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Depuis sa découverte dans les années 80 [1], le monoxyde d’azote (ou oxyde nitreux, NO) suscite 

un vif intérêt au sein de la communauté scientifique. Ce messager gazeux, radicalaire et ubiquitaire 

intervient en effet dans de nombreux processus physiologiques comme la vasodilatation, la migration 

cellulaire, la neurotransmission ou la réponse immunitaire [2]. Son homéostasie est cependant 

perturbée dans de nombreuses pathologies, notamment cardiovasculaires : athérosclérose, insuffisance 

cardiaque, infarctus… [3–5]. Ces pathologies touchent un nombre croissant de personnes, en 

particulier en Europe du fait du vieillissement de la population et des habitudes de vie. Elles ont des 

conséquences lourdes en termes de mortalité, mais également de morbidité et de coûts associés à la 

prise en charge [6].  

A l’heure actuelle, NO gazeux est utilisé en inhalation dans le traitement de l’hypertension 

artérielle pulmonaire [7]. Sa demi-vie est très courte (de l’ordre de la seconde [8]) et par conséquent il 

ne peut exercer qu’une action vasodilatatrice locale au niveau des vaisseaux pulmonaires. Il n’existe 

sur le marché qu’une poignée de molécules précurseurs de NO ayant une demi-vie suffisante pour 

permettre une action systémique. Elles appartiennent à la famille des nitrates organiques ou des 

sydnonymines et leur usage est limité à l’angine de poitrine (ou angor) et à l’insuffisance cardiaque. 

Leurs principales limitations sont un phénomène d’échappement thérapeutique (tolérance) et des 

problèmes de toxicité par induction d’un stress oxydant/nitrosant [9,10]. 

De nombreuses équipes de recherche s’intéressent à de nouvelles familles de composés, aux 

structures chimiques différentes, susceptibles d’activer les voies de signalisation NO-dépendantes sans 

présenter les inconvénients des médicaments existants. Les diazéniumdiolates (NONOates) et les  

S-nitrosothiols (RSNO) sont les principales familles étudiées [11,12]. Néanmoins, les RSNO sont 

susceptibles d’être moins toxiques, d’une part car certains RSNO existent de façon endogène et 

constituent les réservoirs physiologiques de NO [13] et d’autre part car l’administration de NONOates 

pourrait entraîner la production de nitrosamines cancérigènes [14]. Le potentiel thérapeutique de ces 

nouveaux précurseurs de NO est cependant restreint par leur manque de stabilité. Deux approches 

complémentaires sont possibles pour pallier ce problème : soit une modification chimique de la 

structure du composé, soit une « protection » du composé par une forme galénique appropriée. 

 

Ce travail s’inscrit en marge du projet NanoSNO « Formulation nanoparticulaire de S-nitrosothiols 

en vue d’améliorer la biodisponibilité de l’oxyde nitrique. Evaluation toxicologique et 

pharmacologique » soutenu par l’Agence Nationale de la Recherche de 2010 à 2013. L’un des sous-

objectifs de ce projet repose sur la synthèse de S-nitrosothiols dont la structure chimique comporte des 

modifications permettant d’augmenter leur stabilité et leur hydrophobie, les rendant ainsi plus adaptés 

à une potentielle utilisation clinique. Cependant, suite à des difficultés expérimentales importantes, 

jusqu’à présent seules deux molécules, ne présentant pas d’originalité, ont pu être synthétisées, 

purifiées et isolées : le S-nitrosoglutathion (GSNO) et la S-nitroso-N-acétylpénicillamine (SNAP). 

Leur encapsulation dans des formes galéniques micro- ou nano-particulaires (autre sous-objectif du 
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projet NanoSNO) s’est révélée délicate, de par leur faible stabilité et les conditions expérimentales 

parfois drastiques de leur préparation. 

 

Dans ce contexte, nous avons cherché à développer une formulation originale de ces RSNO et 

nous avons travaillé sur leur intégration à des implants et microparticules in situ [15,16]. Ces systèmes 

sont préparés simplement et injectés dans le tissu d’intérêt (en général en sous-cutané) sous forme de 

solution, de suspension ou d’émulsion. Leur élément principal est un copolymère d’acide lactique et 

glycolique (PLGA), qui est biocompatible et bioassimilable, insoluble dans l’eau. Une fois en contact 

avec les fluides aqueux de l’organisme, le polymère précipite au site d’injection, ce qui conduit à la 

formation d’une matrice solide incorporant le principe actif. Cette matrice sera progressivement 

dégradée dans l’organisme en libérant le principe actif. 

Le but principal de cette étude repose sur la démonstration de l’encapsulation de ces molécules 

dans les formulations in situ et l’apport de la preuve de concept d’une libération prolongée, tant in 

vitro, qu’in vivo après administration parentérale. 

 

La première partie de ce manuscrit est consacrée à l’état de l’art. Il s’agit dans un premier temps de 

revenir sur les avantages et les inconvénients des médicaments donneurs de NO existants et sur le 

potentiel thérapeutique de nouvelles molécules comme les RSNO (Article 1). Dans un deuxième 

temps, les mécanismes de libération physiologiques de NO à partir des RSNO sont exposés. A partir 

de cela, les modifications structurales susceptibles d’améliorer leurs propriétés physicochimiques 

(stabilité et demi-vie) tout en maintenant leur activité, ainsi que les formulations déjà présentées dans 

la littérature sont décrites (Article 2). Enfin, le dernier chapitre est consacré aux formes in situ étudiées 

dans ce travail : les mécanismes de formation, de dégradation des matrices et de libération de principes 

actifs à partir de telles formulations sont présentés, ainsi que les diverses optimisations possibles 

(Article 3). 

 

La deuxième partie correspond au travail expérimental. Le premier chapitre est consacré à l’étude 

physicochimique de GSNO (chef de file des RSNO) synthétisé, isolé et purifié grâce à notre 

collaboration avec le Pr R. Schneider (UMR 7274, ENSIC). Cette étude a permis de valider le 

protocole de préparation de ce RSNO ainsi que les méthodes d’analyses colorimétriques et 

chromatographiques (Article 4). Ceci permet de garantir l’utilisation d’un produit isolé et pur, de 

qualité pharmaceutique, pour les expériences suivantes. Cette démarche a été étendue aux autres 

RSNO étudiés au laboratoire et plus particulièrement au SNAP dans le cadre de cette thèse. 

Le deuxième chapitre porte sur l’incorporation de GSNO et SNAP dans des formes in situ de type 

implants et microparticules. Les résultats démontrent l’obtention d’une libération prolongée in vitro, 

influencée notamment par l’hydrophobie du principe actif (Article 5). Finalement, un effet systémique 

et prolongé de SNAP (Article 5) et de GSNO avec les formulations a été mis en évidence in vivo. 
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Le troisième chapitre explore une application future de ces systèmes in situ dans le traitement de 

l’infarctus du myocarde. Ainsi, leur injection directement au sein de la zone infarcie permettrait à la 

fois de libérer NO et d’accueillir des cellules au fur et à mesure de la dégradation de la matrice (par 

augmentation progressive de la porosité). Ceci serait favorable à la reconstruction post-infarctus. En 

premier lieu, une étude a été menée in vitro avec des implants in situ dont la porosité a été modulée 

afin de simuler des implants in situ tels qu’ils se structurent in vivo et également tels qu’ils deviennent 

au cours de leur dégradation. Ils ont été utilisés comme un modèle pour étudier la capacité à libérer des 

donneurs de NO et à être colonisés par des cellules. En parallèle, des expériences d’injections 

intramyocardiques ont été menées chez des rats sains ou souffrant d’un infarctus du myocarde. Les 

résultats présentés dans ce chapitre sont préliminaires mais semblent prometteurs. 

 

Ce manuscrit se termine par une discussion, présentant la justification du choix du sujet et de la 

méthodologie, avec la mise en évidence des biais potentiels. De plus, les résultats obtenus sont mis en 

parallèle de ceux de la littérature et les perspectives du travail sont évoquées. Enfin, une conclusion 

générale rappelle la problématique du travail et les réponses apportées. 
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1. GENERALITES SUR LES DONNEURS DE MONOXYDE D’AZOTE 

1.1.  Introduction 

1.1.1. Les maladies cardiovasculaires 

D’après l’Organisation Mondiale de la Santé, les maladies cardiovasculaires représentent la 

première cause de mortalité dans le monde, quel que soit le sexe [17]. En France, elles constituaient en 

2008 la seconde cause de décès, légèrement devancées par les tumeurs (Figure 1).  

Les maladies cardiovasculaires forment un groupe hétérogène de pathologies, aiguës ou 

chroniques, touchant les vaisseaux sanguins, le muscle ou les valves cardiaques. Les plus connues sont 

l’angine de poitrine, l’infarctus du myocarde, l’insuffisance cardiaque, les thromboses veineuses et les 

accidents vasculaires cérébraux. Elles représentent un coût humain et financier important. Rien que 

pour les Etats-Unis, les estimations de l’American Heart Association prévoient d’ici 2030 une 

augmentation de 10 % de leur prévalence (40,5 % de la population atteinte), de 61 % des coûts 

indirects (par perte de productivité, soit une facture de 276 milliards de dollars) et de 200 % des coûts 

directs (818 milliards de dollars) [18]. 

 

 
 

Figure 1 : Principales causes de mortalité en France en 2008, d’après les données de l’Institut National 

de Veille Sanitaire [19]. 
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Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires sont bien connus. Il s’agit d’une part de 

facteurs non contrôlables tels que l’âge, le sexe, l’ethnie et les antécédents familiaux ou personnels et 

d’autre part de facteurs modulables (hypertension artérielle, hypercholestérolémie, sédentarité, 

surpoids, consommation excessive d’alcool, tabagisme et stress). Ces derniers possèdent un 

dénominateur commun : ils provoquent une dysfonction endothéliale et participent ainsi à 

l’athérosclérose [20] (Figure 2). 

L’athérosclérose est une maladie vasculaire chronique de la paroi des artères, qui conduit à leur 

obstruction progressive. C’est un processus séquentiel complexe, initié dès l’enfance, mettant en jeu 

des réactions inflammatoires et prolifératives exacerbées en réponse à divers stimuli [21]. Parmi les 

différents acteurs impliqués, les cellules endothéliales jouent un rôle clé, et ce dès les premières étapes 

de l’athérosclérose. 

 

 

 
 

Figure 2 : Rôle de la dysfonction endothéliale dans la genèse des maladies cardiovasculaires, modifié 

d’après [22]. 
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1.1.2. L’endothélium vasculaire 

La monocouche de cellules endothéliales constituant l’endothélium vasculaire occupe une position 

stratégique à l’interface entre le sang (pôle apical) et les tissus environnants (pôle basal) (Figure 3). 

Longtemps considéré comme une simple barrière physique, l’endothélium vasculaire est en réalité un 

élément majeur de l’homéostasie vasculaire. 

 

 

 
 

Figure 3 : L’endothélium, une structure clé des vaisseaux sanguins (ici une artère), adapté d’après une 

image de la Fédération Française de Cardiologie [23]. 

 

Les cellules endothéliales vasculaires sont exposées en permanence à des stimuli chimiques 

(hormones, neurotransmetteurs) et mécaniques (contraintes de cisaillement). En réponse, elles 

sécrètent différentes substances modulant la vasomotricité, l’angiogenèse, la perméabilité vasculaire, 

l’hémostase et l’inflammation. La Figure 4 présente les différentes substances produites au niveau de 

l’endothélium modulant le tonus des cellules musculaires lisses avoisinantes (et donc la 

vasomotricité). En condition physiologique, la libération des facteurs de relaxation des cellules 

musculaires lisses (en particulier du monoxyde d’azote, NO) prédomine sur celle des facteurs de 

contraction.  
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Figure 4 : La modulation du tonus vasculaire par l’endothélium résulte de la synthèse et de la 

libération de vasodilatateurs (monoxyte d’azote NO, facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium 

EDHF, prostacycline PGI2) et de vasoconstricteurs (espèces réactives de l’oxygène ERO, thromboxane A2 

TxA2, endothéline-1 End-1, et conversion à la surface endothéliale de l’angiotensine-1 (Ang-1) en 

angiotensine-2 (Ang-2) par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA)). 

 

1.1.3. Le monoxyde d’azote 

Le monoxyde d’azote est un radical libre, gazeux et soluble, à très faible demi-vie [8]. Il est 

produit en continu au niveau des cellules endothéliales par une enzyme, l’endothelial nitric oxide 

synthase (eNOS), à partir de la L-arginine. Cette enzyme est active de façon constitutive mais peut être 

stimulée par différents agonistes comme par exemple la thrombine [24], l’adénosine 5’-diphosphate 

[25] ou les kinines [26]. Néanmoins, le principal stimulus de cette production basale de NO semble 

être la contrainte de cisaillement exercée par le flux sanguin [27–29]. Hecker et coll. ont par exemple 

observé une diminution du taux basal de NO lorsque des cellules endothéliales sont cultivées ex vivo 

sans contrainte mécanique [30]. 

 

Le monoxyde d’azote exerce de multiples effets au niveau vasculaire (Figure 5). Comme évoqué 

précédemment, il intervient dans le maintien du tonus basal en relaxant les cellules musculaires lisses 

vasculaires [31]. Il possède de plus des propriétés anti-athérogéniques : il agit par exemple sur les 

plaquettes, non seulement en inhibant l’adhésion, l’activation, la sécrétion du contenu des granules et 

l’agrégation des plaquettes, mais encore en facilitant leur désagrégation [32]. NO prévient également 

le chimiotactisme des monocytes [33], inhibe l’adhésion des leucocytes à l’endothélium [34] ainsi que 

la migration [35] et la prolifération [36] des cellules musculaires lisses. Ceci limite la prolifération 
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néointimale survenant après un traumatisme vasculaire. Combiné à son effet stimulant sur la migration 

et la prolifération des cellules endothéliales [37], ceci suggère un rôle de NO dans la réparation des 

vaisseaux. Par ailleurs, ce radical, à concentration physiologique, présente des propriétés anti-

inflammatoires, notamment en diminuant la perméabilité vasculaire [38], en inhibant la dégranulation 

des neutrophiles [39] et des mastocytes [40], ou encore en inhibant la production de cytokines 

immuno-modulatrices (interleukines IL-12 et IL-1) par les macrophages [41]. Enfin, il exerce un effet 

antioxydant de par sa capacité à capter les radicaux libres [42] comme l’anion superoxyde (O2
•-) [43] 

ou à inhiber leur production [44]. NO agit via différentes voies de signalisation : ce point sera évoqué 

en détail par la suite. 

 

 

 
 

Figure 5 : Représentation schématique des différents effets du monoxyde d'azote sur les cellules 

sanguines et sur celles de la paroi vasculaire, modifiée d’après [45]. NADPHox : NADPH oxydases, O2
•- : 

anion superoxyde. 

 

 

Les concentrations physiologiques de NO sont généralement considérées comme étant de l’ordre 

du pico- ou nano-molaire [46]. Au-delà (micro-molaire), par exemple suite à l’induction inappropriée 

de l’isoforme enzymatique iNOS ou dans un environnement soumis à un stress oxydant, NO peut 

favoriser l’inflammation et amplifier le stress [47]. 
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1.2.  Article 1 : « Quel avenir en thérapeutique cardiovasculaire pour le 

monoxyde d’azote et ses dérivés ? »  

 

Les maladies cardiovasculaires représentent un challenge thérapeutique majeur, tant d’un point de 

vue humain que financier. La dysfonction endothéliale constitue l’élément pivot de ces pathologies. 

Elle est essentiellement associée à une diminution de la production et/ou de la disponibilité de 

NO [20]. Sa très faible demi-vie restreint son utilisation directe en thérapeutique. Cependant, toute 

molécule susceptible de délivrer NO ou d’agir au niveau de ses cibles représente donc une avancée 

thérapeutique importante. Néanmoins, cette stratégie thérapeutique doit être appliquée avec prudence, 

car des concentrations de NO trop importantes peuvent être responsables d’effets délétères [47]. 

 

L’Article 1 constitue une revue bibliographique parue dans les Annales Pharmaceutiques 

Françaises. Après un bref rappel sur NO et sa physiopathologie, cette revue s’intéresse aux rares 

médicaments donneurs de NO sur le marché et plus particulièrement aux nitrates organiques. Ces 

molécules sont utilisées depuis un siècle dans le traitement symptomatique de l’angine de poitrine et 

souffrent, malgré leur efficacité, d’inconvénients majeurs comme un phénomène d’échappement 

thérapeutique ou l’instauration d’un stress oxydant et nitrosant. Cet article se termine par une 

ouverture vers de nouvelles pistes de composés prodrogues de NO, tels que les S-nitrosothiols 

(RSNO). 
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1.3.  Conclusion 

Dans l’Article 1, les avantages et les inconvénients des dérivés nitrés, donneurs de NO 

commercialisés depuis 100 ans, ont été exposés.  

Le développement de nouvelles familles de donneurs de NO avec des effets bénéfiques égaux ou 

renforcés et ne provoquant pas de phénomène d’échappement thérapeutique ni de stress oxydant 

constitue un défi, particulièrement important dans un contexte d’augmentation de la prévalence des 

maladies cardiovasculaires. Plusieurs pistes (nitrates inorganiques, RSNO, NONOates…) ont été 

évoquées : la réactivité de ces familles de composés est potentiellement différente, ce qui peut 

conduire à l’activation de plusieurs voies de signalisation NO-dépendantes. Ces points seront 

présentés plus en détail dans la section suivante, en particulier en ce qui concerne les S-nitrosothiols. 

Enfin, le problème de la formulation galénique des molécules sera abordé. 
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2. VOIES DE SIGNALISATION ET DONNEURS DE NO 

2.1.  Trois grands types de signalisation 

Comme abordé dans l’Article 1, étant donné sa très faible demi-vie, NO ne peut pas être stocké tel 

quel, et doit en conséquence, soit être synthétisé « à la demande », soit former des adduits plus stables 

afin d’exercer ses effets biologiques spécifiques. Ainsi, trois grands types de modifications des 

protéines par NO ont été identifiés à l’heure actuelle (Figure 6). 

 

 
Figure 6 : Impact de NO et ses dérivés sur les protéines de la signalisation cellulaire. 

 

D’une part, la S-nitrosylation est la réaction de NO ou de ses dérivés avec les métaux de transition. 

L’exemple le plus connu est la liaison de NO avec l’atome de fer du groupement hème de l’enzyme 

guanylate cyclase soluble (GCs), ce qui augmente son activité plus de 200 fois [48]. La GCs catalyse 

la transformation du triphosphate de guanosine en 3’-5’ monophosphate de guanosine cyclique. Ce 

second messager atteint de nombreuses cibles (protéines kinases G, canaux ioniques liés aux 

nucléotides cycliques et phosphodiestérases), ce qui explique que cette voie de signalisation soit 

impliquée dans la majorité des fonctions physiologiques de NO. Un autre exemple de S-nitrosylation 

est la liaison de NO avec le fer héminique de la cytochrome c oxydase. Compétitive avec la liaison de 

l’oxygène, elle permet la régulation de la consommation en oxygène au niveau de la mitochondrie 

[49]. 

