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Depuis des décennies, les préparations contenant de I’arsenic ont été utilis€ées dans le
traitement des cancers: les travaux de Konig ¢t coll. (1997) citent des articles des années
1930, voire de 1914 (Brainbridge, 1914). C’est au cours du XVIII®™ siécle que la
chimiothérapie arsenicale s’est développée avec la solution de Fowler. Cette solution
d’arsénite de potassium a 1% a permis de traiter des patients atteints d’hémopathies dont le
pronostic est tres réservé. Pendant un si¢cle et demi, du fait des résultats trés intéressants, la
solution de Fowler devint le traitement de référence contre les leucémies (Kwong et Todd,
1997). En Asie, au début des années 1970, I’efficacité d’une médication traditionnelle
contenant principalement de I’oxyde d’arsenic trivalent (As"™) ou encore de I’anhydride
arsénieux (As;O3) a été mise en évidence dans le traitement des leucémies aigués
promyélocytaires (LAP) nouvellement diagnostiquées ou en rechute aprés un traitement
conventionnel a I’acide tout frans-rétinoique (ATRA) (Castaigne et coll., 1990; Castaigne et

coll., 1993).

Parallélement, le trioxyde d’arsenic et les dérivés de I’acide phénylarsonique (As")
sont utilisés & partir de la seconde moitié du XIX*™ siécle, pour traiter des parasitoses comme
les trypanosomiases et les filarioses. Les dérivés aromatiques de ’arsenic trivalent (As™) mis
au point par Paul Erlich et son école, semblérent d’emblée mieux tolérés. L’arsphénamine
(Salvarsan®) fut présentée dés 1910 comme le médicament miracle de la syphilis avant
Parrivée de la pénicilline. C’est en 1938 que E.A.H. Friedheim synthétise le mélarséne
comportant un groupement mélaminyl qui potentialise nettement 1’activité trypanocide mais
ce composé reste doté d’une trés grande toxicité liée au groupement oxyde d’arsine —As=0
(ou arsenoxyde) (Friedheim, 1948). Ce chercheur a démontré en 1942 que le BAL (British
Anti Lewisite ou 2,3-dimercaptopropanol), utilis¢ comme antidote de la sinistre Lewisiste
(gaz de combat utilisé durant la Grande Guerre), réagit avec les arsénoxydes pour former des
composés cycliques, les dithiaarsanes, nettement moins toxiques (Jennings et coll., 1996).
Friedheim fut ainsi & I’origine du mélarsoprol (Arsobal®), médicament qui, dans les mains des
médecins coloniaux au cours de la grande guerre, conduisait & une diminution drastique de
I’incidence de la maladie du sommeil en Afrique: la trypanosomiase africaine. Carter et

Fairlamb démontrérent que son groupement triazine permettait d’améliorer sa spécificité

trypanocide (Carter et Fairlamb, 1993).
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De plus des études récentes ont montré que cet organoarséni€ était plus actif que le
trioxyde d’arsenic sur les leucémies myéloides et faisait 1’objet d’un essai clinique dans le
traitement de leucémies réfractaires (Soignet et coll., 1996; Warrell et coll., 1997). Ce
composé trés lipophile s’accumule fortement dans la moelle épiniére, conduisant a de graves
neurotoxicités et a des déces (Gherardi et coll., 1990); il est quasiment insoluble dans I’eau
mais également dans les principaux solvants. Son administration par voie injectable requiert
sa solubilisation dans du propyléne glycol (Arsobal®), entrainant une intense sensation de
brilure, tres mal tolérée par le patient. Malgré des résultats prometteurs, sa mauvaise
tolérance neurologique a conduit & I’abandon de ce produit dans le traitement de leucémies.
Actuellement, le mélarsoprol, malgré sa difficulté d’utilisation et une toxicité importante,
reste encore le traitement de référence du stade cérébral de la maladie du sommeil (Bouteille

et coll., 2003).

La synthése d’analogues possédant la structure proche du mélarsoprol mais optimisés
pour leurs propriétés antileucémiques était donc une approche logique. Ainsi, notre
laboratoire a synthétisé d’autres dithiaarsanes dérivés du mélarsoprol dans le but d’obtenir des
composés plus efficaces et moins toxiques (Astier et Gibaud, 2003). Ces dithiaarsanes ont
montré une activité antileucémique nettement supérieure a celle de I’ As;O3. Un des composés
le plus intéressant semble étre I’arsthinol (Balarsen®), médicament anciennement utilisé par
voie orale dans les années 1950 dans le traitement des amibiases (Most et coll., 1954) et en

dermatologie (Goldman et coll., 1956).

