dans I'eau
pure est de 5-6 pg.gt [119]. Ici la solubilité de la nifédipine est plus grande a cause de la
présence du polymere et de la PC qui jouent le réle de tensioactif. Aussi on peut supposer que
toute la nifédipine expulsée n’a pas pu se solubiliser. Les cristaux de nifédipine expulsée ont
pu rester accrochés au filtre-seringue ou s’agréger aux SLN et se retrouver dans le culot apres
centrifugation. Comme le rapporte Danesmand & al. [120], il est difficile de quantifier la
capacité d’encapsulation dans les SLN en raison notamment de la difficulté a séparer la phase
aqueuse des SLN, et aussi en raison de la faible solubilité des substances actives lipophiles
dans I'eau qui fausse les résultats de la quantification indirecte lorsque la substance active
expulsée ne se retrouve pas dans le surnageant.

I est donc difficile de conclure sur les résultats obtenus concernant la capacité
d’encapsulation des SLN, d’autres analyses sont nécessaires et d’autres méthodes de
séparations de la phase aqueuse des SLN doivent étre explorées (dialyse, colonne de
séparation ou encore lyophilisation [120]) pour pouvoir comparer aux résultats obtenus ici.
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D. Conclusion de I'étude et perspectives

Le but de cette étude est de développer et optimiser une méthode de préparation de
nanoparticules lipidiques solides permettant d’encapsuler des substances actives lipophiles
ou peu solubles dans l'eau, ici, la nifédipine. La méthode de préparation choisie est la
nanoprécipitation, et la formulation ne contient pas de tensioactif classique jugé trop irritant
en vue d’une application transdermique des SLN mais un polymére et de la PC. La méthode de
préparation ainsi que la formulation sont optimisées avec pour objectif d’obtenir des SLN
homogenes d’environ 100 nm et stables pendant minimum 24 heures.

La nanoprécipitation par injection de solvant est démontrée comme étant une méthode
simple et efficace pour obtenir des SLN. Les parametres opératoires tels que les
températures, le temps d’agitation ou la concentration lipidique sont optimisés pour réduire
la taille des SLN et les stabiliser. Les SLN sont préparées a partir de différents lipides et
polymeéres. En comparant les différents couples et ratios selon la taille et la stabilité des SLN
obtenues, trois formules sont sélectionnées. Celle-ci permettaient d’obtenir des SLN
inférieures a 100 nm pendant plus de 24 heures mais légerement plus polydisperses que les
formules précédentes en raison de I'ajout de phosphatidylcholine comme co-tensioactif qui
peut former des structures micellaires dans la dispersion aqueuse.

Ces trois formules sont ensuite analysées par microscopie optique a lumiére polarisée pour
vérifier I'expulsion de la substance active. Le Poloxamer 188 a qualitativement démontré qu’il
ne permet pas une bonne encapsulation de la substance active contrairement au PVP K30.
Concernant les lipides testés, le Précirol ATO 5® est mieux stabilisé dans le temps grace aux
polymeére contrairement a |’acide stéarique, sans différence au niveau de la taille des SLN a la
formation. La Figure 37 ci-dessous compare les résultats obtenus avant et aprés I'optimisation
des parametres et I'optimisation de la formule (en utilisant la formule optimisée contenant le
Précirol ATO 5 et le PVP K30).
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La formule optimisée contenant le Précirol ATO 5° et le PVP K30 a été analysée par HPLC pour
déterminer ['efficacité d’encapsulation et évaluer quantitativement la concentration de
nifédipine présente dans le surnageant. Les résultats de ces expériences ne permettent pas
d’apporter une réponse précise quant a I'efficacité d’encapsulation de cette formule : la
séparation entre la nifédipine expulsée contenue dans la phase aqueuse et les SLN est difficile.
D’autres expériences sont nécessaires pour séparer correctement les SLN de la phase
aqueuse.
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Conclusion

Dans cette thése, les systemes de transport et d'encapsulation nano-colloidaux ont été
décrits, en accordant une attention particuliére aux nanoparticules lipidiques solides (SLN)
comme systeme de délivrance de médicaments prometteurs [103]. Les systémes nano-
colloidaux sont largement explorés pour améliorer la solubilité, la biodisponibilité et
I'efficacité des médicaments et pour réduire leur toxicité et leurs effets secondaires
(amélioration de la tolérance médicamenteuse) [121]. Plusieurs méthodes de préparation et
de caractérisation des systémes nano-colloidaux ont été décrites dans la littérature [122].