D’autre part, la réaction de S-nitrosation est la modification covalente de groupements thiols par 

NO et forme des S-nitrosothiols. Elle peut se produire au niveau des groupements thiols de composés 

de faible masse molaire comme le glutathion, ou avec des fonctions thiols présentes dans des protéines 

(ex : l’albumine) au niveau des acides aminés de type cystéine. Cette modification redox réversible est 

désormais reconnue comme une modification post-traductionnelle des protéines aussi importante que 

la phosphorylation et une voie majeure de signalisation liée au NO [50]. Les protéines susceptibles 
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d’être S-nitrosées peuvent être impliquées dans la fonction cellulaire normale (ex : trafic intracellulaire 

des protéines [51], contractibilité musculaire [52], apoptose [53], circulation sanguine [54]) et/ou dans 

des situations pathologiques variées (ex : diabète [55], pathologies neurologiques [56], cancers [57]). 

Il est important de faire remarquer que dans la littérature anglophone, il est souvent (de façon 

impropre) fait référence à la S-nitrosation par le terme de S-nitrosylation. 

Enfin, NO appartient au groupe des espèces réactives de l’azote. Il peut subir une interconversion 

en cation nitrosonium (NO+) ou anion nitroxyl (NO-) [58]. Il peut également réagir avec des espèces 

réactives de l’oxygène. Par exemple, sa réaction avec l’anion superoxyde (O2
•-) conduit à la formation 

de l’anion peroxynitrite (ONOO-), qui peut ensuite générer de l’acide peroxynitreux (HOONO), 

espèce instable et fortement oxydante. Le peroxynitrite peut réagir avec les acides aminés des 

protéines (ex : oxydation des cystéines, nitration des tyrosines [59]). L’éventuel rôle physiologique de 

la nitration des protéines n’est pas encore élucidé, même s’il pourrait concerner la régulation du  

turn-over des protéines [60]. Par contre, la présence de protéines aux résidus tyrosines nitrés a été mise 

en évidence dans de nombreuses pathologies, y compris l’athérosclérose, l’infarctus du myocarde, la 

myocardite, le diabète et les maladies neurodégénératives ou inflammatoires [61]. Il peut aussi oxyder 

des lipides, comme les lipoprotéines de faible densité [62] ou initier la réaction en chaîne de 

peroxydation lipidique au niveau des membranes [63]. A l’inverse, NO permet la terminaison de cette 

réaction en chaîne [49]. De plus, le peroxynitrite peut endommager l’ADN, en modifiant les bases ou 

les sucres [64]. Finalement, l’exposition au peroxynitrite peut déclencher la mort cellulaire, soit par 

apoptose, soit par nécrose [65]. 

 

Des rôles clés de NO ont été identifiés dans quasiment tous les systèmes physiologiques chez les 

Mammifères. Cette molécule de signalisation multifonctionnelle est atypique, car son action dépend de 

modifications des peptides et protéines et non d’une simple interaction de type « clé-serrure ». Par 

conséquent, l’activité biologique de NO est déterminée par sa réactivité chimique. De plus, de 

nombreuses réactions de compétition entre NO et les espèces dérivées de NO sont possibles. Elles sont 

potentiellement influencées par les changements de l’environnement (pH, potentiel redox…). Etant 

donnée la complexité de la chimie de l’azote, la réactivité exacte des donneurs de NO, et donc la/les 

voie(s) de signalisation impliquée(s) sont encore mal définies et sujettes à discussion dans la littérature 

[66–68]. Par conséquent, l’expression « donneur de NO » communément utilisée dans la littérature 

pour désigner différentes classes comme les nitrates organiques, les diazénium diolates (NONOates), 

les RSNO, etc., est controversée [69]. Elle représente vraisemblablement un raccourci, car il est peu 

probable que tous ces composés libèrent la(les) même(s) espèce(s) chimique(s). Ceci est important car 

cette réactivité chimique peut conduire à des différences dans les voies de signalisation activées ou 

réprimées et donc dans les effets thérapeutiques/ secondaires de ces composés. L’expression « donneur 

de NO » sera néanmoins utilisée dans cette thèse car la plus communément admise dans la littérature. 
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2.2.  Article 2 : « S-nitrosation/denitrosation in cardiovascular pathologies: 

facts and concepts for the rational design of S-nitrosothiols » 

Au cours des dernières années, l’importance physiopathologique de la S-nitrosation a 

progressivement été reconnue comme égale, voire supérieure, à celle de la S-nitrosylation. La revue 

suivante (Article 2 paru dans Current Pharmaceutical Design) fait le point sur ce processus majeur, 

avec un intérêt particulier pour les pathologies cardiovasculaires. La S-nitrosation, c’est-à-dire la 

formation de S-nitrosothiols, constitue une des modifications post-traductionnelles des protéines. Sa 

régulation dépend en partie de réactions de transnitrosation (déplacement du groupement NO d’un 

nitrosothiol vers une fonction thiol libre) et de dénitrosation. Par conséquent, dans une première partie 

de cette revue, deux familles enzymatiques impliquées dans les réactions de 

transnitrosation/dénitrosation sont étudiées : les thiorédoxines et les protéines disulfures isomérases. 

Or, comme il sera décrit, les RSNO présentent un grand potentiel thérapeutique (démontré chez 

l’animal et chez l’Homme) avec vraisemblablement peu ou pas de toxicité, puisqu’ils constituent le 

réservoir endogène de NO. Néanmoins, la faible stabilité de la liaison S-N (en particulier face aux 

enzymes dénitrosantes) constitue un obstacle majeur à leur utilisation en thérapeutique. La deuxième 

partie de la revue est donc consacrée aux stratégies pour améliorer la stabilité de ces composés, d’une 

part par des modifications adéquates de leur structure chimique et d’autre part par leur intégration dans 

des formes galéniques. 
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2.3.  Conclusion : le choix des S-nitrosothiols comme donneurs de NO 

Près de 1000 protéines S-nitrosables ont été identifiées à l’heure actuelle et ce processus revêt une 

grande importance physiologique [50]. Il est finement régulé, d’une part car parmi les multiples 

résidus cystéines disponibles au sein d’une protéine, seulement certains sont modifiés ; et d’autre part 

car il existe en parallèle des moyens de déplacer ces modifications (transnitrosation) ou de les annuler 

(dénitrosation).  

Les S-nitrosothiols de faible masse molaire comme le S-nitrosoglutathion sont en équilibre avec les 

S-nitrosothiols protéiques et constituent le réservoir de NO de l’organisme. Grâce à leur existence 

physiologique, le risque de toxicité après apport exogène de ces composés est faible. De plus, ils ne 

provoquent pas de phénomène d’échappement thérapeutique contrairement aux dérivés nitrés 

(Figure 7). 

 

 
 

Figure 7 : Rationnel du choix des S-nitrosothiols comme donneurs de NO en comparaison aux dérivés 

nitrés. 

 

 

Les RSNO représentent donc un choix logique pour le développement de nouveaux donneurs de 

NO. Il est possible d’obtenir ces composés endogènes par synthèse chimique, mais aussi de modifier 

leur structure ou de créer de nouveaux composés. Le potentiel thérapeutique est énorme, en particulier 

dans le domaine cardiovasculaire. 
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Le RSNO « idéal » devrait posséder les caractéristiques suivantes : 

 Disponible en quantité suffisante et peu coûteux et/ou facile à synthétiser et à isoler (facilité de 

manipulation et de stockage) avec une haute pureté (et un profil d’impuretés bien caractérisé) ; 

 Plutôt hydrophobe (augmentation de la pénétration à l’intérieur des cellules et également plus 

grande facilité de formulation) ; 

 Demi-vie suffisante pour l’application thérapeutique visée ; 

 Toxicité faible ou nulle ; 

 Effet biologique important. 

Par conséquent, la conception rationnelle de la structure chimique de ces composés doit intégrer de 

nombreux objectifs parmi lesquels l’amélioration de la stabilité de la liaison S-N. Un des sous-

objectifs du projet NanoSNO devait permettre de synthétiser de nouvelles molécules répondant au 

cahier des charges établi, en particulier en termes de stabilité et d’hydrophobie. Cependant, seules 

deux molécules ont pu être isolées et purifiées à ce jour : S-nitrosoglutathion et S-nitroso-N-

acétylpénicillamine.  

Cette approche est complémentaire de la recherche d’une forme galénique adaptée. Celle-ci doit 

permettre de protéger les RSNO de l’action des systèmes enzymatiques de 

transnitrosation/dénitrosation tout en assurant leur libération contrôlée, de façon à mimer la libération 

physiologique de NO. 
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3. FORMULATION DES S-NITROSOTHIOLS 

3.1.  Introduction 

Un des objectifs de la formulation galénique repose sur l’optimisation de la disponibilité du 

principe actif, pour assurer la meilleure efficacité à la dose la plus faible, favoriser l’observance du 

patient en permettant de diminuer le nombre de prises et améliorer la tolérance. 

Dans la section précédente, l’Article 2 a présenté les différentes approches galéniques ayant été 

testées pour la formulation de RSNO : polymères de RSNO, formulations polymériques dont celles 

sous forme de matrices. Trois voies d’administration sont principalement concernées : voie inhalée, 

voie topique et voie parentérale. Dans la majorité des cas, l’application visée est dans le domaine 

cardiovasculaire : diminution de la pression artérielle, inhibition de l’activation et de l’agrégation des 

plaquettes, diminution de la prolifération néo-intimale, augmentation du flux sanguin local. La voie 

parentérale peut alors être privilégiée pour l’administration de formulations à libération plus ou moins 

prolongée de NO. 

En effet, la voie parentérale, bien que parfois mal acceptée par les patients, présente de nombreux 

avantages d’un point de vue pharmaceutique. D’une part, elle permet un effet rapide du principe actif. 

D’autre part, l’effet de premier passage hépatique est évité. Par rapport à la voie orale, elle évite la 

dégradation ou la rétention du principe actif au niveau du tractus digestif. Enfin, des formes permettant 

une libération prolongée du principe actif peuvent être utilisées. Elles permettent de diminuer le 

nombre de prises tout en maintenant la concentration plasmatique du médicament dans la zone 

thérapeutique, sans fluctuations comme observé lors d’administrations répétées de formes à libération 

immédiate. Ceci est sans doute important dans le cadre de la libération de NO, car il est désormais 

bien connu que le NO, à faible ou forte concentration (ex : nM vs mM) et en fonction de 

l’environnement peut exercer des effets différents. 

Un des moyens d’obtenir une libération prolongée par voie parentérale est d’incorporer les 

molécules dans des matrices polymériques, par exemple sous forme d’implants ou de microparticules. 

En plus d’une libération prolongée, ces systèmes permettent également de protéger le principe actif. 

Les polymères utilisés peuvent être naturels ou synthétiques. Historiquement, les polymères naturels 

ont été les premiers développés. Ils sont attractifs car existant de façon endogène dans un organisme 

vivant, facilement disponibles, assez peu coûteux et pouvant subir des modifications chimiques. 

Cependant, les polymères synthétiques ont progressivement gagné en popularité grâce à leurs 

avantages : haute pureté, meilleure reproductibilité d’un lot à l’autre, absence de risque immunogène. 

Les polyesters aliphatiques synthétiques, en particulier les poly(α-hydroxyacides) comme le 

poly(lactide) (PLA), le poly(glycolide) (PGA) et leurs copolymères (PLGA), sont largement employés 

dans des applications de libération contrôlée de substances pharmaceutiquement actives. Ils sont 

biorésorbables et bioassimilables [70] : les chaînes de polymère sont totalement dégradées par 
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hydrolyse et les produits de dégradation, l’acide lactique et/ou l’acide glycolique, sont éliminés après 

métabolisation en eau et dioxyde de carbone via le cycle de Krebs (ou directement dans le cas de 

l’acide glycolique) [71]. Par conséquent, il n’est pas nécessaire de procéder à un retrait chirurgical de 

ces systèmes, ce qui améliore la compliance des patients. De plus, ces polymères ont montré une 

excellente biocompatibilité depuis le début de leur usage comme sutures résorbables chez l’Homme 

dans les années 60 [72]. Cette propriété, en plus des possibilités de modulation de leur temps de 

dégradation et de leurs propriétés mécaniques, a conduit à leur autorisation réglementaire pour la 

libération contrôlée de principes actifs (Tableau 1). 

 

 

Tableau 1 : Polyesters aliphatiques : exemples de formulations parentérales pour la délivrance 

prolongée de substances pharmaceutiques autorisées sur le marché français. IM : intramusculaire ; SC : 

sous-cutanée. 

Produit Laboratoire 
Forme  

(voie d’ 
administration) 

Principe actif Indications 
principales 

Fréquence 
d’injection 

Somatuline LP Ipsen 
Pharma 

Microparticules 
(IM) 

Lanréotide 
acétate 

Acromégalie/ 
Tumeur carcinoïde 

Toutes les 2 
semaines 

Sandostatine LP Novartis 
Pharma 

Octréotide 
acétate 

Acromégalie/ 
Tumeurs endocrines 

digestives 
Tous les mois 

Risperdalconsta 
LP  

Janssen 
Cilag  Rispéridone  Schizophrénie  Toutes les 2 

semaines 

Salvacyl LP Ipsen 
Pharma 

Triptoréline 
pamoate 

Paraphilie Tous les 3 
mois 

Decapeptyl LP 

Cancer de la prostate 

Tous les 1, 3 
ou 6 mois 

Enantone LP Takeda Microparticules 
(IM ou SC) 

Leuproréline 
Tous les mois Gonapeptyl LP Ferring SAS Triptoréline 

acétate 

Zoladex Astra 
Zeneca Implant 

préformé 
injectable (SC) 

Goséréline 
acétate 

Tous les 1 ou 
3 mois 

Bigonist Sanofi Buséréline 
acétate 

Tous les 2 
mois 

Eligard Astellas 
Pharma 

Solution 
injectable (SC) : 
implant in situ 

Leuproréline 
acétate 

Tous les 1, 3 
ou 6 mois 
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3.2.  Formulations in situ 

Les formulations de type in situ représentent une approche intéressante pour une formulation 

parentérale à libération prolongée. En effet, elles sont administrées de façon peu invasive (injection 

d’une formulation liquide), ce qui permet de limiter la douleur : ceci est donc mieux accepté par les 

patients.  

Les formulations in situ sont des solutions polymériques contenant le principe actif, qui subissent 

après injection dans l’organisme des modifications physicochimiques, aboutissant finalement à la 

formation d’un implant semi-solide ou solide capable de libérer la substance active de façon 

prolongée. Trois mécanismes de formation sont généralement distingués (Figure 8) : 

 Précipitation in situ : le polymère est insoluble dans les conditions physiologiques et sa 

précipitation se fait par séparation de phase, transition sol-gel à température physiologique ou 

en réponse à un changement de pH ; 

 Réticulation in situ : la réticulation chimique des chaînes de polymère est initiée par un 

changement de température, de concentration ionique, par photo-irradiation ou par la présence 

d’enzymes ; 

 Solidification in situ : il s’agit de systèmes thermodurcissants qui se solidifient lorsqu’ils sont 

refroidis à la température corporelle, ou de cristaux liquides lyotropes, qui s’auto-assemblent 

en solution aqueuse. 

Par rapport aux implants et microparticules classiques, les formulations in situ permettent un 

contact optimal avec les tissus environnants puisque le dépôt final s’adapte à l’espace disponible. 

 

 

 
 

Figure 8 : Représentation schématique du principe de formulations in situ et des trois mécanismes 

permettant la formation d’une matrice polymérique solide ou semi-solide au site d’injection, adaptée 

d’après [73]. 
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Le système in situ « idéal » devrait satisfaire aux conditions suivantes : 

 Avoir une faible viscosité (pour faciliter l’injection et diminuer la douleur) ; 

 L’ajout du principe actif doit être possible par simple mélange ; 

 Les excipients doivent être biocompatibles ; 

 Le principe actif doit être stable dans le système ; 

 Le système doit présenter une libération du principe actif dans les premiers temps (burst) 

minimale ; 

 Le système doit permettre une libération prolongée du principe actif. 

Parmi ces systèmes, ce travail s’intéresse à des formulations à base de poly(lactide-co-glycolide) 

(PLGA), générant un dépôt par précipitation in situ. D’une part, ce sont les premières formulations 

in situ à avoir été décrites [15,74]. D’autre part, deux ont été mises sur le marché (Atridox et Eligard, 

uniquement Eligard en France). Enfin, l’équipe d’accueil possède une expertise dans ces formulations 

innovantes [75]. 
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3.3.  Article 3 : « PLGA in situ implants formed by phase inversion: critical 

physicochemical parameters to modulate drug release » 

L’Article 3, paru dans Journal of Controlled Release, est une revue consacrée exclusivement aux 

implants in situ à base de PLGA, formés par précipitation du polymère lors de l’échange solvant/non-

solvant. Les mécanismes de libération de principe actif à partir de matrices polymériques à base de 

PLGA sont connus comme complexes (Figure 9). 

 

 
Figure 9 : Représentation schématique de la complexité des procédés physicochimiques ayant lieu 

dans les matrices PLGA et ayant pour conséquence la libération de principe actif, adaptée d’après [76]. 

L’influence de chaque procédé physicochimique sur la libération de principe actif et sur les autres 

procédés est représentée par des flèches, qui dans certains cas pointent dans les deux directions. 

 

 

L’Article 3 a pour but de faire le point sur les principales étapes de vie des implants in situ et leur 

influence sur la libération de principe actif. Cette base théorique permet ensuite de comprendre en quoi 

les différents paramètres de la formulation peuvent être modifiés pour moduler la formation et la 

dégradation de la matrice polymérique ainsi que la libération de principe actif. 
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3.4.  Conclusion 

De nombreuses formulations à base de PLGA précipitant in situ ont été développées depuis leur 

découverte dans les années 1990. Les principes actifs incorporés présentent des propriétés 

physicochimiques variées (masse molaire, coefficient de partage, constante d’ionisation). Néanmoins, 

seulement deux formulations ont pour l’instant été mises sur le marché. Ceci s’explique en partie par 

la nécessité d’optimiser la formulation pour chaque principe actif/application visée, ce qui peut 

demander un investissement financier et temporel important, étant donné les nombreux paramètres 

pouvant être modulés. 

Cependant, ces formulations pourraient représenter une approche viable pour la délivrance 

prolongée de RSNO car le procédé d’incorporation du principe actif est simple, doux et se fait de 

façon extemporanée, ce qui est favorable dans le cadre de molécules sensibles.  
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4. OBJECTIF DU TRAVAIL EXPERIMENTAL 

Le but de ce travail est donc de démontrer la faisabilité de l’utilisation de formulations in situ à 

base de PLGA pour améliorer la biodisponibilité des RSNO. 