Une autre approche serait le ciblage médullaire du mélarsoprol par vectorisation, pour
tenter de contrer le plus redoutable effet secondaire: 1’encéphalopathie arsenicale. Parmi les
vecteurs proposés, les nanoparticules biodégradables a base de polymeére se sont montrées
particuliérement intéressantes dans 1’amélioration de 1’index thérapeutique de nombreux
médicaments en les incluant dans la matrice polymérique (nanosphéres) ou en les encapsulant
dans un cceur huileux entouré par le polymére (nanocapsules) (Couvreur et coll., 1990).
Plusieurs travaux ont montré qu’apres leur administration dans la circulation systémique, elles
se concentrent au niveau des organes du Systéme des Phagocytes Mononuclées (SPM : foie,

rate et moelle osseuse) (Grislain et coll., 1983; Gibaud et coll., 1996).
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Pour les principes actifs peu solubles, une alternative prometteuse est la production
des nanosuspensions (Miiller et coll., 1998 ; Miiller et coll., 2001); le médicament étant
dispersé dans une solution aqueuse de surfactant par un processus d’homogénéisation a haute
pression qui permet la désintégration des microparticules en particules ultrafines nommées
nanosuspensions. Les travaux de Peters et coll. ont été réalisés dans le but d’améliorer la
dissolution et la distribution de clofazimine aprés une administration intraveineuse de
nanosuspensions de cet agent antibactérien chez la souris (Peters et coll., 2000). Ces
formulations ont montré une efficacité comparable a celle des liposomes et sont concentrées
au niveau du foie et la rate. D’autre part, des nanosuspensions d’atovaquone pour utilisation
parentérale ont été produites afin de diminuer la dose administrée puisque cet agent
antiparasitaire est faiblement absorbé aprés administration orale chez la souris: la dose
administrée par voie intraveineuse 0,1-1 mg/kg est équivalente a 100 mg/kg par voie orale

(Schéler et coll., 2001).

Une autre approche pour la formulation des principes actifs lipophiles serait
I’utilisation des cyclodextrines. Ces oligosaccharides cycliques ont la propriété de former des
complexes d’inclusion avec différentes molécules biologiquement actives, permettant ainsi
d’améliorer leur solubilité et leur biodisponibilité (Challa et coll., 2005). Cette formulation
permettrait de réaliser une solution aqueuse injectable de principe actif faiblement soluble

dans I’eau.

Notre travail de recherche porte sur des phényldithiarsolanes qui ont €té synthétisé au
sein du laboratoire et plus particuliérement sur le mélarsoprol ainsi que 1’arsthinol; le seul
autre médicament de cette classe chimique qui a été utilisé en thérapeutique. Au début, nous
avons jugé intéressant d’étudier la pharmacocinétique des deux composés chez la souris, et de
développer une forme injectable de mélarsoprol a base de cyclodextrine. Ensuite, nous avons
envisagé par vectorisation du mélarsoprol de réduire la toxicité au niveau cérébral chez la

souris,
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Les avantages recherchés par la vectorisation peuvent se résumer ainsi :

- prolongation de I’activité du mélarsoprol au niveau des cellules cibles myélomateuses
dans le courant circulatoire ou par maintien d’une concentration au niveau médullaire
apres administration intraveineuse,

- forte réduction de la distribution du mélarsoprol dans les organes sensibles notamment

au niveau du cerveau.

Dans I’étude bibliographique, nous ferons une présentation du mélarsoprol, ainsi que
de son efficacité thérapeutique et des limitations de son utilisation. Puis, nous détaillerons
quelques types de vecteurs utilisables en thérapeutique et ferons un rappel des avantages de
chacun d’entre eux. Ensuite, nous préciserons quelques techniques utilisées dans la
formulation des principes actifs peu solubles dans 1’eau. Enfin, les différents mécanismes de

passage des vecteurs a travers la barriere hémato-médullaire et la barriere hémato-

encéphalique seront étudiés.