Les SLN sont identifiées comme une classe particulierement intéressante de systémes nano-
colloidaux en raison de leur capacité a encapsuler une large gamme de molécules actives, de
leur stabilité améliorée par rapport aux autres systémes et de leur potentiel pour des
applications dans divers domaines de la médecine [59]. Dans cette thése, des approches de
formulation sont étudiées, ainsi que l'influence des parametres de formulation sur les
propriétés physico-chimiques et la performance des SLN.

De nombreux défis sont identifiés pour le développement et la mise en ceuvre des SLN en tant
gue systemes de délivrance de médicaments. La production a grande échelle est un défi
majeur, car il est nécessaire de maintenir la qualité, I'uniformité et la stabilité des SLN tout en
augmentant I'échelle de production [123]. Les techniques de fabrication actuelles sont encore
limitées en termes d'efficacité et de co(ts, et de nouvelles approches devront étre explorées
pour surmonter ces limitations [124].

La compréhension approfondie des mécanismes d'interaction entre les SLN et les systémes
biologiques est essentielle pour optimiser leur performance en tant que systémes de
délivrance de médicaments [125]. Les mécanismes d'interaction incluent la libération du
médicament, |'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination [126]. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre ces processus et concevoir des SLN
plus efficaces [127].

L'évaluation de la toxicité et de la sécurité des SLN est un aspect crucial pour garantir leur
acceptabilité clinique [66]. Bien que les SLN présentent généralement une toxicité réduite par
rapport aux autres systémes de délivrance de médicaments, il est important d'évaluer leur
toxicité a long terme et leur biocompatibilité, en particulier lorsqu'elles sont utilisées pour des
applications spécifiques, telles que I'administration ophtalmique ou la vaccination [128].

Les perspectives pour les SLN incluent I'exploration de nouvelles méthodes de préparation et
de caractérisation, le développement de formulations multifonctionnelles pour la délivrance
combinée de médicaments et I'amélioration de la précision du ciblage des SLN [129]. En outre,
I'intégration des SLN avec d'autres technologies émergentes, telles que la thérapie génique,
la médecine régénérative et les nanorobots, peut ouvrir de nouvelles voies pour la découverte
et le développement de traitements innovants [130].

En conclusion, cette thése a contribué a la compréhension des systemes de transport et
d'encapsulation nano-colloidaux, en mettant I'accent sur les nanoparticules lipidiques solides.
Les SLN ont été étudiées en termes de méthodes de formulation, de caractérisation et de
performance, ainsi que de défis et d'opportunités pour leur application dans le domaine
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médical [131]. Les résultats obtenus soutiennent le potentiel des SLN en tant que systéme de
délivrance de médicaments efficace et polyvalent, tout en soulignant les défis qui restent a
surmonter pour assurer leur succes clinique [132].

Les recherches futures devront se concentrer sur I'amélioration des méthodes de fabrication,
I'optimisation des interactions entre les SLN et les systemes biologiques, et |'évaluation de la
toxicité et de la sécurité a long terme [125]. Les travaux futurs devraient également envisager
I'intégration des SLN avec d'autres technologies émergentes pour exploiter leur potentiel dans
des applications médicales novatrices [133]. Enfin, l'accent devrait étre mis sur le
développement de formulations multifonctionnelles et de systemes de ciblage précis pour
maximiser |'efficacité des SLN en tant que systemes de délivrance de médicaments [134].
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Temps d’agitation
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Température du bain
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Concentration lipidique dans la phase finale
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I'influence et I'optimisation de la formule
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Changement du ratio lipide / polymére
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Annexe 3 : Graphiques représentant les résultats obtenus pour I'ajout
de la nifédipine dans les formules optimisées
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