Un travail de thèse précédemment réalisé au sein de l’équipe (thèse de Javier Camargo soutenue en 

2010) avait consisté à optimiser des formes in situ de type implants ou microparticules pour la 

libération prolongée d’ivermectine (un antiparasitaire lipophile pour une application vétérinaire), en 

faisant varier différents paramètres (type de polymère et sa concentration, type de solvant, ratio phase 

interne/phase externe pour les microparticules). Ces travaux préliminaires, même s’ils ne portent pas 

sur un RSNO, ont permis de fixer des paramètres de formulation qui seraient applicables à nos 

molécules. En effet, une libération prolongée sur 30 jours in vitro (7 jours in vivo) a été obtenue pour 

ce principe actif lipophile (logP = 3,2) avec une faible libération initiale (burst). Comme l’un des 

objectifs du drug design effectué sur les RSNO était d’augmenter l’hydrophobie des molécules pour 

atteindre des coefficients de partage de cet ordre de grandeur, il a été décidé de se baser sur les 

résultats optimisés pour l’ivermectine pour sélectionner les paramètres des formulations testées pour 

les RSNO. Par conséquent, un seul type de polymère a été retenu pour ce travail (PLGA 50 :50, Mw 

7 000 – 17 000 g/mol), à une concentration donnée (20 % m/m dans la solution polymérique), en 

conservant cependant deux types de formulations (implants ou microparticules) et deux solvants 

différents (N-méthyl-2-pyrrolidone, NMP et triacétine, TA). Deux RSNO ont été incorporés à ces 

formulations (GSNO et SNAP). En effet, les expériences de drug design n’ont pas abouti à d’autres 

composés, essentiellement à cause de problèmes de pureté et d’isolement des molécules obtenues. 

 

Le travail expérimental doit donc répondre à la question : les formulations in situ sont-elles 

adaptées aux RSNO ? Pour cela, les sous-objectifs soulevés sont les suivants : 

 Les formulations in situ permettent-elles de libérer de façon prolongée les RSNO in vitro ? 

 Est-ce que le profil de libération dépend de l’hydrophobie de la molécule ? 

 De quelle façon le type de formulation (ISI, ISM) et le type de solvant (NMP, TA) 

influencent-ils la libération des RSNO ? 

 Existe-t-il une différence en termes de formation de la matrice, de structure de celle-ci et 

de vitesse de dégradation entre l’in vitro et l’in vivo ? 

 Les formulations in situ permettent-elles de libérer de façon prolongée les RSNO in vivo ? 

 L’effet produit est-il local ou systémique ? 

 La libération (en termes d’effet ou de concentrations en espèces circulantes) est-elle plus 

prolongée in vivo avec les ISM qu’avec les ISI ? 

Pour répondre à ces différentes problématiques, le travail expérimental a consisté dans un premier 

temps à vérifier la pureté des RSNO isolés obtenus. Dans un deuxième temps, ils ont été incorporés 
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aux différentes formulations in situ et leur libération in vitro a été étudiée. Les formulations à base de 

NMP ont été sélectionnées pour les expériences in vivo. Une caractérisation des formulations 

(morphologie, dégradation du polymère) a été effectuée et a permis de mettre en évidence des 

différences entre les formulations et entre les environnements in vitro/in vivo. 
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1. SYNTHESE ET CONTROLE QUALITE DES S-NITROSOTHIOLS 

1.1.  Article 4 : « A complete physicochemical identity card of S-nitroso-

glutathione » 

Ainsi que précédemment mentionné, la synthèse de S-nitrosothiols comme le GSNO « à façon », 

c’est-à-dire directement par les utilisateurs, est assez aisée (une seule étape). Ceci entraîne la 

multiplication des protocoles dans la littérature (ratio thiol/nitrite, temps et température d’incubation, 

etc.), qui ne comprennent que rarement une étape de purification. De plus, le contrôle qualité de la 

molécule obtenue, quand il existe, est souvent limité à la mesure de son absorbance à une longueur 

d’onde variant de 330 à 340 nm selon les auteurs pour GSNO. Cependant, les produits de réaction, les 

intermédiaires réactionnels ou les produits de dégradation peuvent modifier la pureté, la stabilité et/ou 

l’activité du RSNO obtenu. De plus, pour envisager une application thérapeutique, il est vital que le 

composé actif soit parfaitement défini et caractérisé. Aussi, alors que le drug design semble constituer 

l’un des piliers de l’amélioration des RSNO, il est nécessaire de pouvoir évaluer la qualité et la pureté 

des produits obtenus. 

En conséquence, un protocole de synthèse du GSNO avec étapes de précipitation et de purification a 

été mis en place, ainsi qu’un contrôle qualité de la molécule obtenue, à la fois par mesure de 

l’absorbance à 334 nm, par la méthode de Saville-Griess et par chromatographie liquide haute 

performance (Article 4, paru dans Current Pharmaceutical Analysis). 
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1.2.  Conclusion 

Le travail présenté dans l’Article 4 nous a permis de standardiser le procédé de synthèse, isolement 

et purification permettant d’obtenir un principe actif parfaitement contrôlé. 

Malgré le travail engagé dans la tâche 2 du projet NanoSNO se concentrant sur le design et la 

synthèse de nouveaux RSNO, un seul autre RSNO a pu être synthétisé, isolé et purifié : la S-nitroso-N- 

acétylpénicillamine (SNAP). Il n’y a donc eu au final que deux RSNO disponibles pour ce travail. De 

façon intéressante, ils présentent des caractéristiques assez différentes : d’une part GSNO existe de 

façon endogène alors que SNAP est purement synthétique, d’autre part la structure de GSNO est basée 

sur un cœur cystéine contre un cœur pénicillamine pour SNAP. De plus, leurs propriétés 

physicochimiques diffèrent également : GSNO est plus hydrophile (coefficient de partage calculé, 

clogP = - 2,7 vs + 0,08 pour SNAP) et vingt fois plus stable in vitro, ce qui sous-entend une réactivité 

différente. Enfin, en conditions ex vivo, GSNO est un vasodilatateur plus puissant (cf. Article 2). Ces 

deux composés sont les deux chefs de file (endogène et non endogène) de la famille des RSNO et ont 

déjà été largement utilisées dans la littérature. Bien qu’elles ne soient pas aussi innovantes ni aussi 

hydrophobes que le cahier des charges initial le prévoyait, elles ont cependant été formulées dans les 

implants et microparticules in situ. 
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2. S-NITROSOTHIOLS INCORPORES DANS DES FORMULATIONS 

IN SITU 

2.1. Introduction 

GSNO et SNAP ont donc été incorporés dans des formulations in situ. Le copolymère qui a été 

retenu pour l’ensemble des études est un PLGA (ratio lactide/glycolide 50 : 50) de faible masse 

molaire (7 000-17 000 g/mol) aux extrémités de chaîne protégées par des groupements éthers d’alkyle. 

Dans un premier temps, la preuve de concept d’une libération prolongée in vitro des RSNO a été 

apportée. En parallèle, l’impact du solvant (N-méthyl-2-pyrrolidone, NMP ou triacétine, TA) et du 

type de formulation (implants ou microparticules in situ) a été étudié (Article 5). Dans un deuxième 

temps, la preuve de concept d’un effet in vivo prolongé a été apportée, pour SNAP (Article 5) et pour 

GSNO (résultats complémentaires), en suivant la pression artérielle des animaux après injection grâce 

à un système de télémétrie (projet « SNOtélém » approuvé par le Comité Régional d’Ethique). Afin 

d’aider à la compréhension, le paragraphe suivant présente brièvement les déterminants de la pression 

artérielle et le principe de la télémétrie. 

 

2.2.  Pression artérielle et télémétrie 

La pression artérielle est nécessaire pour la circulation du sang et donc pour les apports en 

nutriments et l’évacuation des déchets des différents organes. Il s’agit d’une force exercée sur une 

surface : elle maintient les parois artérielles distendues, ce qui permet l’écoulement du sang et donc la 

perfusion des différents organes. La pression artérielle est régulée par différents systèmes, à court, 

moyen ou long terme [77]. 

Durant le cycle cardiaque, la pression artérielle oscille entre une valeur maximale, la pression 

artérielle systolique (Psys) et une valeur minimale, la pression artérielle diastolique (Pdia). Le niveau de 

pression artérielle est généralement décrit grâce à la pression artérielle moyenne (MAP). Néanmoins, 

celle-ci ne tient pas compte du caractère pulsatile du débit cardiaque. On lui associe donc un autre 

paramètre, la pression artérielle pulsée (PAP). Elles peuvent être représentées et estimées de la façon 

suivante (Figure 10) : 
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Figure 10 : Représentation schématique de la pression artérielle: composante continue et pulsatile, 

d’après [77]. 

 

Les pressions artérielles moyenne et pulsée dépendent en partie du diamètre des vaisseaux 

sanguins (Figure 11). Comme NO est un vasodilatateur, les donneurs de NO comme les RSNO 

exercent également une action vasodilatatrice [78]. Leur libération à partir des formulations in situ 

devrait donc se traduire par une diminution des valeurs de pressions artérielles. 
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Figure 11 : Déterminants des pressions artérielles moyenne et pulsée.  Une vasorelaxation du lit 

artériel diminuerait la résistance périphérique totale (ce qui se traduirait par une diminution de la MAP) 

et une vasorelaxation du lit veineux diminuerait le retour veineux et donc le volume d’éjection systolique 

(impact sur la MAP et sur la PAP). 

 

Il existe différentes méthodes pour mesurer la pression artérielle chez un rongeur (Tableau 2).  

 

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des différentes méthodes de mesure de pression artérielle chez 

le rat. 

Méthodologies Pléthysmographie 
(manchon caudal) Cathétérisme artériel classique Télémétrie 

Nécessité d’une 
intervention 
chirurgicale 

Non 

Oui  
(cathéter artériel, extrémité libre 

externalisée au niveau de la 
nuque) 

Oui  
(implantation du capteur de 

télémétrie) 

Récupération 
après chirurgie 

Sans objet  
(mais temps 

d’adaptation au 
dispositif) 

≥ 48 h ≥ 2 semaines 

Précision de la 
mesure 

+/-  
(chauffage) 

+  
(gêne liée au cathéter externalisé) ++ 

Animal 
contraint Oui Oui : cathéter le reliant aux 

appareils de mesure 
Non (signaux envoyés par 

ondes radio) 

Maintien de 
l’animal 

Autorise des mesures 
répétées sur le même 
animal (non-invasif) 

Plusieurs jours  
(risque infectieux/ bouchage 

cathéter) 
Plusieurs mois 
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Au vu des avantages et inconvénients des différentes méthodes, la télémétrie a été choisie comme 

méthode pour ces mesures. Elle consiste à implanter au sein de l’animal un capteur (au niveau sous-

cutané ou intrapéritonéal) dont l’extrémité est placée à l’endroit adéquat selon le paramètre à mesurer 

(pour la pression artérielle, le cathéter est inséré dans l’artère fémorale ou dans l’aorte abdominale) 

(Figure 12). C’est un système sans fil, car les informations recueillies sont transmises par ondes radio 

à une plaque réceptrice placée sous la cage de l’animal. Ceci permet d’acquérir les données chez un 

animal éveillé non contraint (ce qui diminue le stress lié à l’expérience) et pendant un temps long 

(jours, semaines voire mois). Par ailleurs, le risque d’infection est limité de par l’absence de cathéter 

externalisé. Il est donc possible de conserver l’animal pendant plusieurs mois et de l’inclure dans 

différentes étapes d’un protocole expérimental, ce qui permet de limiter le nombre d’animaux utilisés. 

En fonction du capteur utilisé, une pression (ex : pression artérielle, veineuse, intraoculaire, vésicale) 

ou une activité électrique (électrocardiogramme, électroencéphalogramme, électromyogramme) 

peuvent être mesurées en plus de la température corporelle et de l’activité de l’animal. Les capteurs 

utilisés dans cette étude ont enregistré le signal de pression artérielle. 

 

 

 
 

Figure 12 : Principe de la télémétrie : radiographie d’un rat équipé d’un capteur implanté au niveau 

de la paroi abdominale et schéma illustrant l’enregistrement des paramètres de l’animal libre de ses 

mouvements. Les images proviennent de fournisseurs de matériel de télémétrie (Data Sciences 

International, Millar). 
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2.3.  Article 5 : « Are in situ formulations the keys for the therapeutic future 

of S-nitrosothiols? » 

Cet article accepté dans European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics comporte dans 

une première partie les résultats des essais in vitro : formation et dégradation de la matrice 

polymérique, libération des donneurs de NO. Deux solvants différents (NMP et TA) ainsi que deux 

types de formulations (ISI et ISM) sont étudiés. Dans une deuxième partie, les formulations préparées 

avec le solvant NMP et chargées en SNAP, qui semblaient être les plus performantes d’après les 

résultats in vitro, ont été testées chez le rat Wistar. 
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3. RESULTATS COMPLEMENTAIRES 

Dans cette section sont présentés des résultats complémentaires à ceux de l’Article 5.  

En premier lieu, en ce qui concerne les résultats in vitro, la comparaison des résultats de libération 

obtenus par différentes méthodes de dosage est effectuée. En outre, plus de détails sont apportés sur la 

libération des donneurs de NO sous leur forme native ou leurs produits de dégradation.  

En second lieu, des résultats supplémentaires sont présentés en ce qui concerne les différences de 

morphologie des matrices polymériques obtenues in vitro et in vivo.  

En dernier lieu, des résultats complémentaires in vivo sont apportés, avec d’une part les 

expériences menées pour suivre la pharmacocinétique des RSNO, et d’autre part les résultats de 

télémétrie avec les formulations chargées en GSNO. Finalement, les expériences préliminaires 

concernant l’inhibition de l’activation et l’agrégation plaquettaire par les RSNO chez l’homme sont 

décrites, ainsi que le protocole retenu pour la future étude chez le rat après administration des 

formulations chargées en RSNO. 

 

3.1.  Cinétiques de libération in vitro 

3.1.1. Prélèvements 

Comme indiqué dans l’Article 3, différentes méthodes peuvent être utilisées pour réaliser les essais 

de libération in vitro. Afin de diminuer le nombre d’implants à réaliser, une méthode « indirecte » de 

dosage (quantification dans les milieux de libération) a été retenue. Une étude a cependant été menée 

pour vérifier l’adéquation entre les résultats fournis cette méthode et ceux donnés par une méthode 

« directe » de dosage (quantification dans les formulations), pour des formulations contenant du 

dinitrate d’isosorbide. 

La préparation des formulations et la méthode « indirecte » de dosage étaient similaires à celles 

décrites dans l’Article 5. L’essai de libération était conduit pendant 10 jours, sans changement de 

milieu, puis une analyse « indirecte » (milieu de libération) et une analyse « directe » des formulations 

étaient réalisées en parallèle sur le même échantillon. La méthode « directe » de dosage consistait à 

dissoudre les formulations lyophilisées dans 25,0 mL d’acétonitrile. Après 5 minutes au bain à 

ultrasons et 1 h 30 sous agitation magnétique (500 rpm), une dilution dans la phase mobile et une 

centrifugation de 20 min à 42 000 g étaient effectuées avant injection de 50 µL de la solution dans le 

système CLHP (identique à celui décrit dans l’Article 5). Les résultats n’ont pas mis en évidence de 

différence significative entre les deux méthodes (test des rangs signés de Wilcoxon ; α = 0,05 ; n = 3) 

(Figure 13). 
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Figure 13 : Comparaison entre les méthodes de dosage du dinitrate d'isosorbide. La méthode 

« indirecte » détermine la concentration de l’espèce dans le milieu de libération, la méthode « directe », 

celle dans la formulation (après extraction). ISI : implants in situ ; ISM : microparticules in situ ; NMP : 

N-méthyl-2-pyrrolidone ; TA : triacétine. 

 

 

3.1.2. Libération in vitro de S-nitrosothiols : sont-ils dégradés ? 

Dans l’Article 5, une libération in vitro prolongée de 4 donneurs de NO (GSNO, SNAP, ISDN et 

ISMN) a été montrée. Bien que cela n’ait pas été développé dans l’article, ce sont principalement les 

RSNO ou les nitrates organiques qui sont retrouvés dans le milieu de dégradation et non leurs produits 

de dégradation. En ce qui concerne l’ISDN et l’ISMN, aucun produit de dégradation (ions nitrate) n’a 

été mis en évidence au cours de l’étude (résultats non montrés). Pour les RSNO, GSNO est 

majoritairement retrouvé, bien que des ions nitrite et nitrate ainsi que du glutathion oxydé aient 

également été mis en évidence (cf. équation 4 de l’Article 4) (Figure 14). 

En ce qui concerne SNAP, la molécule parente était également majoritaire, même si les produits de 

dégradation (ions nitrite et nitrate) étaient présents en plus forte proportion (Figure 15), ce qui est 

cohérent avec une stabilité in vitro plus faible du SNAP (voir l’étude de stabilité Figure 16). 

Cependant, il est possible que la dégradation des RSNO n’ait pas eu lieu à l’intérieur des matrices 

polymériques mais dans le milieu de libération. 
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Figure 14 : Libération in vitro du GSNO et de ses produits de dégradation à partir des formulations in 

situ. Le dosage des 4 espèces a été réalisé en simultané par la méthode de chromatographie liquide 

développée dans l’Article 4. 

 

 
Figure 15 : Libération in vitro du SNAP et de ses produits de dégradation à partir des formulations in 

situ.  Le dosage de SNAP et des ions nitrite a été réalisée par colorimétrie (Saville-Griess  et Griess) et 

celui des ions nitrate grâce au kit « Total NO/Nitrite/Nitrate Immunoassay » (R&D Systems : réduction 

des nitrates en nitrites par une nitrate réductase, puis colorimétrie). 
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Figure 16 : Stabilité des RSNO dans les conditions des essais de libération in vitro. Des solutions de 

RSNO dans le milieu de libération ont été préparées (à partir des RSNO isolés) et incubées dans les 

conditions des essais de libération. Les concentrations en RSNO et ions nitrite ont été mesurées par 

colorimétrie (Saville-Griess ou Griess). 

 

 

 

3.2.  Morphologie des matrices polymériques : différences in vitro et in vivo 

La microscopie a montré des surfaces plus rugueuses et plus hétérogènes in vivo, ainsi que des 

structures internes plus denses et moins poreuses, pour les ISI (Figure 17) comme pour les ISM (même 

tendance). Par ailleurs, les formulations in vitro précipitaient au fond des tubes et se présentaient au 

7ème jour comme des petits cylindres avec un volume calculé de 0,3 cm3 pour les ISI et 0,8 cm3 pour 

les ISM. A contrario, les formulations in vivo étaient plus plates, en ellipse, avec au 7ème jour un 

volume de 0,1 cm3 pour les deux formulations. Ces observations mettent en évidence l’impact de 

l’environnement sur la solidification de la matrice polymérique. Ils sont cohérents avec ceux de Patel 

et coll. [79], qui ont montré que les formulations à base de PLGA de faible masse molaire 

(18 000 g/mol) ont tendance à gonfler in vitro, mais qu’in vivo leur gonflement est limité par la 

barrière physique constituée par les tissus environnants. 
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Figure 17 : Microscopie électronique à balayage de la surface et de la section d'implants in situ 

chargés en GSNO 7 jours après formation in vitro ou in vivo. 