La présentation de notre travail expérimental est divisée en deux parties :

* une partie est consacrée a la mise au point des formes galéniques (nanoparticules
polymériques, nanosuspensions) et a la réalisation des complexes mélarsoprol/cyclodextrines.
Cette partie sera divisée en deux chapitres :

- le chapitre I présente la préparation des nanoparticules

- le chapitre II est consacré & la mise au point du complexe d’inclusion
mélarsoprol/cyclodextrines, ainsi qu’aux méthodes physicochimiques permettant de

caractériser et d’étudier I’interaction entre les deux molécules (Publication n°1).
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* la deuxiéme partie concerne les travaux réalisés pour étudier la pharmacocinétique des
différentes formulations de mélarsoprol (nanosuspensions, cyclodextrines) :
- le premier chapitre est consacré a une étude pharmacocinétique chez la souris du
mélarsoprol et de I’arsthinol en solution organique (Publication n°2)
- le second chapitre a pour objectif de comparer la pharmacocinétique des différentes
formulations galéniques de mélarsoprol : nanosuspensions (Ns/Mel) et complexe
avec  ’hydroxypropylB-cyclodextrine  (HPB-CD/Mel), injectées par voie

intraveineuse chez la souris (Publication n°3).
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I. Le mélarsoprol

1. Caractéristiques générales

Le mélarsoprol ({2-[4-(4,6-Diamino-[1,3,5]triazine-2-ylamino)-phényl]-
[1,3,2]dithiarsolane-4-yl}-méthanol; Mel) (figure 1) est un dérivé organique trivalent de
I’arsenic. 11 s’agit d’une poudre faiblement colorée qui contient 18,5 % d’arsenic et qui est
pratiquement insoluble dans ’eau (6 mg/l), I’éthanol, le méthanol et I’éther. Le mélarsoprol
n’est que faiblement soluble dans le propyléne glycol a froid et devient plus soluble dans ce
méme solvant & température ambiante. Il est commercialisé par Sanofi Aventis sous le nom
d’Arsobal® en solution injectable & 3,6 % dans du propyléne glycol. En 1972, I’équipe de
Cristau a pu déterminer un coefficient de partage octanol/tampon a pH 7 s’élevant a 40, ce qui

correspond a une lipophilie extrémement importante (Cristau et coll., 1972).

C12H|5ASN(,052
M.M. :398,34

FIG. 1 — Structure chimique du mélarsoprol

Administré en injection intraveineuse stricte (solution a 3,6 % dans le propyléne
glycol), son indication thérapeutique est le traitement de la trypanosomiase africaine (causée
par Trypanosoma brucei gambiense et Trypanosoma brucei rhodesiense) a la phase nerveuse
exclusivement (stade II de la maladie). Son activité trypanocide est connue depuis de
nombreuses années puisque le mélarsoprol est utilisé dans cette indication depuis 1947 (Doua
et coll., 1994). Mais, du fait de sa haute toxicité, le mélarsoprol n’est administré en premicre
intention (premicre phase de la maladie, stade non nerveux) qu’en absence totale d’alternative

thérapeutique.
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2. Synthése du mélarsoprol et des phényldithiarsolanes

2.1. Historique

Les problemes associés aux effets néfastes de I'arsenic dans le traitement de la
trypanosomiase et la syphilis au cours des années 1900 ont conduit Paul Ehrlich a mettre au
point des dérivés arsenicaux moins toxiques. C'est ainsi qu'il a développé en 1909 un
traitement a base d'arsenic, appelé Salvarsan” ou 606 (606°™ composé synthétisé), par la
suite amélioré et renommé Neosalvarsan” ou 912. Mais ce produit n’avait pas une activité
trypanocide aussi importante que celle du trioxyde d’arsenic (As;O;) mais fut considéré
comme une découverte majeure pour le traitement de la syphilis avant I'arrivée de la
pénicilline (Jolliffe, 1993). En 1938, Friedheim synthétise le mélarséne (tableau 1), composé
organique comportant un groupement mélaminyl, qui augmente nettement [’activité
trypanocide des organoarséniés trivalents, mais doté d’une trés grande toxicité. La mise au
point du BAL (British anti lewisite ou 2,3-dimercaptopropanol) en 1942 comme antidote de la
lewisite, gaz de combat, a donné naissance aux phényldithiarsolanes: ces composés
arsenicaux moins toxiques sont synthétisés par réaction chimique entre les arsenoxydes et les

groupements thiols du BAL (Jennings et coll., 1996).