 

 

3.3.  Libération et effet prolongés in vivo 

3.3.1. Pharmacocinétique 

Classiquement, les études in vivo s’intéressent à la fois à l’effet (pharmacodynamie) et à la 

libération (pharmacocinétique) du principe actif. Néanmoins, dans le cas de l’administration de 

RSNO, il est très délicat de réaliser des études pharmacocinétiques. En effet, l’existence de RSNO 

endogènes et les phénomènes de transnitrosation ne permettent pas de suivre le devenir exact de la 

molécule injectée (sauf radiomarquage éventuel). D’une part, les concentrations plasmatiques des 

dérivés du NO (RSNO, NO2
-, NO3

-) sont faibles et controversées (du pico- au micro-molaire selon les 

études, les méthodes et les conditions de prélèvements car certaines peuvent induire une inflammation 

et donc l’activité des iNOS) [69,80–82]. D’autre part, elles sont sujettes à des variations inter- et intra-

individuelles. Enfin, la libération progressive des RSNO à partir des formes in situ pourrait générer 

des variations de concentrations plasmatiques trop faibles pour être détectables avec les méthodes à 

disposition du laboratoire.  

Un essai préliminaire (approuvé par le comité d’éthique régional, projet « SNOtélém ») a 

cependant été mené sur des rats pour évaluer la faisabilité d’une étude pharmacocinétique, en mesurant 

les concentrations plasmatiques en RSNO, ions nitrite et nitrate ainsi qu’en méthémoglobine 
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(molécule induite par la réaction d’un donneur de NO sur l’hémoglobine). Les animaux utilisés pour 

cette étude étaient des rats Wistar mâles non consanguins (540 ± 40 g, Rj/HAN : Wi ; Janvier, Le 

Genest-St-Ile, France) hébergés en conditions standards avec nourriture et boisson ad libitum (AO4 ; 

Villemoisson-Epinay-Sur-Orge, France et système d’osmose inverse, Culligan, Bruxelles, Belgique). 

24 à 48 h avant les expériences, un cathéter en polyéthylène était posé au niveau de l’artère fémorale 

gauche et externalisé entre les omoplates (sous anesthésie à l’isoflurane : induction à 4 % v/v dans O2 

à 2 L/min ; maintien à 2 % v/v dans O2 à 1 L/min). Le cathéter était rempli d’une solution héparinée de 

glucose 30 % m/v et les animaux étaient placés en cages individuelles pour la récupération (24 h 

minimum, paracétamol 60 mg/kg/24 h dans l’eau de boisson). Le sang total était recueilli dans des 

tubes contenant l’EDTA comme anticoagulant (en raison d’une interférence de l’héparine avec les 

méthodes analytiques) et les analyses effectuées dans l’heure suivante [83,84]. 25 µL du sang total 

étaient immédiatement dilués dans 4 mL d’eau ultrapure afin de calculer la méthémoglobinémie 

(MetHb) après analyse en spectrophotométrie selon la formule suivante : 

 

       
         
         

     

 

Où A630 correspond au maximum d’absorbance de la méthémoglobine (630 nm), A576 à celui de 

l’oxyhémoglobine (576 nm) et A650 au bruit de fond (650 nm). 

 

Le reste du sang était rapidement centrifugé (2 600 tours/min, 10 min, 4 °C) pour récupérer le 

plasma. Les RSNO et les ions nitrite étaient dosés par une technique fluorimétrique. Brièvement pour 

le dosage des ions nitrite, 60 µL d’une solution de 2,3-diaminonaphtalène (105 µM dans HCl 0,6 M) 

étaient ajoutés aux 600 µL d’échantillon dilué. Après 10 min d’incubation à 37 °C et à l’abri de la 

lumière, 40 µL de NaOH 1,2 M étaient ajoutés avant de mesurer l’intensité de fluorescence 

(Fluorimètre Hitachi F-2000, exc = 375 nm et ém = 415 nm). Selon le même protocole, l’utilisation 

d’une solution de 2,3-diaminonaphtalène supplémentée avec du chlorure de mercure (1,05 µM) 

permettait de doser les ions nitrite et les RSNO. 

Le kit « Total NO/Nitrite/Nitrate Immunoassay » (R&D Systems) était utilisé pour le dosage 

simultané des ions nitrite et nitrate (NOx), selon les instructions du fabricant. 

A la fin des expériences, les animaux étaient sacrifiés par overdose de pentobarbital (250 mg/kg 

injectés en intrapéritonéal). 

Dans un premier temps, la mesure des paramètres physiologiques chez des rats non traités a donné 

les résultats présentés dans le Tableau 3. Les prélèvements étant fréquemment hémolysés, l’utilisation 

du kit pour le dosage des NOx n’a pas été possible dans la majorité des cas (mesure à 570 nm, proche 

de l’absorbance maximum de l’oxyhémoglobine à 576 nm, donc forte interférence). 

 



Etude expérimentale 

110 
 

Tableau 3 : Détermination des valeurs physiologiques des espèces dérivées du NO chez le rat Wistar 

mâle : méthémoglobinémie (MetHb), concentrations plasmatiques en S-nitrosothiols (RSNO), en ions 

nitrite (NO2
-) ainsi qu’en ions nitrite et nitrate (NOx). 

 Résultats expérimentaux Littérature 

 n Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type Référence 

MetHb (%) 13 0,6 0,1 1,5 0,2 [85] 

RSNO (µM) 7 0,6 0,5 0,12 0,05 [80] 

NO2
- (µM) 7 2,0 0,3 1,95 1,96 [86] 

NOx (µM) 2 53,2 / 34 2 [87] 
 

 

Bien que montrant une variabilité importante, les résultats obtenus étaient cohérents avec ceux de 

la littérature. L’étape suivante a donc consisté à injecter aux animaux un bolus sous-cutané de 30 mg 

de GSNO/kg. Des prélèvements de sang étaient effectués 5 min avant l’injection puis 5, 15, 30, 60 et 

120 min après l’injection. 

L’injection d’un bolus sous-cutané de GSNO à 30 mg/kg a provoqué une légère augmentation des 

concentrations plasmatiques de RSNO par rapport aux valeurs physiologiques. Cette augmentation 

était transitoire, maximale à 30 min (Figure 18). La concentration plasmatique des ions nitrites était 

augmentée selon le même profil, sans que la méthémoglobinémie ne soit influencée. Sur les 

prélèvements ne présentant pas d’hémolyse (seulement 2 rats), la concentration des NOx semble 

augmenter progressivement après l’injection de GSNO. Pour l’ensemble des paramètres mesurés, une 

grande variabilité des résultats est à nouveau retrouvée. 
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Figure 18 : Evolution des différents paramètres pharmacocinétiques après injection sous-cutanée d'un 

bolus de 30 mg GSNO/kg (n = 5 sauf pour les NOx où n = 2) ; * p ˂ 0,05 vs t-5 min avant injection ; # p ˂ 

0,05 vs valeurs physiologiques précédemment déterminées (et représentées par les bandeaux grisés). 

 

Etant donné la faible amplitude dans les variations de ces paramètres et la largeur des écart-types 

observés, il était probable que cette méthodologie ne permettrait pas de mettre en évidence une 

libération progressive de la même dose de GSNO à partir des implants in situ. 

Par conséquent, il n’a pas été possible de prouver directement l’obtention d’une libération 

prolongée des RSNO à partir des formulations in situ, grâce à une étude pharmacocinétique. 

Cependant une preuve indirecte a été apportée, via la prolongation des durées de baisse de la MAP et 

de la PAP (étude pharmacodynamique) avec des formulations chargées en SNAP (Article 5) ou en 

GSNO (ci-après). 

 

3.3.2. Résultats obtenus par télémétrie : formulations à base de NMP chargées en 

GSNO 

L’article précédent a montré que l’administration de formulations in situ à base de NMP chargées 

en SNAP (15 mg/kg) permettait d’augmenter de façon importante la durée de son effet sur la pression 

artérielle pulsée, et ce sans modifier significativement la pression artérielle moyenne (ni la fréquence 

cardiaque). 
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Le choix de tester les formulations SNAP s’est fait par rapport aux résultats in vitro car ce RSNO 

plus hydrophobe était libéré de façon plus progressive et prolongée à partir des formulations in situ. 

Néanmoins, comme indiqué dans la revue 3, les profils de libération in vitro et in vivo sont rarement 

corrélés car le devenir de ces formulations est très dépendant de l’environnement (cf. résultats 

complémentaires, différences in vitro et in vivo dans le devenir des matrices). 

De plus, bien que Islam et coll. [88] aient également obtenu avec des implants in situ un burst in 

vitro plus faible avec un principe actif hydrophobe qu’avec un principe actif hydrophile, Deadman et 

coll. [89] ont montré qu’in vivo, l’hydrophobie de la molécule n’était pas forcément le principal 

facteur modulant sa libération à partir de telles formulations. Enfin, le GSNO est le RSNO qui est le 

plus largement étudié dans la littérature, représentant en quelque sorte le RSNO « modèle », existant 

par ailleurs de façon endogène, contrairement au SNAP. Par conséquent, les formulations (ISI et ISM) 

à base de NMP et chargées en GSNO (30 mg/kg) ont également été testées in vivo grâce au système de 

télémétrie, selon les mêmes protocoles que ceux utilisés dans l’étude avec SNAP. 

Dans un premier temps, l’injection sous-cutanée chez le rat Wistar de solutions de GSNO a montré 

une diminution dose-dépendante de la pression artérielle moyenne (MAP) par rapport aux valeurs 

initiales (de – 24 ± 3 mm Hg pour la dose de 3,75 mg/kg jusque – 56 ± 6 mm Hg pour la dose de 30 

mg/kg), avec un effet durant jusque 40 min pour la dose la plus forte (Figure 19A). Cette hypotension 

était associée avec une tachycardie de même durée (Figure 19C). Ceci était attendu car l’augmentation 

de la fréquence cardiaque est l’un des mécanismes de régulation permettant de revenir à une pression 

artérielle normale (baroréflexe). En parallèle, la pression artérielle pulsée (PAP) a chuté d’environ  

– 17 mm Hg (soit – 50 % par rapport à la valeur de base), quelle que soit la dose de GSNO 

administrée (Figure 19B). Cet effet a duré plus longtemps que ceux de la MAP ou de la fréquence 

cardiaque (HR), pendant 60 min pour la dose de 3,75 mg/kg jusque 125 min pour la dose de 30 mg/kg.  
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Figure 19 : Effet du GSNO (non formulé) injecté en sous-cutanée chez le rat sur A) la pression 

artérielle moyenne, B) la pression artérielle pulsée et C) la fréquence cardiaque. pinteraction, pdose et ptemps ˂ 

10-4 pour les 3 paramètres (n = 7). Les flèches indiquent, pour chaque dose, le temps durant lequel un effet 

significativement différent du PBS est observé. 
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Les deux types de formulations chargées en GSNO (30 mg GSNO/kg) ont généré une hypotension 

modérée (environ – 10 mm Hg soit – 15 % par rapport à la valeur de base) mais prolongée 

(Figure 20A). Ceci a été confirmé par des aires sous la courbe plus faibles que celles du contrôle, à la 

fois le jour et la nuit. L’analyse statistique indique que cette diminution de MAP est significative 

pendant 18 h, soit 18 fois plus longtemps que celle obtenue avec la même dose de GSNO injectée sous 

forme de solution. Par ailleurs, les deux formulations réduisent la PAP avec la même intensité que le 

GSNO en solution (environ – 15 mm Hg) (Figure 20B). Cependant, leurs effets sont plus longs : 30 h 

pour les ISI et 42 h pour les ISM, soit une prolongation de 15 fois (ISI) et 21 fois (ISM) par rapport à 

la solution de GSNO. Enfin, aucun des deux types de formulations ne modifie significativement la 

fréquence cardiaque, malgré une augmentation transitoire dans les premiers temps après l’injection 

(Figure 20C). 

 



Etude expérimentale 

115 
 

 
Figure 20: Effet des formulations à base de NMP chargées en GSNO (30 mg/kg) injectées en sous-

cutanée chez le rat sur A) la pression artérielle moyenne, B) la pression artérielle pulsée et C) la fréquence 

cardiaque (n = 7).  Les périodes de jour (J1, J2, J3) et de nuit (N1, N2) sont indiquées. * p ˂ 0,05 vs PBS. 

Pour des raisons de clarté, après la 1ère heure, seulement un point toutes les heures est représenté sur 

chacun des graphiques. 
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Les doses de RSNO dans les formulations testées peuvent être considérées comme similaires. En 

effet, 30 mg GSNO/kg (MM GSNO = 336 g/mol) équivalent à 9 × 10-5 moles de GSNO/kg et 15 mg 

SNAP/kg (MM SNAP = 220 g/mol) équivalent à 7 × 10-5 moles de SNAP/kg et les deux molécules ne 

peuvent libérer qu’un équivalent NO. Par conséquent, contrairement à ce qui a été proposé à la suite de 

l’étude in vitro, les formulations chargées en GSNO semblent plus intéressantes que celles chargées en 

SNAP in vivo. En effet, elles sont plus efficaces pour obtenir une réduction prolongée de la PAP (30 h 

et 42 h pour les ISI et ISM GSNO, contre 5 h avec les formulations contenant SNAP). Cependant, 

cette diminution de PAP s’accompagne dans le cas des formulations GSNO d’une hypotension 

significative. Dans le futur, il est prévu de tester des formulations chargées avec 7,5 mg GSNO/kg 

pour essayer de moduler l’effet sur la pression artérielle, en conservant la diminution de PAP sans 

altération de la MAP. En effet, l’effet plus prolongé des RSNO sur la PAP que sur la MAP est 

probablement liée à une dilatation préférablement veineuse, qui se traduit par une diminution de la 

précharge et donc du volume d’éjection systolique (diminution du travail cardiaque) (cf. Figure 11). 

Cette propriété est intéressante sur un plan thérapeutique, par contre une hypotension trop importante 

pourrait être délétère (malaise, diminution de perfusion des organes). Des expérimentations 

complémentaires sont nécessaires afin de confirmer l’effet sur le travail cardiaque. Ceci est envisagé 

rapidement par des mesures du volume d’éjection systolique par échocardiographie. Ces résultats 

seront valorisés par la suite. 

 

3.3.3. Agrégation plaquettaire 

D’un point de vue pharmacodynamique, l’effet des RSNO sur la pression artérielle a été choisi en 

tant qu’indicateur d’une libération prolongée car il s’agissait d’un paramètre facile à suivre grâce au 

système de télémétrie. Néanmoins l’effet sur la pression artérielle nécessite des doses assez fortes de 

RSNO (ex : 300 nmol/kg en bolus intraveineux [90]). Comme le NO et les RSNO sont également 

connus pour inhiber l’activation et l’agrégation des plaquettes, y compris à concentration plus faible 

que celle induisant une vasodilatation [91], il serait intéressant de vérifier dans quelle mesure ces 

propriétés sont conservées/modifiées avec les formulations in situ. Ceci permettrait d’une part de 

confirmer les observations faites sur la pression artérielle et d’autre part, l’effet sur les plaquettes 

pourrait durer plus longtemps que l’effet sur la pression artérielle, en réponse à une libération de 

RSNO plus faible mais encore présente après les premiers jours. 

 

Des essais préliminaires d’agrégométrie ont donc été effectués in vitro afin de vérifier le potentiel 

de GSNO et SNAP sur les fonctions plaquettaires humaines. Cette méthode turbidimétrique est basée 

sur la mesure de la variation d’absorbance (à une longueur d’onde de 950 nm) d’un plasma riche en 

plaquettes (PRP) (37 °C, sous agitation magnétique) auquel on ajoute un agoniste d’activation 
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plaquettaire (Figures 21 et 22). Le PRP est opalescent au départ puis se clarifie au fur et à mesure de la 

formation d’agrégats plaquettaires. 

 
 

Figure 21 : Principe de l'évaluation de l’activation et agrégation des plaquettes par agrégométrie. 

 
Figure 22 : Représentation schématique d’un profil d’activation/ agrégation plaquettaire obtenu par 

agrégométrie. 
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Brièvement, le protocole était le suivant : environ 20 mL de sang veineux étaient prélevés chez un 

donneur volontaire, sur un tube contenant du citrate de sodium comme anticoagulant. Une première 

centrifugation (172 × g, 10 min, température ambiante) permettait de récupérer le PRP (phase 

supérieure). Celui-ci était analysé (automate Advia 2120 Siemens, 300 µL) pour obtenir la numération 

plaquettaire. Une deuxième centrifugation des tubes (2 500 × g, 10 min, température ambiante) 

permettait de récupérer le plasma pauvre en plaquettes (PPP) (phase supérieure). Le PPP était utilisé 

pour étalonner l’agrégomètre (Soderel Medical, 8 voies, logiciel Thrombo 1.1.) et pour diluer le PRP 

afin d’ajuster la numération plaquettaire à 300 G/L. Une solution mère à 10-2 M de RSNO était 

obtenue par remise en solution extemporanée des RSNO isolés dans du NaCl 0,9 %. Des solutions 

filles aux concentrations désirées étaient obtenues par dilutions successives. 

Ensuite, 270 µL de PRP étaient thermostatés dans l’agrégomètre (à 37 °C sous agitation 

magnétique) puis 30 µL de NaCl 0,9 % ou de solution de RSNO étaient ajoutés. Après la durée 

d’incubation souhaitée, l’activation et l’agrégation plaquettaires étaient déclenchées par l’ajout de 

différents agonistes : adénosine diphosphate (ADP), collagène, Thrombin-Receptor Agonist Peptide-6 

(TRAP). Pour chaque agoniste, deux concentrations finales ont été testées, suivant les protocoles 

habituels du laboratoire d’hémostase : ADP 5 ou 10 µM, collagène 2 ou 10 µg/mL, TRAP 12,5 ou 

25 µM. 

La Figure 23 montre des exemples de résultats obtenus en incubant le PRP humain avec des 

solutions de GSNO à différentes concentrations pendant 5 minutes avant l’ajout des agonistes.  
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Figure 23 : Profils d'agrégation plaquettaires obtenus lors de l'incubation du PRP avec du GSNO 

pendant 5 minutes avant l'ajout de l’agoniste: ADP 10 µM, collagène 10 µg/mL ou TRAP 25 µM. 
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La diminution de l’activation et de l’agrégation plaquettaire par GSNO est dose-dépendante. Elle 

implique plusieurs voies de signalisation des plaquettes [92] car elle est retrouvée quel que soit 

l’agoniste utilisé. De plus, l’effet de GSNO est assez puissant car maintenu même avec l’utilisation de 

fortes concentrations d’agonistes. Des résultats similaires ont été obtenus avec SNAP. Par ailleurs, une 

expérience complémentaire a montré que l’effet de GSNO (10-4 M) est maintenu lorsque la durée 

d’incubation du PRP avec le S-nitrosothiol est augmentée de 5 jusque 60 min avant l’ajout de 

l’agoniste (ADP 10 µM). 

Ces résultats préliminaires confirment donc que les RSNO testés ont un effet in vitro sur la 

fonctionnalité des plaquettes humaines et les données obtenues sont cohérentes avec celles décrites 

dans la littérature [93–96]. 

Par conséquent, d’autres expériences seront conduites prochainement chez l’animal afin d’évaluer 

l’impact des formulations in situ de GSNO sur la fonction plaquettaire. Pour des raisons éthiques, le 

volume et le rythme des prélèvements de sang nécessitent de travailler en sang total, et non en plasma 

riche en plaquettes. Le protocole expérimental proposé est le suivant : 5 groupes de 5 rats Wistar 

mâles (≈ 500 g) recevront par voie sous-cutanée des formulations sans principe actif, des ISI chargés 

en GSNO (30 mg GSNO/kg et 7,5 mg GSNO/kg), des ISM chargées en GSNO (30 mg GSNO/kg et 

7,5 mg GSNO/kg). Des prélèvements de sang total (environ 1 mL recueilli sur tube contenant 

l’hirudine comme anticoagulant) seront effectués par incision à la queue 24 h avant l’injection, puis à 

1, 24, 48 et 72 h après l’injection. Le test d’agrégation plaquettaire sera réalisé immédiatement par 

turbidimétrie sur sang total (Multiplate, Roche, France) avec 2 agonistes différents (ADP et 

collagène). 

 

 

3.4.  Conclusion 

Les travaux précédemment décrits ont montré que les ISI et ISM sont des formes galéniques 

permettant la libération in vitro prolongée de RSNO. In vivo, sur des modèles physiologiques, un effet 

prolongé sur la pression artérielle a été prouvé, traduisant une libération progressive des RSNO. Ces 

formulations semblent donc relativement bien adaptées à ces principes actifs, même si une 

optimisation sera nécessaire pour faire coïncider de manière plus parfaite les temps de libération des 

RSNO et celui de dégradation des matrices polymériques. La suite logique du travail est la transition 

vers un modèle pathologique. Par conséquent, une des perspectives de ce travail consiste en l’étude de 

l’effet bénéfique de ces formulations de RSNO dans un modèle d’infarctus du myocarde.  
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4. APPLICATION DANS L’INFARCTUS DU MYOCARDE 

4.1.  Introduction  

4.1.1.  Physiopathologie de l’infarctus du myocarde 

L’infarctus du myocarde (IDM) est une nécrose ischémique du muscle cardiaque qui survient à la 

suite de l’occlusion brutale d’une artère coronaire. Cette occlusion est le plus souvent causée par une 

thrombose sur une plaque d’athérome rompue, érodée ou fissurée (IDM de type I, 85 % des cas) 

(Figure 24). Son incidence est élevée avec 120 000 cas par an en France. Grâce aux progrès réalisés 

dans la prise en charge de l’IDM durant les dernières décennies, la morbi-mortalité a été réduite, 

cependant le pronostic reste grave, avec 10 % de décès lors de la crise et 15 % dans l’année 

suivante [97]. A l’échelle mondiale, les cardiopathies ischémiques représentent la première cause de 

mortalité, avec 7,2 millions de décès d’origine coronaire sur 50 millions de décès annuels 

mondiaux [98].  

 

 
 

Figure 24 : Schéma d’un infarctus du myocarde, avec les différents états possibles des artères 

coronaires déterminant la classification de l’infarctus, adapté d’après Thygesen et coll. [99]. 

 

L’occlusion brutale d’une artère coronaire entraîne un déséquilibre entre les besoins métaboliques 

du tissu cardiaque et l’apport en nutriment et en oxygène par le sang artériel. Le résultat est une 

ischémie myocardique, réversible, se traduisant classiquement par une douleur intense. Après 20 min à 

4 h d’ischémie [100], la nécrose myocardique (irréversible) débute (le plus souvent la localisation est 

le ventricule gauche), entraînant la mort cellulaire de la plupart des cardiomyocytes de la zone infarcie. 
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Quelques myocytes viables persistent cependant, de façon éparse dans la zone nécrosée. La nécrose se 

développe progressivement et atteint son maximum 3 à 6 h après le début de l’ischémie. Un processus 

inflammatoire se met en place dès les premiers jours, puis en quelques semaines un processus 

cicatriciel avec fibrose et atrophie de la paroi cardiaque concernée. 

Les conséquences sur la fonction cardiaque sont à la fois d’ordre mécanique et électrique. La zone 

infarcie ne se contracte plus (akinésie) et les parois non touchées doivent compenser son manque 

d’activité par un surcroît de travail. Ceci déclenche un remodelage ventriculaire adaptatif dès les 

premiers temps de l’ischémie : le ventricule gauche se dilate afin de maintenir le volume d’éjection 

systolique par l’augmentation des contraintes pariétales. Cette dilatation étire les cardiomyocytes, ce 

qui modifie leur expression génique et entraîne progressivement leur hypertrophie et ainsi 

l’augmentation de la masse du myocarde non nécrosé. En parallèle, la zone infarcie en cours de 

cicatrisation s’amincit par détersion [101]. A terme, l’augmentation des contraintes mécaniques peut 

provoquer une insuffisance cardiaque, la constitution d’un anévrysme au niveau de la zone nécrosée 

voire la rupture du ventricule. Les complications comprennent également des troubles du rythme : 

arythmies, extrasystoles, tachycardie et fibrillation ventriculaires.  

 

4.1.2. De nouvelles pistes de traitement 

Brièvement, les thérapies actuelles comprennent le traitement d’urgence de l’IDM avec 

revascularisation par thrombolyse et/ou angioplastie ainsi que la prévention de la récidive et la 

réduction de la morbidité par le contrôle des facteurs de risque de l’athérome (diabète, 

hypercholestérolémie, hypertension…) via les mesures diététiques et le traitement pharmacologique 

(antiplaquettaires, dérivés nitrés, bétabloquants, inhibiteurs de l’enzyme de conversion, 

statines…) [99]. Néanmoins, il n’existe pour l’instant aucun moyen de rendre la zone infarcie à 

nouveau fonctionnelle. Cette constatation a mené, d’une part, au développement de la médecine 

régénérative pour la réparation cardiaque, avec plusieurs axes de recherche à l’étude : soit la 

stimulation de la régénération cardiaque à partir de cellules souches endogènes ou des quelques 

cardiomyocytes viables restants dans la zone infarcie, soit l’apport « exogène » de cellules souches ou 

progénitrices. D’autre part, un autre axe concerne le développement de nouveaux principes actifs dont 

les donneurs de NO et en particulier les RSNO. 

 

4.1.2.1. Médecine régénérative pour la réparation cardiaque 

Premièrement, il existe un consensus dans la littérature pour dire que de nouvelles cellules 

cardiaques peuvent être générées in situ par la division de cardiomyocytes ou à partir de cellules 

progénitrices, mais que ce processus est extrêmement lent [102]. Il serait vraisemblablement possible 

de le stimuler, en utilisant des facteurs de croissance [103] ou par thérapie génique [104]. De même, 
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les fibroblastes présents au niveau de la cicatrice de l’infarctus pourraient potentiellement être 

reprogrammés en cardiomyocytes par des stimuli adaptés [105].  

Deuxièmement, plusieurs essais cliniques ont démontré la faisabilité de la thérapie cellulaire chez 

l’Homme, avec l’injection de cellules soit directement dans la zone infarcie, soit en bordure de celle-

ci, à distance de la phase aiguë de l’infarctus. Différents types de cellules ont été utilisés, avec des 

résultats variables en terme d’efficacité, mais aussi d’immunogénicité [106]. Le challenge est de 

maintenir, au niveau de la zone endommagée, des cellules viables et convenablement différenciées. 

Une stratégie alternative consiste alors à associer ces cellules avec des biomatériaux, qui leur 

fournissent un support en trois dimensions, améliorant ainsi leur survie et éventuellement guidant leur 

différenciation. Un biomatériau est couramment défini comme un matériau non vivant, utilisé dans un 

dispositif médical à des fins thérapeutiques ou non, et destiné à interagir avec des systèmes 

biologiques [107]. Idéalement, le biomatériau doit être biocompatible, c’est-à-dire exercer une 

fonction spécifique sans entraîner de réponse inappropriée de la part de l’organisme hôte. Au-delà 

d’un simple support, il peut également délivrer des principes actifs et ainsi générer un 

microenvironnement plus favorable pour l’installation des cellules dans la zone nécrosée. Différents 

types de biomatériaux, naturels ou synthétiques, ont déjà été proposés dans la reconstruction 

myocardique et parmi eux certains sont à base de PL(G)A. En effet ces polymères biocompatibles, 

bioérodibles et bioassimilables bénéficient d’un recul important, puisqu’ils ont été utilisés dès les 

années 60 comme sutures résorbables puis en chirurgie orthopédique comme alternative aux fixations 

métalliques, leur caractère dégradable évitant un retrait invasif et permettant la reconstruction 

osseuse [108]. Leur utilisation comme support pour la reconstruction cartilagineuse a également été 

étudiée chez l’animal [108]. En parallèle, ces polymères ont été agréés par les différentes autorités de 

santé pour la délivrance de médicaments après administration parentérale [76]. Pour finir, le Tableau 4 

présente une vision générale des études utilisant du PLA ou du PLGA dans des applications 

cardiovasculaires (à l’exclusion des formulations classiques injectables par voie parentérale). 
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Tableau 4 : Utilisation de supports à base de PL(G)A pour des applications cardiovasculaires 

Libération 
de principe 
actif et/ou 
support 

Polymère et forme Application visée Cellules cultivées Modèles animal 
d’implantation Référence 

Support 
de thérapie 
cellulaire 

Films de PLGA 
découpés au laser 

Greffe vasculaire 
(microvaisseaux) 

Cellules 
endothéliales 

bovines 
/ [109] 

Implant poreux PLGA 
Patch cardiaque* 

« Cardiomyocytes » 
dérivés de cellules 
souches osseuses 

Rats (poche 
péritonéale) [110] 

Fibres PLGA obtenues 
par electrospinning Cardiomyocytes / [111] 

Mèches tubulaires de 
PGA/PCL/PLA Greffe vasculaire 

Cellules 
musculaires lisses et 

endothéliales 

Agneaux (veine 
cave inférieure) [112] 

Délivrance de 
principe actif 

Microparticules de 
PLGA contenant du 

facteur de croissance de 
l’endothélium 

vasculaire (VEGF) 

Angiogenèse au 
niveau de 
l’infarctus 

/ 

Rats (injection 
intramyocardique 

en bordure de 
l’infarctus) 

[113] 

Microsphères de PLGA 
contenant un NONOate, 

greffées sur un stent 

Inhibition de la 
resténose sur stent 

Lapins avec régime 
hypercholestérolé-

miant (pose du stent 
dans l’aorte 
abdominale) 

[114] 

Stent recouvert de 
PLGA et de tyrphostine  

Inhibition de la 
prolifération 

néointimale après 
pose de stent 

Mini-porcs (pose du 
stent dans l’artère 
coronaire gauche 

descendante) 

[115] 

Support 
mécanique et 
délivrance de 
principe actif 

Tube de PLGA et de 
facteur de croissance 

fibroblastique Régénération 

cardiaque  

/ 
Mini-porcs (paroi 

du ventricule 
infarci) 

[116] 

Microsphères de PLGA 
libérant de l’oxygène, 

dans un hydrogel 

Test in vitro : survie de cellules souches en 
conditions mimant l’infarctus [117] 

Matrices composites 
PLA + nanoparticules 
de PLGA contenant un 

NONOate 

Valves cardiaques 
Test in vitro : prévention de la calcification 
de cellules interstitielles de valve aortique 

de porc 
[118] 

* : « patch » formé de cellules cultivées sur un biomatériau, destiné à être implanté à la surface de la zone infarcie. 
PCL : poly(ε-caprolactone) ; PGA : poly(glycolide) ; PLA : poly(lactide) PLGA : poly(lactide-co-glycolide). 
 
 
 

De façon intéressante, le critère principal permettant d’améliorer la réponse de l’organisme envers 

un implant ne serait pas le type de matériau utilisé ou ses propriétés physicochimiques (hydrophobie, 

charge de surface, …) mais plutôt la topographie de sa surface [119]. En effet, plus le système est 

lisse, plus il déclenche une réaction inflammatoire importante, avec constitution d’une capsule fibreuse 

autour de l’implant. Au contraire, une surface présentant des pores ou des stries provoquerait moins 

d’inflammation et améliorerait la colonisation cellulaire et la vascularisation.  
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4.1.2.2. Place des S-nitrosothiols dans la thérapie de l’infarctus du myocarde 

NO, apporté à de faibles concentrations, peut représenter une cible thérapeutique particulièrement 

importante dans le domaine cardiovasculaire et en particulier dans l’infarctus du myocarde. Des études 

ont par exemple montré que : 

 La déficience en eNOS entraîne l’apparition précoce d’infarctus du myocarde [120] ; à 

l’inverse, une surexpression d’eNOS par les cardiomyocytes limite la dysfonction et le 

remodelage du ventricule gauche après infarctus [121] ; 

 Les patients avec un infarctus du myocarde aigu présentent une dysfonction endothéliale 

vasculaire après la reperfusion thérapeutique (faible activité eNOS, diminution de NO et 

augmentation End-1) [122] ; 

 La diminution de la biodisponibilité de NO contribue aux dommages subis lors de 

l’ischémie-reperfusion cardiaque ; ceci a été mis en évidence par l’effet cardioprotecteur 

d’inhibiteurs de l’enzyme arginase (compétition avec la synthèse de NO car utilise le 

même substrat que les NOS, la L-arginine) [123–125]. 

 

Les effets cardioprotecteurs de NO sont assurés par : 

 Un effet vasodilatateur, y compris au sein d’un myocarde ischémié, permettant 

d’améliorer la perfusion tissulaire [126] ; 

 Un effet anti-inflammatoire, en particulier avec l’inhibition du recrutement leucocytaire, 

diminuant ainsi les lésions au niveau de l’endothélium et du myocarde [127,128] ; 

 Un effet anti-activation et anti-agrégation plaquettaire ; en parallèle de l’effet sur les 

leucocytes, il permet d’atténuer les phénomènes d’obstruction de capillaires (diminution 

des lésions « à distance » de la zone ischémiée) [129] ; 

 La participation au recrutement de cellules progénitrices au niveau des tissus 

ischémiques [130]. 

 

Etant donné l’effet cardioprotecteur de NO, il est logique que des stratégies d’apport exogène aient 

déjà été testées : NO inhalé [131], différents donneurs de NO en bolus, perfusion ou administrations 

répétées [132–136]. Toutes ont montré une réduction de la taille de l’infarctus et une amélioration des 

paramètres fonctionnels. Une étude clinique (NITRITE-AMI) vient d’ailleurs d’être mise en place 

(Avril 2013) pour évaluer si l’injection d’ions nitrite en intracoronaire réduit la taille de l’infarctus 

chez les patients ayant un infarctus et subissant une angioplastie primaire [137]. 

 

Concernant les RSNO, ces molécules ont montré des effets bénéfiques dans les pathologies 

ischémiques au niveau cardiaque et également au niveau cérébro-vasculaire. Ainsi, la S-nitroso-2- 

mercaptopropionylglycine a montré une cardioprotection dans un modèle d’ischémie-reperfusion de la 
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même importance qu’un effet de préconditionnement (cf. Article 1) [135]. Dans cette étude, la  

S-nitrosation du complexe 1 de la mitochondrie a montré un rôle clé. Par ailleurs, GSNO et SNAP ont 

particulièrement été étudiés dans des modèles d’ischémie-reperfusion cérébro-vasculaire et de 

traumatismes crâniens (pathologie dans laquelle 90 % des patients souffrent également d’ischémie 

cérébro-vasculaire [138]). Suite à un traitement avec ces molécules, les travaux ont mis en 

évidence [139–143] : 

 Une préservation de l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique ; 

 Une amélioration histologique (diminution de la taille de la lésion, moins de perte de myéline 

et de cellules neuronales et une promotion de la réparation neuronale) ; 

 Un effet anti-oxydant et anti-inflammatoire (diminution de l’expression de iNOS ; moins 

d'infiltration macrophagique ; diminution du taux de nitrotyrosine, d’ions peroxynitrite et de 

peroxydation lipidique et augmentation du taux de glutathion réduit) ; 

 Une augmentation de la concentration en NO dans la zone ischémiée ; 

 Une amélioration du score neurologique. 

Finalement, les auteurs ont conclu à une neuroprotection des RSNO dans les pathologies 

d’ischémie-reperfusion et de traumatisme. L’efficacité des RSNO a également été montrée comme 

supérieure aux autres donneurs de NO testés : le nitroprussiate de sodium, deux composés de la 

famille des NONOate et la 3-morpholino-sydnonimine [140]. 

Pour conclure, NO et les donneurs de NO représentent une approche prometteuse dans les 

pathologies ischémiques au niveau cérébral ou cardiaque. 

4.1.3. Objectif de l’étude 

Les chapitres précédents ont montré la capacité des systèmes in situ à protéger et délivrer de façon 

progressive des principes actifs, y compris fragiles comme les RSNO. Aucun problème de toxicité n’a 

été mis en évidence après administration par voie sous-cutanée chez le rat. 

L’objectif des travaux présentés dans ce chapitre concerne le développement d’un implant 

injectable, administré directement dans le muscle myocardique, comblant in situ le déficit au niveau de 

la zone nécrosée et servant ainsi de support pour le recrutement et l’hébergement de cellules (soit 

endogènes, soit injectées en parallèle) tout en libérant des molécules cardioprotectrices, les RSNO 

(Figure 25). L’intérêt des formes in situ chargées en RSNO repose non seulement sur leur capacité à 

libérer ces molécules de manière prolongée mais encore sur le fait qu’elles présentent une porosité de 

surface (cf. Figure 17, in vivo). Or, ainsi qu’il a été décrit, cette porosité de surface doit permettre une 

colonisation cellulaire plus facile. Cette porosité augmentera progressivement vers l’intérieur de la 

structure pendant la dégradation de la structure (Article 3). 
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Figure 25 : Rationnel de l'étude présentée dans ce chapitre. 