2.2. Méthode de synthése

Le mélarsoprol, seul dithiarsolane utilisé de nos jours dans le traitement de la
trypanosomiase africaine (Doua et coll., 1993), fit donc synthétisé par association du
mélarsénoxyde (tableau 1) avec le BAL. La synthése de ce principe actif ainsi que d’autres
phényldithiarsolanes est réalisée par une méthode adaptée de celle de E.A.H Friedheim

(Friedheim, 1942) (figure 2).

CH,0H
0
HO—llL—OH HsNOOC HZCS\AS /SCHQCOONH;S/YCHZ o S¢S
Ry HSCH,COONH; Ry s R
{ammonium thioglycolate) (2,3-dimercaptopropanol)
R, 50°C i Ro pH 6 r Ra
Ra Ra Rs

FI1G. 2 — Schéma de synthése des phényldithiarsolanes (Friedheim, 1942).
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3. Efficacité thérapeutique

3.1. Sur la trypanesomiase africaine

3.1.1. Mode d’action antiparasitaire

Paul Ehrlich a montré que les acides arsoniques (As') devaient étre réduits en
arsénoxydes (As'") pour étre actifs sur les trypanosomes, et il a supposé que leur activité
(tableau 1) résultait de D’interaction des arsenoxydes avec les groupements thiols des
composés biologiques (Pépin et Milord, 1994). En particulier, la trypanothione réductase du
parasite est susceptible d’étre inhibée par le mélarsoprol ou son principal métabolite, le
mélarsénoxyde (Bhargava et coll., 1983; Wang, 1995). En effet, quand les trypanosomes sont
incubés en présence de I’un ou I’autre des produits, la trypanothione (métabolite principal des
parasites) forme un complexe stable avec le composé organoarsénié (Fairlamb et coll., 1989).
Ce complexe inhibe a son tour la trypanothione réductase, enzyme jouant un réle clé dans la

régulation de la balance d’oxydoréduction intracellulaire chez le parasite.

Tableau 1: L’activité in vitro du mélarsoprol et de certains composés arséniés sur les trypanosomes

(Keiser et coll., 2000).

Nom formule
HH, IS">__ y
Mgélarsoprol N_,l\\N o~ l 47 GO
CMI'=6,5 ng/ml oS
N,
Mélarsenoxyde NSy
CMI'=6,5 ng/ml e
Mélarséne "f:‘: R o
* N/\‘"N ;'/;f.-‘] AéoH
CMI'=50 pg/ml 1 i,
ng I T
Phénylarsénoxyde Asfﬁo
CMI'=1 ng/ml ©/
Trioxyde d’arsenic As,03

CMI'=111 ng/ml

TCMI: concentration minimale inhibitrice des trypanosomes.
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3.1.2. Principe de traitement antiparasitaire

Pour traiter un patient avec du mélarsoprol lors de la phase cérébrale,
I’hospitalisation est indispensable (Pépin et Milord, 1994). Le patient doit €tre au repos,
suivre un régime équilibré associant protéines et sels ferriques, et certains parametres
physiologiques doivent étre suivis comme le nombre de parasites dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR). La posologie est de 3,6 mg/kg d’Arsobal® avec un plafond & 200 mg/jour
injecté en intraveineuse. Le protocole de traitement dépend du nombre de parasites dans le
LCR:

- §’il y a moins de 20 cellules/ul, on réalise une injection par jour pendant 3 jours
consécutifs,
- entre 20 et 100 cellules/ul, une injection pendant 3 jours a renouveler la semaine
suivante,
- plus de 100 cellules/ul, une injection pendant 3 jours a renouveler les deux semaines
suivantes.
En cas d’échec, une nouvelle injection pendant 3 jours a renouveler les trois semaines

suivantes pourra &tre réalisée.