 

Cette étude a été séparée en deux parties. Dans un premier temps, la colonisation par des cellules 

d’implants in situ libérant des donneurs de NO a été étudiée in vitro. Dans un deuxième temps, des 

essais préliminaires ont montré la faisabilité de l’injection de formulations in situ directement dans le 

muscle cardiaque chez des rats. 
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4.2.  Etude in vitro de la colonisation d’implants in situ par des cellules 

4.2.1. Introduction 

L’objectif de ce travail est de vérifier in vitro si des implants in situ peuvent être colonisés par des 

cellules. Les observations en microscopie électronique à balayage précédemment réalisées ont montré 

une disparité morphologique entre la surface des implants in situ formés in vitro et in vivo, avec une 

surface beaucoup moins lisse et beaucoup plus poreuse après injection in vivo (diamètre des pores de 

50 à 100 µm, cf. Figure 17). Dans le but de se rapprocher de la surface offerte par des implants in situ 

injectés in vivo, leur porosité de surface a été augmentée grâce à l’utilisation d’un agent porogène 

(dans le cas présent du chlorure de sodium). Ceci permet également de modéliser l’augmentation de la 

porosité (en surface et interne) qui se produit lors de la dégradation des implants in situ (Article 3).  

 

Des implants poreux à base de PL(G)A ont déjà été étudiés dans la littérature comme support 

d’ingénierie tissulaire délivrant des principes actifs [144,145] : ils sont formés par évaporation du 

solvant organique (type dichlorométhane) d’un mélange polymère/solvant/agent porogène puis rincés 

longuement pour éliminer le porogène. Dans notre étude, durant les 30 h de formation des implants in 

situ poreux (ISPI), le milieu aqueux a été fréquemment changé afin d’éliminer la majeure partie du 

chlorure de sodium et du solvant. Pour ce dernier, le solvant NMP a été retenu car il permet la 

solidification quasi instantanée du système et devrait être rapidement extrait de l’implant grâce à sa 

grande miscibilité à l’eau [146]. En ce qui concerne le polymère, le même PLGA que précédemment a 

été employé, seul ou en mélange avec de la poly-(ε-caprolactone) (PCL), afin d’augmenter la durée de 

vie et la résistance de la matrice polymérique. Les implants poreux obtenus ont ensuite été mis en 

contact avec des cellules de la lignée A-10 (cellules musculaires lisses de rat). 

 

Les résultats obtenus jusqu’à présent ont montré que le chlorure de sodium était extrait de façon 

satisfaisante durant la période de lavage et que les structures ainsi obtenues pouvaient donc être mises 

au contact de cellules sans générer d’hypertonicité du milieu. Les quantités de principes actifs libérées 

à la fin du processus étaient susceptibles d’avoir un impact sur les cellules. Les premiers résultats ont 

montré la présence de cellules viables 24 h et 48 h après un ensemencement direct sur les structures 

polymériques. Il reste à démontrer que les étapes de lavage permettent d’extraire totalement le solvant 

NMP des structures, car ce solvant organique pourrait être toxique pour les cellules. Il faut de plus 

prouver que les cellules arrivent à pénétrer à l’intérieur des matrices (analyse histologique en cours) et 

enfin que leur phénotype et leur statut redox ne sont pas altérés. 

Bien que ces travaux ne soient pas complètement finalisés, ils sont présentés en anglais, afin d’en 

faciliter la publication ultérieure. 
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4.2.2. Abstract 

Biodegradable polymeric implants already possess various applications as drug delivery systems. 

Emerging field of applications concerns regenerative medicine and especially heart tissue engineering. 

This study evaluated PLGA- and PLGA/PCL-based in situ porous implants (ISPI) loaded with nitric 

oxide donors (isosorbide mononitrate, ISMN and S-nitrosoglutathione, GSNO) as scaffolds for 

tridimensional cell seeding and proliferation. Surface and porosity of prepared ISPI studied by 

scanning electron microscopy showed great properties for cell seeding, especially for PLGA/PCL-

based scaffolds. As expected, PLGA/PCL blend improves ISPI durability and resistance to cell culture 

conditions as showed with low mass loss and volume decrease during incubation in cell culture 

medium. In presence of cells, formulations were still able to release NO donors. Cytocompatibility 

was assessed with smooth muscle cells from rat aorta (A-10 cell line): all ISPI formulations allowed 

cell survival and growth. Nevertheless, it was demonstrated that GSNO-loaded PLGA/PCL-based 

formulations were more favorable for cell growth than the others. To conclude, ISPI releasing 

NO donors may represent good candidates as drug delivery scaffolds for tissue engineering. Still, 

further experiments have to be performed to evaluate the potential oxidative and nitrosative stress 

caused by the NO donors and their impact on physiology of other cell lines. 

4.2.3. Introduction 

Myocardial infarction and heart failure are leading causes of death and disability. Current 

experimental strategies to prevent or reverse tissue damages and negative left ventricular remodeling 

process following myocardial infarction, rely on cell transplantation and/or tissue engineering [147]. 

This field is indeed a growing multidisciplinary research area that aims to develop biological 

substitutes in order to restore, maintain or improve tissue function [148]. A classical approach consists 

in using porous scaffolds to control the three-dimensional tissue neo-formation. In addition to three-

dimensional template, they must also provide a favorable environment for cell attachment, 

proliferation, differentiation and neo-tissue growth. Desired features of scaffolds are high porosity 

with interconnected pores to facilitate cell seeding, adhesion and penetration. Furthermore, appropriate 

mechanical properties and degradation rate are also critical [149]. For cardiac engineering, two 

strategies have been explored, either “cardiac patches” (in vitro engineered cell scaffolds prior 

implantation into the body) or injectable scaffolds [147]. These latter (with or without cells) are 

directly injected inside the heart wall to the site of damage. In these applications, surface topography 

of scaffolds seems to be the most important parameter as compared to other physicochemical 

properties. Thus, surface porosity represents the key point in order to improve cell attachment and 

vascularization without inflammation on the contrary of a smooth surface [119]. 

In situ implants are well known as drug delivery systems for drug sustained release after 

intramuscular or subcutaneous injections (cf. Article 3). They are liquid outside the body and form a 

solid depot at the site of administration. Indeed, the water-insoluble polymer (generally a 
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bioresorbable and biocompatible poly(lactide-co-glycolide) copolymer (PLGA) precipitates upon 

contact with body fluids. The drug is entrapped in the resulting polymeric matrix and then 

progressively released during its degradation. A wide range of active pharmaceutical ingredients have 

already been incorporated into in situ implants, including growth factors for tissue engineering 

applications [150] or nitric oxide donors (cf. Article 5). 

Nitric oxide (NO) is a gaseous radical involved in many physiological processes, especially for its 

vasodilation, anti-inflammation as well as anti-platelet properties [151]. Furthermore, NO is a key 

signaling molecule for myocardial homeostasis [152–154] and its endogenous production is often 

lowered in pathological conditions [155]. As a result, administration of exogenous NO might be 

beneficial in a context of myocardial infarction and heart failure, through inhibition of inflammation, 

promotion of angiogenesis and cardiomyocyte growth [156]. As NO is too short lived [8], prodrugs 

are necessary. Organic nitrates (e.g.: isosorbide mononitrate, ISMN) are NO donors used for a century 

in angina pectoris treatment, but they are known to induce oxidative stress and tolerance phenomenon 

(Article 1). Emerging compounds that include S-nitrosothiols (among them S-nitrosoglutathione, 

GSNO) have already been tested in humans in several clinical trials (cf. Article 2) and are devoided of 

tolerance [157]. Moreover, these molecules have shown beneficial properties not only on cerebral 

ischemia pathologies in terms of anti-oxidative and anti-inflammatory effects and equally decrease of 

lesion size [139], but also on myocardial infarction with a cardioprotection [135]. Interestingly,  

S-nitrosothiols induced a better improvement on ischemia compared to classical NO donors (sodium 

nitroprusside or organic nitrate) [140]. 

Therefore, the aim of this study was to investigate the potential of in situ implants loaded with 

nitric oxide donors (ISMN or GSNO) as scaffolds for tissue engineering for a future application in 

myocardial infarction. Formulations were prepared with PLGA or a PLGA/poly(ε-caprolactone) 

(PCL) blend in N-methyl-2-pyrrolidone (NMP). PLGA is indeed the polymer of choice for in situ 

implants and has been approved by authorities for sutures and parenteral drug delivery thanks to its 

biocompatible and bioresorbable properties [158]. PCL was added to PLGA to increase implant 

durability and stress crack resistance [159]. Despite its potential toxicity on cells, NMP was used as 

solvent because its high water miscibility allows a fast solvent/water exchange and therefore a fast 

solidification of polymeric matrix [160]. Scaffolds were obtained in vitro after a phase inversion 

process and NaCl which is commonly used as porogen due to its low toxicity and high water solubility 

[161,162] was added to improve surface porosity. Indeed, a previous work showed that in situ implant 

did not present the same topography in vitro and in vivo. In vivo a more important porosity was 

observed than in vitro (cf. Figure 17); this trend will also occur in the core of the scaffold during its 

degradation (Article 3). As a result, in order to mimic the in vivo conditions, NaCl was added to the 

formulation to improve surface porosity, in order to work on in situ porous implants (ISPI) 

characterized by a porous network connected to the surface, suitable for cell colonization. Surface 
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morphology after preparation was examined by scanning electron microscopy. NO donors releases 

were monitored and cell proliferation was evaluated, using vascular smooth muscle cells (A-10). 

4.2.4. Material and methods 

4.2.4.1. Material 

NO donors, PLGA and NMP were obtained as in Article 5. All other reagents including PCL 

(10 000 g/mol) were purchased form Sigma-Aldrich, except NaCl (Prolabo) and phosphate buffer 

solution (PBS, PAA). 

4.2.4.2. Methods 

In situ porous implants preparation 

Two different formulations were prepared, either containing only PLGA or a blend of PLGA and 

PCL (75:25 m/m). Polymers were dissolved (20 % m/m) in NMP (500 rpm, 50 °C, 15 min). After 

cooling and immediately before injection into the aqueous medium, NO donors were added in the 

polymeric solution, 20 % m/m for ISMN and 5 % m/m for GSNO. Then, for all experiments, NaCl 

crystals (size ≤ 400 µm) were dispersed (2:1 m/m) into the polymeric solution. After homogenization, 

about 1.2 g of the resulting mixture was put into a 2 mL syringe without tip and injected into 5 mL of 

water in a crystallizer (ø 5cm). Upon contact with water, a phase inversion occurred, leading to the 

formation of a solid porous scaffold as the organic solvent (NMP) and the porogen (NaCl) diffused 

into the water. A washing period was instituted, in which aqueous medium was changed 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 24, 25, 26, 27, 28, 29 and 30 h after injection, to allow both porogen and solvent leachings. After 

preparation, some scaffolds were freeze-dried and pictures were taken with a scanning electron 

microscope (HITACHI S-4800, Japan) under 1 kV without metallization. 

 

NaCl and NO donors leachings during ISPI preparation 

Porogen leaching was determined in each aqueous medium using flame photometry (range 1.7 to 

20 mg/L) (PFP 7 JENWAY, England). ISMN concentration in medium was assessed using the HPLC 

system previously described (see Article 5). GSNO release was determined immediately after 

sampling by colorimetry (Saville-Griess assay) or fluorimetry (using 2,3-diaminonaphtalene probe) 

(see Article 4 and Complementary Results-Pharmacokinetics, respectively). 

 

A-10 cell culture conditions and seeding on scaffolds 

Vascular smooth muscle cells derived from embryonic rat aorta (A-10 cells, ATCC) were cultured 

according to the manufacturer instructions (37 °C, 10 % CO2) on 75 cm2 culture flasks in Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) with phenol red supplemented with 4.5 g/L of glucose, 10 % (v/v) 

of fetal bovine serum, 2 % (v/v) of glutamine (200 mM), 100 U/mL of penicillin, 100 µg/mL of 

streptomycin and 1 mM of sodium pyruvate. Medium was changed every 3 days and cells were 
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subcultured every week. For this study, cells were used between passages 27 and 31. After 

preparation, ISPI (unloaded or loaded with NO donors) were washed twice with 1.5 mL of PBS and 

then surgical glue (Vetbond Tissue Adhesive, 3M) was used to fix them in a 12-wells microplate. In 

parallel, cells were washed two times with 10 mL of PBS before trypsination (2 mL of 0.1 % (v/v) 

trypsine-EDTA solution without phenol red, 5-min incubation at 37 °C) and counted (trypan blue 1:9 

v/v). Finally, 100 μL of cell suspension (2 × 106 cells/mL) were seeded directly onto each ISPI  

(2 × 105 cells/scaffold). After a 3 h-incubation (37 °C, 10 % CO2), 2 mL of complete medium without 

phenol red was carefully added into each well to avoid cell detachment.  

 

Degradation tests 

Two parameters were monitored to follow scaffold evolution: their mass and their volume. 

After preparation (including washing steps), ISPI were incubated into 5 mL of PBS or 5 mL of cell 

culture medium without cells, at 37 ± 1°C and under an atmosphere of 10 % CO2. After 24, 48 or 72 h, 

samples were freeze-dried and the mass of each sample was determined by gravimetry. Relative mass 

loss was calculated for each sample according to the theoretical mass injected during ISPI preparation. 

Results were compared with a control sample, which was freeze-dried immediately after preparation. 

An estimation of volumes occupied by ISPI was realized after 24 and 48 h of incubation in culture 

medium after cell seeding (see above). The two diameters (a and b) and the height (h) of the elliptic 

shapes were measured with a caliper and the volume (V) was calculated as follows: V = π × a × b × h. 

Results were expressed as percentage compared to the volume of medium in the wells (surface area of 

the well multiplied by the height of medium). 

 

NO donors release in cell experiments 

GSNO and nitrite ions concentrations in the cell culture medium were determined by fluorimetry 

as described previously. However, sample preparation ISMN release determination was slightly 

modified. Proteins of medium were first precipitated with acetonitrile (1:1 v/v) and samples were then 

centrifuged 10 min at 8 000 × g. Supernatant was centrifuged again (42 000 × g, 20 min) and diluted 

before injection (50 µL) in the HPLC system (Article 5). Nitrate ions concentration was determined 

using a Total NOx kit (see Complementary Results-Pharmacokinetics). According to manufacturer 

instructions; proteins were in this case previously removed by mixing the medium with zinc sulfate 

(10 % m/v in NaOH 0.5 M) 1:1 v/v, and centrifugation (8 000 × g, 10 min) after a 20 min-incubation. 

 

Cell viability: modified MTT assay 

Metabolic activity of cells was assessed with a MTT assay. 24 or 48 h after cell seeding onto 

scaffolds, medium of each well was replaced by 1 mL of fresh medium without phenol red containing 

250 µL of MTT (2.5 mg/mL). After 3 h of incubation, scaffolds and formazan crystals were dissolved 

with 500 µL of acidified isopropanol (36 µL HCL 1M/ 1 mL isopropanol) under shaking during 1 h. 
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Absorbance was measured at λ = 570 nm (EL-800, Bio-TEK instruments, USA) and results were 

expressed as percentage compared to PLGA-based ISPI after 24 h of incubation. All data are 

expressed as mean ± standard deviation. 

4.2.5. Results and discussion 

In this study, two kinds of formulations (containing 20 % (m/m) PLGA or 15 % PLGA + 5 % PCL 

(m/m)) were characterized. 

4.2.5.1. Scaffold characterization 

NaCl and NO donors releases in aqueous medium during ISPI preparation 

First, porogen release from formulations was monitored as a function of time (Figure 26). For both 

formulations, a plateau was reached after 7 h, corresponding to 76.7 ± 7.8 % of NaCl released for 

PLGA and 57.0 ± 0.3 % for PLGA/PCL-based ISPI. NaCl concentrations in the last media collected 

for analysis were 2.8 ± 1.3 × 10-5 M and 8.1 ± 3.7 × 10-5 M for PLGA- and PLGA/PCL-based ISPI, 

respectively. As a result, cells will not be affected by NaCl released from the scaffolds after 

preparation and washing steps, because these concentrations are very low comparing to physiological 

Na+ concentration in extracellular fluid (1.5 × 10-1 M). 

 

 
Figure 26 : NaCl leaching during ISPI preparation (n = 3). 

 

Second, concentrations of NO donors released were evaluated at the end of ISPI preparation. As 

far as ISMN is concerned, the concentrations in the last washing media were 1.7 ± 1.0 × 10-4 M and 

0.8 ± 0.4 × 10-4 M for PLGA- and PLGA/PCL-based ISPI, respectively, without any degradation 

product. S-nitrosoglutathione concentrations in the last media were evaluated at 5.9 ± 0.1 × 10-7 M and 

3.6 ± 0.1 × 10-7 M for PLGA- and PLGA/PCL-based ISPI respectively, according to Saville-Griess 

reaction, and only ca. 5 % of GSNO incorporated into ISPI was recovered as nitrite ions. Such NO 

donors concentrations have already been described as sufficient to induce cell proliferation [163]. To 
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complete this study, a quantification of NMP release should be further performed since the solvent 

may induce some side effects. 

 

Scaffolds morphology 

SEM pictures showed structures with pores at the surface for both non-loaded and loaded 

formulations (Figure 27A). Surface pore diameters were in the range of 100 – 400 µm and thus should 

allow cell attachment [164]. Polymeric matrices also offered interconnected pore networks 

(Figure 27B) which may permit cell migration through the scaffold. However, surface morphology of 

implants seemed to be modified by the incorporation of NO donors (Figure 27A). This may be 

explained by the fact that the drug could have changed the solvent/water exchange rate during 

scaffolds solidification. Finally, loaded and non-loaded PLGA-based ISPI showed smoother surfaces 

than corresponding PLGA/PCL-based ISPI. A rougher surface has already been described as more 

favorable since it was shown to improve cell colonization [119]. As a consequence, PLGA/PCL-based 

ISPI may be more appropriate in the targeted application than PLGA ones. 

 

 
Figure 27 : SEM pictures of ISPI morphology after preparation. 



Etude expérimentale 

135 
 

4.2.5.2. Cellular assays 

Degradation tests 

Such ISPI are designed to be completely replaced by neo-formed tissue during their degradation. 

However, PLGA 50:50 degradation is known to be quite fast in a cell culture medium [165]. Thus 

PCL was added to ISPI formulation in order to increase the degradation time. The degradation process 

was followed monitoring both mass loss and modification of volume. 

Firstly, after preparation, ISPI were incubated 24, 48 or 72 h either into PBS or complete cell 

culture medium (without cells) and the evolution of their masses was evaluated. Results presented in 

Figure 28A indicated only minor mass losses (˂ 15 %) in all conditions. As expected, mass losses 

were more important for PLGA-based ISPI than for PLGA/PCL-based ISPI. It was also the case for 

each formulation in cell culture medium than in PBS. 

 

 
 

Figure 28 : Evolution of mass and volume of non-loaded ISPI: A) mass loss during incubation into 

PBS or cell culture medium (n = 3); B) volume evolution in cell experiment conditions (data were analyzed 

with a two-way Anova followed by a post-hoc Bonferoni test: pinteraction, pformulation and ptime ˂ 0.05 (n = 6)). 
 

Secondly, a study was designed to evaluate the impact of cell culture environment on ISPI volume. 

At the beginning of the experiment, PLGA/PCL-based formulations had slightly lower volumes than 

PLGA ones (0.71 ± 0.08 cm3 vs 0.82 ± 0.08 cm3). Then, volumes of both formulations decreased while 
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the incubation time increased (Figure 28B). This trend was more marked for PLGA-based ISPI 

(volume 0.13 ± 0.02 cm3 after 48 h) than for PLGA/PCL-based formulations (0.25 ± 0.03 cm3 after 

48 h). As PLGA/PCL blend is less hydrophilic than PLGA alone, its swelling during the preparation 

step was probably lower, thus explaining the lower volume at the beginning of the experiment and the 

lower volume reduction during incubation in cell culture medium. 

 

NO donor release assay 

After implant preparation and seeding of cells, NO donor releases in cell culture media were 

measured in order to confirm that ISPI were still able to deliver the drugs. In cell culture medium, only 

nitrite ions could be detected, at a very low concentration (1.0 ± 0.0 × 10-7 M) and neither the presence 

of cells nor the unloaded formulations modified this result. Then, in the presence of GSNO-loaded 

ISPI, an increase in both nitrite ions and RSNO concentrations in the medium was noticed (Figure 29): 

as a result, scaffolds were still releasing GSNO. Interestingly, GSNO and nitrite ions concentrations 

increased with incubation time and RSNO concentration was even more important in the presence of 

cells. As far as ISMN is concerned, the product was mainly released without an important degradation. 

Again, the drug was released in higher concentrations in presence of cells than without them; this may 

be explained by an enhanced degradation of the polymeric matrix and/or cell metabolism. Even if 

found concentrations of NO donors (range: 10-6 M for GSNO and 10-4 M for ISMN) are sufficient to 

have an impact on cell proliferation [163], their impact have to be further investigated in term of 

protein S-nitrosation. 
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Figure 29 : NO donors and degradation products released in the cell culture medium from GSNO 

(n = 3) or ISMN-loaded ISPI (n = 2), 24 or 48 h after cell seeding. 
 

Cell proliferation onto scaffolds 

Finally, a viability test was performed in order to determine the possibility of cell attachment and 

growth on ISPI (Figure 30). 
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Figure 30 : Cell viability 24 h and 48 h after cell seeding on ISPI. . At each incubation time, data were 

analyzed with a two-way Anova followed by a post-hoc Bonferoni test: pinteraction, ppolymer and pdrug ˂ 0.05 

(n = 3). * p ˂ 0.05 vs non-loaded PLGA/PCL-based formulation at the same time; # p ˂ 0.05 vs ISMN-

loaded PLGA/PCL-based formulation at the same time. 

 

First of all, whatever the condition, no dramatic decrease of cell viability was noticed: as a 

consequence, the formulations did not induce any toxicity. Moreover, in all conditions, PLGA/PCL-

based ISPI allowed greater cell growth (10 to 15 %) than PLGA ones. This may be explained by the 

rougher surfaces of PLGA/PCL-based ISPI as previously observed by SEM, probably more favorable 

to cell attachment. For PLGA-based ISPI, loading with NO donors (ISMN or GSNO) did not 

significantly increase cell viability compared to non-loaded PLGA-based ISPI, at 24 or 48 h of 

incubation. On the contrary, for PLGA/PCL-based ISPI, ISMN loading decreased cell growth while 

GSNO loading increased it. This may be explained by the fact that ISMN may have induced an 

oxidative and/or nitrosative stress (Article 1). This will be further investigated by the intracellular 

measurement of both antioxidative defenses (reduced glutathione) and oxidatives species (reactive 

oxygen species and rate of protein nitration). Moreover, a formulation containing ISMN in the same 

amount than GSNO should also be tested. 

Finally, to complete this study, some histological analyses are currently under development in 

order to check whether cells are able to colonize the core of the implant. 
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4.2.6. Conclusion 

In this study, vascular smooth muscle cells were used as models to evaluate cytocompatibility of 

ISPI. Preliminary results obtained here showed that GSNO loaded PLGA/PCL-based ISPI seemed to 

be the formulation for which a rough surface was observed and allowing cell growth. Nevertheless, in 

view of the objective of cardiac regeneration, it would be desirable to test these systems with 

cardiomyocytes and mechanical constraints similar to those of the myocardium. Indeed, these 

scaffolds will constitute a mechanical support to the damaged area and should therefore exhibit 

suitable mechanical properties. Scaffold appropriate stiffness is still a matter of debate, but it is 

generally recognized that it should be around tens of kPa to match myocardial one (20 kPa to 500 kPa 

for human myocardium, 0.1 to 140 kPa for rat myocardium [147]). Mechanical properties of the 

presented scaffolds have therefore to be further studied.  
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4.3.  Injection intramyocardique d’implants in situ 

Les résultats de l’étude in vitro avec les implants in situ poreux montrent qu’il est possible pour 

des cellules musculaires lisses de coloniser leur surface. En parallèle de ces expériences, la faisabilité 

de l’injection de formulations in situ dans le muscle cardiaque de rats Wistar a été testée. Pour cette 

étude préliminaire, les formulations de type implant (simplicité de préparation et d’administration) à 

base de NMP (solidification rapide) ont été retenues. 

Afin de réaliser l’injection directement dans le muscle cardiaque, les animaux ont été anesthésiés 

sous isoflurane, puis une mini-thoracotomie a été réalisée par un chirurgien (Dr N. Tran, Ecole de 

Chirurgie de Nancy) afin d’exposer le myocarde de la façon la moins invasive possible (incision 

cutanée de 2 cm environ, dilacération des muscles pour accéder à la cavité thoracique). L’injection a 

été effectuée avec une aiguille de 23 G dans le myocarde à l’apex du ventricule gauche, sur cœur 

battant.  

Les premiers essais effectués chez des rats sains ont permis de déterminer qu’environ 50 µL 

(≈ 50 mg) de formulation (sans principe actif) pouvaient être injectés dans le myocarde sans causer le 

décès de l’animal. Néanmoins, l’injection (Figure 31A) entraînait l’apparition d’un fin réseau blanc 

(voir flèches blanches Figure 31B) autour du point d’injection, probablement causé par la diffusion de 

la solution polymérique dans les capillaires environnants avant solidification. Ceci s’est quelquefois 

traduit par le noircissement de la zone concernée (Figure 31C). 
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Figure 31 : Injection d'implants in situ (sans principe actif) à base de NMP dans le myocarde de rats 

sains. Photographies prises A) avant injection, B) juste après l’injection ; les flèches blanches indiquent le 

réseau blanc qui apparaît suite à l’injection, et C) exemple de noircissement de la zone d’injection observé 

dans certaines expériences. L’incision cutanée mesure environ 2 cm de longueur. 

 

Par conséquent, chez les rats sains, l’injection intramyocardique semble produire un mini-

infarctus. Néanmoins, étant donné que la paroi myocardique est modifiée après un infarctus (zone plus 

fine, plus creuse et akinétique), l’étude a été poursuivie chez des rats ayant un infarctus suite à une 

ligature coronaire définitive selon un protocole classiquement utilisé à l’Ecole de Chirurgie [166]. 

A l’heure actuelle, sept rats (Wistar mâles, 500-600 g) ont été opérés et traités avec injection au 

niveau de la zone infarcie. Deux rats ont reçu une solution de GSNO dans du NaCl 0,9 % (2,5 mg 

dans 100 µL soit 5 mg/kg), deux rats ont reçu 50 µL de formulation sans principe actif et trois rats ont 

reçu 50 µL de formulation contenant 5 % m/m de GSNO (5 mg/kg). La ligature coronaire était 

effectuée 1 mois avant l’injection et une imagerie par Tomographie par Emission de Positrons 

associée à l’imagerie (TEP-SCAN, plateforme Nancyclotep) était réalisée 2 semaines après la ligature 

et 2 semaines après l’injection pour voir l’évolution des lésions. Les résultats sont à interpréter avec 
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une grande prudence étant donné le faible nombre d’animaux, mais semblent néanmoins 

encourageants : comme attendu, l’injection de la solution de GSNO ou d’un implant sans principe 

actif ne semble pas améliorer la perfusion cardiaque par contre, celle d’un implant avec GSNO serait 

bénéfique (Figure 32). 

 

 
Figure 32 : Imagerie TEP-SCAN de cœurs de rats ayant un infarctus du myocarde suite à une ligature 

coronaire définitive : à gauche (« avant »), deux semaines après la ligature et à droite (« après »), deux 

semaines après l’injection dans le myocarde infarci de: d’implants in situ sans principe actif, d’une 

solution de GSNO (5 mg/kg), ou d’implant in situ contenant du GSNO (5 mg/kg). Cette technique 

d’imagerie permet de mettre en évidence les anomalies de perfusion au niveau cardiaque (les résultats 

présentés sont obtenus durant la systole cardiaque) : moins le territoire est perfusé, moins la sonde  

(18F-déoxyglucose) est présente donc plus la zone apparait bleue. 

 

La médecine régénérative est une discipline en plein essor, en particulier pour la réparation 

cardiaque. L’approche primitivement développée consistant à apporter de nouvelles cellules capables 

de se différencier en cardiomyocytes au niveau du territoire infarci a montré des limitations 

[102,147,149] : difficulté pour identifier la source optimale de cellules, nécessité d’apporter un grand 

nombre de cellules, qui sont expulsées du lieu d’injection par les battements cardiaques ou qui 

meurent avant d’avoir pu proliférer (la zone infarcie étant pauvre en oxygène et en nutriments). 

L’utilisation de supports en trois dimensions, d’origine naturelle ou synthétique, permet de remplacer 

temporairement (le temps de la dégradation du support/formation du nouveau tissu) la zone 

défaillante, et de favoriser la colonisation par les cellules. Enfin, ils peuvent assurer une délivrance 
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progressive de facteurs de croissance, cytokines ou molécules d’adhésion, afin d’améliorer le 

recrutement, l’adhésion et la prolifération de cellules. Dans ce cadre, les implants in situ chargés en 

GSNO pourraient représenter une nouvelle plateforme d’ingénierie tissulaire pour la reconstruction 

myocardique après infarctus. Les résultats obtenus in vitro montrent qu’ils peuvent être colonisés par 

des cellules musculaires (de type A-10) et les résultats préliminaires obtenus in vivo indiquent que 

l’injection intramyocardique est possible, et pourrait entraîner une amélioration de la perfusion 

cardiaque. Dans le futur, cette thérapeutique pourrait être associée à l’administration conjointe de 

cellules souches. Néanmoins, une exploration complète de la fonction cardiaque devra être réalisée 

pour démontrer ou non un effet positif de cette stratégie expérimentale. 
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Avant les années 1980, NO était essentiellement considéré comme un polluant, présent dans la 

fumée de cigarette et les échappements automobiles. Cette vision a changé dans les années 80 lors de 

la découverte de la libération par l’endothélium d’un facteur labile, l’endothelial-derived relaxing 

factor (EDRF), causant la relaxation de vaisseaux quand les cellules musculaires lisses étaient 

stimulées par des vasodilatateurs, puis l’assimilation de l’EDRF au monoxyde d’azote. Ces 

découvertes ont été récompensées par le prix Nobel de Physiologie/Médecine en 1998 (Ignarro, 

Furchgott, Murad) [151]. 

Par la suite, il est apparu peu à peu que NO était un médiateur impliqué dans tous les principaux 

systèmes de l’organisme, conservé dans le règne animal comme dans le règne végétal [167,168]. 

Pendant des années, plusieurs molécules ont indifféremment été utilisées dans les études comme 

« donneurs » de NO avant que ne soient établies la complexité de sa chimie ainsi que la présence de 

plusieurs formes (•NO, NO+, NO-) et de nombreuses espèces dérivées (NO2
-, NO3

-, RSNO de faible ou 

forte masse molaire, ONOO-…) pouvant conduire à différentes réactivités.  

Dans la littérature, NO est souvent décrit comme un Janus, une molécule à double face, à la fois 

bénéfique et délétère [47,169–173]. Ce n’est probablement pas seulement sa concentration qui fait 

pencher la balance d’un côté ou de l’autre, mais un ensemble de paramètres, comme par exemple de 

façon non exhaustive : sa concentration [163], les espèce(s) dérivée(s) produite(s), le 

microenvironnement tissulaire (pH, pO2, statut redox) [174,175], la localisation intracellulaire et la 

durée de sa production, les mécanismes de sa destruction, les liens avec les autres médiateurs gazeux 

(O2, CO, H2S) [176,177]. Tout ceci participe vraisemblablement à activer ou inhiber des voies de 

signalisation différentes, de manière finement régulée, ce qui explique à la fois les effets 

pléïotropiques du NO et la difficulté de cibler cette molécule pour une action thérapeutique. En 

particulier, les phénomènes de S-nitrosation (c’est-à-dire la fixation d’un résidu NO sur le groupement 

thiol d’une molécule), transnitrosation et dénitrosation jouent un rôle critique de régulation, y compris 

au niveau cardiovasculaire [157,178,179].  

 

Les effets thérapeutiques d’un apport de NO contrôlé seraient innombrables et toucheraient toutes 

les disciplines médicales (Tableau 5). Dans ce cadre, l’utilisation de précurseurs de NO est rendue 

nécessaire par sa très faible demi-vie. Bien que les dérivés nitrés utilisés aient été utilisés depuis près 

d’un siècle dans le traitement de l’angine de poitrine, leurs inconvénients (tolérance, stress oxydant) 

empêchent l’élargissement de leurs indications (Article 1). 
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Tableau 5 : Potentielles applications thérapeutiques d'une formulation délivrant un donneur de NO de 

façon prolongée. 

Applications thérapeutiques Références 
Système cardiovasculaire 

 Modulation de l’hémostase 
 Resténose sur stents 
 Dysfonction endothéliale/athérosclérose 

 
[91,180] 

[181] 
[182] 

Troubles métaboliques 
 Ostéoporose 
 Insuline : apport exogène, sensibilité 
 Diabète 

 
[183] 

[184,185] 
[186] 

Système gastro-intestinal 
 Ulcères 
 Entérite 

 
[187] 
[188] 

Système respiratoire 
 Mucoviscidose 
 Asthme 

 
[189] 
[190] 

Système immunitaire 
 Infections bactériennes 
 Infections virales 
 Infections parasitaires 

 
[191,192] 
[193,194] 
[195,196] 

Thérapie anticancéreuse 
 Tumeurs multi-résistantes 
 Thérapie adjuvante 

 
[197] 
[198] 

Divers 
 Transplantation : protection des organes 
 Transfusion sanguine 
 Cicatrisation 
 Promoteurs d’absorption orale 

 
[199,200] 
[201,202] 
[203,204] 
[205,206] 

 

De nouvelles familles de composés donneurs de NO sont donc à l’étude. Dans l’idéal, en plus 

d’une absence de toxicité, ces composés devraient avoir deux caractéristiques majeures : 

 Une demi-vie suffisante ; 

 Une libération contrôlée (de NO à partir du précurseur). 

Ces objectifs peuvent être atteints notamment en modulant la structure chimique du précurseur. La 

protection des composés par une formulation galénique adaptée est également à envisager. 

 

Comme précédemment mentionné, il existe différentes familles de donneurs de NO (nitrates 

organiques, NONOates, composés hybrides divers, complexes nitrosyl, etc…). Récemment, plusieurs 

études ont montré que ces différents donneurs de NO n’étaient pas égaux en termes de S-nitrosation 

[207–209]. Au regard de ces données, l’utilisation de donneurs de NO naturellement présents dans 

l’organisme semble être la meilleure alternative pour le développement de composés améliorant la 

biodisponibilité de NO. Ils sont en effet susceptibles d’avoir une action proche de la physiologie et une 

toxicité faible voire nulle. Bien que certains auteurs proposent d’utiliser les anions inorganiques nitrite 

ou nitrate (car apportés naturellement dans l’alimentation et l’eau de boisson), ces composés ne 
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peuvent être transformés en NO que dans certaines conditions et doivent être apportés en grandes 

quantités pour une action thérapeutique, ce qui peut induire un risque carcinogène [210–212]. La seule 

autre famille comprenant des composés existant de façon endogène est celle des S-nitrosothiols, qui 

sont la forme majoritaire de stockage et transport de NO [13]. Ils ne sont pas toxiques, n’induisent pas 

de phénomène de tolérance ou de stress oxydant et sont relativement faciles à synthétiser. Malgré leurs 

avantages indéniables, les RSNO souffrent cependant d’une demi-vie et d’une stabilité plutôt 

faibles [157]. Des modifications de leur structure ont déjà été effectuées et ont permis de moduler leur 

hydrophobie, leur stabilité ou leur activité [95,157,213–217], ou d’obtenir un ciblage de la 

mitochondrie [134,218]. En ce qui concerne leur formulation, de multiples possibilités ont été décrites 

dans la littérature présentant des résultats intéressants in vitro (Article 2), mais très peu d’entre elles 

ont également été testées in vivo. 

 

Le but de ce travail était d’évaluer l’intérêt de formulations in situ pour la libération prolongée de 

S-nitrosothiols. 

La fabrication de ces formulations fait appel à un procédé simple, peu agressif, particulièrement 

compatible avec les RSNO. De plus, elles sont basées sur un copolymère d’acide lactique et 

glycolique bioassimilable et biocompatible, dont la large utilisation dans des produits parentéraux à 

libération prolongée de principes actifs garantit la sécurité d’emploi. Enfin, comme présenté dans 

l’Article 3, de nombreux paramètres sont modifiables afin d’ajuster le profil de libération. Pour cette 

étude, il a été fait le choix de ne travailler qu’avec un seul copolymère (PLGA 50 :50 de faible masse 

molaire et dont les extrémités terminales étaient protégées) à une concentration donnée (20 % m/m). 

En revanche, deux types de formulation in situ, implants et microparticules, ont été testés, en faisant 

varier le type de solvant (NMP et TA). L’utilisation d’un solvant organique demeure l’inconvénient de 

ces formulations, bien que des formulations à base de NMP aient déjà été admises pour 

l’administration parentérale. 

Ces formulations forment une matrice polymérique solide par la précipitation du polymère lors de 

la mise en contact avec un milieu aqueux. Elles nécessitent donc de disposer de principes actifs isolés, 

exempts de toute trace d’eau. Dans le cadre du projet « NanoSNO », plusieurs molécules ont pu être 

synthétisées : GSNO, SNAP, S-S’-dinitrosobucillamine, esters nitrosés de la N-acétyl-cystéine (plus 

hydrophobes). Seules deux d’entre elles ont pu être précipitées et purifiées pour obtenir des produits 

de qualité pharmaceutique (cf. Article 4) : l’une naturelle, GSNO et l’autre synthétique, SNAP. Au-

delà de leur structure (cœur cystéine ou pénicillamine), ces molécules diffèrent fortement en termes de 

stabilité, d’hydrophobie (cf. Article 5) et légèrement en ce qui concerne leur efficacité (cf. Article 2). 