Cette thérapeutique comporte de nombreux risques immédiats (congestion, malaise,
nausées, vertiges), et retardés toxiques (fievre, névrite, érythéme maculeux, purpura,
hémorragie viscérale). L’accident réactionnel le plus grave est 1’encéphalopathie. Elle
apparait apres 6 a 14 jours de traitement. Le patient se plaint de nausées, vomissement,
vertiges aigus. Puis, il entre dans le coma en quelques heures et subit des convulsions.
Compte tenu de ces effets, le traitement par le mélarsoprol est redouté. Toutefois, il existe peu
d’alternatives thérapeutiques en cas de trypanosomiase a T. brucei rhodesiense et le pronostic
reste trés sombre en I’absence de traitement. En conséquence, le rapport bénéfice/risque du
traitement par le mélarsoprol est jugé favorable. Dans le cas de 7. brucei gambiense,

I’eflornitine (DFMO), légerement moins toxique peut €tre utilisée en premicre intention.
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3.2. Sur les hémopathies malignes

3.2.1. Activité antileucémique in vitro

Des études ont été entreprises en 1996 par 1’équipe de Rivi et ont envisagé de cerner
les potentialités du seul composé trivalent de I’arsenic organique actuellement commercialisé
dans les pays occidentaux : le mélarsoprol. Les résultats permettent de conclure & Iefficacité
de ce produit in vitro sur des lignées de leucémie aigu¢ promyélocytaire (LAP), a des doses
inférieures a celles d’As,05 (10 M pour le mélarsoprol vs 10°M pour I’As;0;3) (Rivi et coll.,
1996). Le mélarsoprol agirait par induction de I’apoptose sans activation de la différenciation.
Par ailleurs, le mélarsoprol s’est montré également efficace sur d’autres types cellulaires tels
que les lignées de leucémie lymphoide aigué (LAL), de leucémie myéloide aigué (LAM), et de
leucémie myéloide chronique (LMC) (Rivi et coll., 1996).

Des conclusions similaires ont été rapportées par Konig et coll. dans le cas des lignées
cellulaires (JVM-2, 183-CLL, WSU-CLL) caractéristiques de désordres lymphoprolifératifs
chroniques (Konig et coll., 1997). Ces auteurs ont montré¢ que le mélarsoprol, & des doses
allant de 107 a 10" mol/l, inhibe la survie et la croissance cellulaire de maniére dose- et
durée- dépendante. De plus, aprés 24 heures, avec une dose de 107 mol/l de mélarsoprol, les
trois types cellulaires testés présentaient toutes les caractéristiques morphologiques de
I’apoptose; un effet concentration- dépendant d’inhibition de la bel-2 étant observé. A ces
concentrations (1074 10 mol/l), le trioxyde d’arsenic était totalement inefficace sur la survie
et la croissance de ces cellules (ex : JVM-2, figure 3). Le mélarsoprol s’est donc révélé étre un
inhibiteur de la multiplication des cellules leucémiques lymphoides, alors que 1’AsyOs
n’apparaissait plus que comme un inducteur sélectif de 1’apoptose des cellules de LAP (Rivi et
coll., 1996). L’activité du mélarsoprol ayant été démontrée sur des lignées de leucémies
promyélocytaires et sur des cellules lymphoides B.

Par la suite, ’activité des deux dérivés arsenicaux a été comparée in vitro sur des
cellules provenant de patients atteints de myélome multiple (Rousselot et coll.,, 1997). En
cffet, Rousselot et coll. ont étudié les effets du mélarsoprol sur des cellules normales B et des
cellules de myélome et ont comparé ces effets a ceux du trioxyde d’arsenic (Rousselot et coll,,

1999).
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A des concentrations de 10 a 10 mol/l, le trioxyde d’arsenic et le mélarsoprol induisent une
inhibition de la croissance et une mortalité cellulaire dose- et temps- dépendante, sur les
cellules myélomateuses similaires a celles observées sur les cellules de LAP. Dans les essais
ou les lignées normales B et celles de myélome ne sont pas séparées, le trioxyde d’arsenic et
le mélarsoprol ciblent préférentiellement les cellules de myélome. A I'inverse du trioxyde
d’arsenic, le mélarsoprol réduit Iégérement la différenciation des cellules normales B dans le
sang ce qui suggérerait que le mélarsoprol et le trioxyde d’arsenic agissent par des

mécanismes différents (Rousselot et coll., 1999).