Dans un premier temps, la libération in vitro de ces deux RSNO à partir des différentes 

formulations a été étudiée (cf. Article 5). Quelle que soit la formulation, GSNO était libéré en moins 

de 24 h, alors que SNAP était libéré plus progressivement (3 jours) avec cependant une libération 

massive (burst) pendant les 24 premières heures. Le burst est un des inconvénients classiquement 
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décrits pour ces systèmes in situ : utiliser un solvant plus lipophile (ex : TA) ou une phase externe 

(ISM) sont des procédés classiques pour lutter contre ce phénomène. En effet, globalement, 

l’utilisation de TA a ralenti la libération des RSNO (sauf pour les ISM à base de TA chargées en 

GSNO). De plus, la libération de GSNO et de SNAP pendant le premier jour à partir de formulations à 

base de NMP a été plus progressive pour les ISM que pour les ISI. Pour les formulations à base de TA, 

la libération de GSNO est accélérée par l’utilisation de la forme ISM alors que celle de SNAP est 

ralentie. Les comportements attendus sont donc retrouvés. En effet, la libération rapide de GSNO à 

partir des ISM à base de TA peut s’expliquer par la constitution de la phase externe (eau saturée en 

triacétine), qui présente une faible viscosité (donc un effet barrière peu important) et pour lequel 

GSNO a vraisemblablement une forte affinité étant donné son caractère hydrophile. 

Le type de formulation et le solvant utilisés ont donc montré une influence sur la libération initiale 

in vitro des RSNO. L’observation de la morphologie des dépôts obtenus n’a pu être effectuée que pour 

les formulations NMP, et a montré une différence entre les ISI et les ISM. En revanche, l’étude de la 

dégradation des systèmes a pu être effectuée pour toutes les formulations : quels que soient le solvant 

et la formulation, les mêmes profils ont été observés. Par conséquent, le type de formulation (et aussi 

le solvant utilisé d’après la littérature [160]) conduit bien à des structures différentes. Par contre, 

contrairement à l’hypothèse de départ, avec le polymère utilisé à la concentration utilisée, il n’y a pas 

de différence notable en termes de profil de dégradation entre les différentes formulations. 

Cette étude in vitro a également permis de déterminer l’importance de l’hydrophobie du principe 

actif dans sa libération à partir des formes in situ. En utilisant deux autres donneurs de NO isolés de la 

famille des nitrates organiques, des corrélations significatives ont pu être établies entre le profil de 

libération in vitro de ces molécules et leur hydrophobie. 

Etant donné les résultats précédents et dans le but de restreindre le nombre de formulations à tester 

in vivo, il a été choisi de conserver les formulations à base de NMP. En effet, bien que l’utilisation de 

TA diminue le burst, elle augmente également la viscosité du système, ce qui peut poser problème lors 

de l’injection à des animaux.  

Premièrement, les résultats ont montré que l’environnement (in vitro vs in vivo) jouait un rôle 

prépondérant dans la morphologie et la dégradation des matrices polymériques obtenues avec les 

formulations à base de NMP. Ces données venaient conforter une étude précédemment réalisée [79] et 

impliquaient que les résultats de libération de donneurs de NO obtenus in vitro ne seraient pas 

forcément transposables in vivo (car la libération du principe actif est dépendante des phases de 

formation/dégradation de la matrice, cf. Article 3).  

Deuxièmement, les formulations à base de NMP, chargées en GSNO ou en SNAP, ont été injectées 

par voie sous-cutanée à des rats Wistar. Il n’a cependant pas été possible d’effectuer une étude 

pharmacocinétique complète. En effet, les résultats préliminaires ont montré une grande variabilité des 

concentrations plasmatiques des espèces dérivées du NO, qui sont de plus faiblement modifiées suite à 

l’injection d’un bolus sous-cutané de GSNO. Le NO apporté par les RSNO administrés peut être 
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transféré à différents composés ou transformé en d’autres espèces (Article 2), ce qui rend multiple les 

espèces à suivre et diminue l’amplitude de variation de leurs concentrations sanguines et plasmatiques. 

Seules des méthodologies de radiomarquage de l’azote permettraient de suivre le NO apporté. Par 

ailleurs, il faut noter qu’il n’existe pas encore de consensus réel dans la littérature au sujet des 

concentrations physiologiques de ces différentes espèces, bien que la tendance actuelle consiste à les 

reconnaître très faibles (nM-µM) [80], ce qui nécessite de disposer de méthodes extrêmement 

sensibles. 

Troisièmement, l’incorporation des RSNO dans les formulations in situ a permis d’augmenter la 

durée de leur effet sur la pression artérielle des animaux par rapport aux solutions contrôles. In vivo, 

l’hydrophobie du principe actif ne semble pas être un facteur déterminant de la libération, car les 

résultats étaient meilleurs avec GSNO (jusque 42 h de diminution de la pression artérielle pulsée) 

qu’avec SNAP (5 h), alors que GSNO était pourtant libéré très rapidement in vitro. Comme les doses 

injectées sont équivalentes en termes de nombre de moles de NO, cela signifie que des phénomènes 

sont différents au niveau de la libération des composés ou de leur action. Le premier point aurait pu 

être résolu si l’étude pharmacocinétique avait pu être menée. Pour le deuxième point, quelques 

éléments de discussion peuvent être apportés en rappelant que GSNO contrairement à SNAP est un 

composé endogène, et qu’il présente une plus grande demi-vie (40 h vs 2 h, cf. Article 2), lui 

permettant peut-être une circulation plus longue une fois libéré des formulations. Enfin, les deux 

molécules ne sont pas égales en termes de dégradation, qu’elle soit chimique ou enzymatique (Article 

2). D’une part, la structure du composé influe sur la stabilité de la liaison S-N et peut aussi limiter la 

dégradation par chélation des espèces. D’autre part, plusieurs systèmes enzymatiques peuvent réaliser 

des réactions de transnitrosation et de dénitrosation, mais il existe un système spécifique du GSNO, la 

gamma-glutamyl-transférase [78]. Cette enzyme est présente à la fois dans la circulation et en surface 

des membranes cellulaires. Pour finir, bien que les résultats en conditions ex vivo montrent une 

différence faible de leur efficacité vasorelaxante (cf. Article 2), il est également possible que dans un 

animal entier, GSNO soit un vasorelaxant encore plus efficace que SNAP. L’étude de l’impact de ces 

formulations chargées en RSNO sur l’agrégation plaquettaire pourrait également révéler des 

différences entre les actions des deux composés. Une meilleure connaissance du devenir in vivo de ces 

RSNO est donc nécessaire. 

En résumé, les formulations in situ permettent de remplir deux des trois conditions du cahier des 

charges défini au début de cette discussion : demi-vie augmentée et libération contrôlée. Le drug 

design, en réalisant la synthèse de RSNO à partir d’un choix rationnel de leur structure chimique, 

pourrait permettre d’améliorer encore ces résultats et potentiellement aussi d’atteindre le troisième 

objectif, le ciblage. 

 

Les formulations in situ sont donc des plateformes potentielles pour la délivrance de donneurs de 

NO avec de nombreuses applications thérapeutiques, même si leur utilisation semble limitée par les 
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phénomènes de burst et l’effet qui reste de courte durée par rapport à la vitesse de dégradation de la 

matrice polymérique. Une optimisation du système (ex : concentration plus importante de polymère, 

polymère de plus haute masse molaire, mélange de solvants, cf. Article 3) serait à envisager pour leur 

utilisation en traitement de pathologies chroniques. 

Néanmoins, ces formulations pourraient représenter un outil efficace dans le cadre d’une 

administration ponctuelle par exemple lors d’un événement aigu (ex : infarctus du myocarde 

[219,220]), lors d’opérations chirurgicales à risque [91,221,222] ou en thérapeutique adjuvante (ex : 

traitements anticancéreux [223–225]). 

Dans cette perspective, des expériences préliminaires ont été réalisées, pour l’injection à distance 

de l’infarctus, d’implants à base de NMP chargés en GSNO, directement dans le myocarde, au niveau 

de la zone infarcie. Dans l’idéal, les dépôts obtenus devraient d’une part améliorer la résistance 

mécanique de la paroi cardiaque en comblant la zone amincie par la nécrose et d’autre part améliorer 

la recolonisation par des cellules et donc la régénération tissulaire par la libération progressive de NO. 

Les formulations in situ sont majoritairement injectées par voie sous-cutanée. Bien que des injections 

aient été effectuées en intramusculaire [16,226,227], cela n’a jamais été réalisé à notre connaissance 

dans le muscle cardiaque. Une seule étude fait part d’une injection d’implants in situ dans un tissu 

« sensible » : Nasongkla et coll. ont montré la faisabilité de l’injection d’implants in situ à base de 

glycofurol dans le cerveau de rats, pour la délivrance intracérébrale de principes actifs [228]. 

Un système pour la régénération cardiaque doit être non toxique, biocompatible, si possible fournir 

un environnement favorable aux cellules, mais aussi satisfaire aux contraintes mécaniques du cœur. 

L’avantage des implants in situ est de remplir la zone infarcie en s’adaptant à l’espace disponible, de 

façon la moins invasive possible et avec une taille permettant l’oxygénation et la nutrition des cellules 

potentiellement recrutées. Ces implants en cours de dégradation dans le tissu seraient susceptibles de 

favoriser la croissance cellulaire sous réserve d’une absence de toxicité ainsi que du maintien d’un 

statut inflammatoire et redox approprié. Les premiers essais in vivo ont montré la faisabilité de 

l’injection intramyocardique des formes in situ. Les implants non chargés semblent présenter une 

certaine toxicité, cependant ils pourraient améliorer la perfusion du cœur infarci lorsqu’ils sont chargés 

en GSNO chez des rats souffrant d’ischémie myocardique. Le statut redox et le phénotype des cellules 

isolées (au niveau des expériences in vitro) ou au sein d’un tissu (après injection intramyocardique) 

seront à explorer afin d’assurer une libération de NO dans des conditions favorables. 

Toujours dans le cadre de l’infarctus du myocarde, une autre étude est envisagée : l’injection par 

voie sous-cutanée d’implants à base de NMP, chargés en GSNO, dans les premiers temps après 

l’infarctus. Ici, le but ne serait plus de régénérer le tissu à distance de l’évènement, mais plutôt de 

moduler les réactions inflammatoires, limiter les lésions et le remodelage post-infarctus, et donc 

l’insuffisance cardiaque à long terme. Par ailleurs, la co-encapsulation de principes actifs pourrait être 

envisagée. 
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Pour conclure, il a été montré que les formes in situ permettent une libération prolongée in vitro et 

un effet prolongé in vivo des RSNO chez des animaux sains. La suite de ce travail s’oriente donc 

logiquement vers l’utilisation des formes in situ contenant des RSNO dans un modèle pathologique. 
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Le monoxyde d’azote est un messager physiologique incontournable, tant dans le règne végétal que 

dans le règne animal. L’administration de NO ou de précurseurs constitue une stratégie thérapeutique 

prometteuse dans les pathologies cardiovasculaires, notamment ischémiques. 

 

Dans ce travail, des formulations in situ pour la libération prolongée de S-nitrosothiols  

(S-nitrosoglutathion et S-nitroso-N-acétylpénicillamine), des précurseurs de monoxyde d’azote de 

faible demi-vie, ont été préparés et testés in vitro et in vivo. Ces formulations ont déjà prouvé leur 

capacité à libérer de manière progressive et prolongée différents principes actifs. Deux d’entre elles 

ont d’ailleurs été autorisées en thérapeutique humaine. Dans cette étude, un seul polymère 

(poly(lactide-co-glycolide) 50 :50 avec extrémités protégées), mais deux solvants (N-méthyl-2-

pyrrolidone et triacétine) et deux types de formulations (implants in situ et microparticules in situ) ont 

été utilisés.  

 

Dans un premier temps, les RSNO étudiés ont été synthétisés, isolés et purifiés selon des critères 

pharmaceutiques. Dans un deuxième temps, une caractérisation physicochimique des formulations 

obtenues in vitro ou in vivo a été effectuée. Il a été montré que la morphologie et la dégradation des 

matrices polymériques obtenues dépendaient fortement de l’environnement d’injection (in vitro ou in 

vivo). Enfin, une libération in vitro prolongée des RSNO a été obtenue grâce aux formulations, avec 

une corrélation entre le profil de libération de la molécule et son hydrophobie. Par ailleurs, un effet in 

vivo prolongé (jusque 42 h pour GSNO 30 mg/kg vs 5 h pour SNAP 15 mg/kg) sur la pression 

artérielle a également été démontré avec les formulations à base de NMP. Des expériences 

complémentaires sont programmées, d’une part pour étudier l’effet de formulations plus faiblement 

chargées sur la pression artérielle, d’autre part pour évaluer l’impact des formulations chargées (doses 

fortes ou doses faibles) sur l’activation et l’agrégation plaquettaire. 

 

Les systèmes in situ étudiés représentent donc une approche adaptée à la libération prolongée de 

RSNO. Cependant, la présence d’un solvant organique, la libération initiale massive (burst) de 

principe actif ainsi que la durée de vie de la matrice polymérique constituent des limites à leur 

utilisation en vue d’un traitement chronique. Des optimisations sont à envisager en adaptant le cahier 

des charges à l’application visée.  

 

Les résultats montrant une libération sur quelques jours des RSNO permettent d’ouvrir le champ 

vers des stratégies thérapeutiques « ponctuelles », par exemple dans des pathologies ischémiques 

aigües, type infarctus du myocarde. Ainsi, ces formulations ont commencé à être évaluées dans un 

modèle animal d’infarctus du myocarde. En effet, ces systèmes pourraient exercer une action 

multiple : combler le déficit de matière au niveau de la zone infarcie, moduler le microenvironnement 

par la libération progressive d’un ou plusieurs principe(s) actif(s) et recruter des cellules afin de 
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reconstituer le tissu lésé. Les premiers résultats in vitro (culture cellulaire) et in vivo (modèle animal) 

semblent encourageants mais doivent être confortés. 

 

La preuve de concept de libération prolongée des RSNO par les formulations in situ a été apportée 

dans cette étude. Ceci permet d’ouvrir des perspectives vers de nouvelles stratégies thérapeutiques, en 

particulier dans les pathologies cardiovasculaires et ischémiques. 
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Formulations in situ de donneurs de monoxyde d’azote 
Les systèmes injectables précipitant in situ sont des formulations de préparation facile permettant la libération prolongée 

de principes actifs. Ils se présentent sous la forme de liquides (solutions ou émulsions) à base de polymère et de solvant 
organique pharmaceutiquement acceptable, auxquels est ajouté le principe actif. Après injection sous-cutanée ou 
intramusculaire, leur entrée en contact avec les fluides corporels aqueux entraîne la précipitation du polymère, insoluble dans 
l’eau, et la formation de dépôt sous forme d’implant (ISI) ou de microparticules (ISM) qui se dégradent progressivement en 
libérant le principe actif. Dans ce travail, des ISI et des ISM réalisés à partir d’un copolymère d’acide lactique et glycolique 
(PLGA, biocompatible et biorésorbable) ont été développés pour la libération prolongée de S-nitrosothiols, des donneurs de 
monoxyde d’azote de faible demi-vie. Deux solvants (N-méthyl-2-pyrrolidone et triacétine) ainsi que deux S-nitrosothiols (S-
nitrosoglutathion et S-nitroso-N-acétylpénicillamine) ont été utilisés. 

Comme attendu, le type de formulation et de solvant permettait de moduler la libération des principes actifs in vitro, 
mais les expériences ont montré que le profil de libération était également fortement influencé par l’hydrophobie de la 
molécule. La structure et la dégradation des matrices polymériques étaient plus affectées par l’environnement (in vitro ou in 
vivo) que par le type de solvant utilisé. Les expériences in vivo ont prouvé un effet prolongé des S-nitrosothiols sur la 
pression artérielle chez le rat par leur incorporation dans les formes in situ. Néanmoins, la différence importante entre la 
durée de l’effet observé (maximum 42 h) et le temps de dégradation des formulations (> 1 mois), nécessite une optimisation 
de celles-ci pour une application de longue durée. 

Cependant, comme une libération progressive pendant plusieurs heures de donneurs de monoxyde d’azote est bénéfique 
dans des situations ischémiques, le potentiel de ces formulations comme thérapeutique ponctuelle dans un modèle d’infarctus 
du myocarde a commencé à être évalué. D’une part, la faisabilité de leur injection directement dans le myocarde au niveau de 
la zone infarcie a été démontrée. D’autre part, les tout premiers résultats semblent indiquer que ces implants chargés en 
principes actifs permettraient d’améliorer la perfusion du myocarde. Enfin, la porosité de ces systèmes augmente durant leur 
dégradation, ce qui rend la matrice susceptible de recruter et d’héberger des cellules. Une étude menée in vitro avec des 
implants dont la porosité augmentée a été simulée a montré qu’ils permettaient l’adhésion et la prolifération de cellules 
musculaires. 

Les formulations in situ représentent donc des formulations galéniques adaptées aux S-nitrosothiols.  
 

Mots-clés : Monoxyde d’azote, S-nitrosothiols, libération prolongée, implants in situ, microparticules in situ 

 
 
 
In situ formulations of nitric oxide donors 

In situ forming injectable systems are easy to prepare formulations for sustained drug release. They are liquids (solutions 
or suspensions) based of a polymer and a pharmaceutically acceptable organic solvent, to which drug is added. After 
subcutaneous or intramuscular injection, contact with aqueous body fluids triggers polymer precipitation (as the polymer is 
water-insoluble) and the formation of a depot as implant (ISI) or microparticles (ISM). This matrix degrades then slowly 
while releasing the drug. In this work, ISI and ISM made of a copolymer of lactic and glycolic acid (PLGA, biocompatible 
and bioerodible) were developed for sustained release of S-nitrosothiols, prodrugs of nitric oxide with low half-lives. Two 
solvents (N-methyl-2-pyrrolidone and triacetin) as well as two S-nitrosothiols (S-nitrosoglutathione and S-nitroso-N-
acetylpenicillamine) were used. 

As expected, formulation type and solvent modulated in vitro drug releases, but results also showed a strong influence of 
drug hydrophobicity on their release profiles. Structure and degradation of polymeric matrices were more affected by the in 
vitro or in vivo environment than by the solvent used. In vivo experiments proved a sustained effect of S-nitrosothiols on 
arterial pressure of rats when incorporated into in situ systems. However, considering the discrepancy between the duration 
of effect (max 42 h) and matrix life-span (> 1 month), there is a need for formulations optimization in view of an application 
requiring a long lasting release. 

Nevertheless, evaluation of therapeutic potential of a single injection of these formulations has begun in a model of 
cardiac infarction, as a several hours sustained release of nitric oxide donors could be beneficial in such ischemic situation. 
First, the feasibility of a direct injection into the infarct area has been established. Second, first results seem to indicate that 
these implants loaded with active pharmaceutical ingredients could enhance heart perfusion. Finally, porosity of these 
systems increases during their degradation, allowing cell recruitment and colonization of resulting matrix. An in vitro study 
conducted on implants with porosity artificially increased showed adhesion and proliferation of muscular cells seeded onto 
the systems. 

As a result, in situ formulations represent suitable drug delivery systems for S-nitrosothiols. 
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