Il a donc été démontré que les dérivés de I'arsenic trivalent minéral et organique sont
tous deux actifs sur la LAP. De plus, le mélarsoprol est efficace sur d’autres lignées
cellulaires. Il est plus actif que 1’As,O; sur les cellules myélomateuses et sur les lignées
lymphoides B, et il induit une apoptose des cellules de LAP a une dose 200 fois plus faible

que celle du trioxyde d’arsenic.
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FI1G. 3 — L’effet de I"As,0O; (a gauche) et du mélarsoprol (a droite) sur la viabilité de la lignée JVM-2
a différentes concentrations (107 a 10 M) pendant 96 heures. Les cellules témoins sont cultivées en
présence de NaOH dans le cas de 1’As,O; (NaOH CTRL) et en présence de propyléne glycol (PG) dans
le cas du mélarsoprol (PG CTRL).
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3.2.2. Activité antileucémigue chez ’homme

A ce jour, une étude clinique a démontré I’efficacité clinique du mélarsoprol sur les
leucémies (Soignet et coll., 1999): 6 patients étaient atteints de LAM, 1 de LMC et 1 de LLC
(tableau 2). Cette étude pilote a consisté a administrer des doses progressives de 1 mg/kg & J1,
2 mg/kg a J2 puis 3,6 mg/kg a partir de J3 ; cette cure de 3 jours étant renouvelée au moins 2
fois. Le pic plasmatique était obtenu immédiatement aprés injection, la concentration
maximale & J1 était de 1,2 pg/ml soit environ 3.10° M et les concentrations cytotoxiques
¢taient largement dépassées. La phase initiale de distribution était rapide tandis que la t 1
suggérait un relarguage a partir d’un compartiment tissulaire. Une bonne tolérance globale a
pu étre notée. Un article qui décrivant la méme étude clinique (Warrell et coll., 1997) permet
toutefois de mieux cerner les effets secondaires apparus: irritation au site d’injection,
neuropathie périphérique, accident vasculaire cérébral chez un patient avec antécédent. Du
fait de ’apparition rapide d’une toxicité cérébrale, seulement 4 patients sur 8 ont pu suivre
tout le protocole de traitement et aucun patient n’a obtenu de rémission partielle ou compléte.
Seul un patient atteint de LLC a bénéficié d’une réduction significative de la taille de
ganglions de la marge costale, mais aucune amélioration au niveau de la formule sanguine n’a
¢té observée. Les réactions néfastes qui sont apparues au cours de I’étude, sont des irritations
locales au point d’injection et des nausées nécessitant 1’hospitalisation d’un des patients. Le
principal facteur limitant est la neurotoxicité : au cours de la seconde semaine de traitement, 3
patients avaient des convulsions nécessitant un traitement par phénytoine et diazépam. Des
vertiges et des paresthésies sont apparus chez deux des patients et un patient est décédé suite a
une hémorragie pulmonaire. Dans cette étude, la posologie administrée était identique a la
posologie utilisée dans le traitement de la trypanosomiase et les atteintes neurotoxiques

¢taient identiques.
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Enfin, notons que I’Assistance Publique des Hopitaux de Paris a lancé en octobre
1998 (Faber, 1998) un essai chez douze patients en rechute ou devenus résistants aux
traitements usuels du myélome multiple. Il s’agit en fait des tous premiers essais sur I’arsenic
administré en intraveineuse menés en Europe. Deux des patients traités ont regu 1 mg/kg/jour
d’Arsobal® a J1 et 2,2 mg/kg/jour les deux jours suivants. Ce traitement a été rapidement
arrété a cause des effets secondaires graves causés par la neurotoxicité du mélarsoprol. Les
dix autres patients recevant le traitement par 1’As,O; n’ont présenté¢ aucune rémission

compléte ou partielle (Rousselot et coll., 2004).

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques des patients traités par le mélarsoprol (Soignet et coll., 1999).

Nombre des patients traités

Total 8

Hommes 6

Femmes 2
Age moyen (ans) 64,5
Diagnostic

Leucémie aigue myéloide 6°

Leucémie myéloide chronique 1

Leucémie lymphoide chronique 1

*deux de ces patients étaient atteints de LAP.

En conclusion, le mélarsoprol a une activité antileucémique trés intéressante qui n’a pas pu
étre mise a profit a cause de sa toxicité neurologique. Le rapport bénéfice/risque qui était
acceptable dans le traitement de la phase tardive de la trypanosomiase a 1. brucei rhodesiense

doit absolument étre amélioré pour envisager un traitement antileucémique.
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4. Propriétés pharmacocinétiques

4.1. Métabolisme :

Bien que le mélarsoprol ait été utilisé depuis plus que 50 ans, trés peu d’études ont été
réalisées sur son métabolisme (Bronner et coll., 1998; Keiser et coll., 2000).
Les travaux de Keiser et coll. (2000) ont montré que les concentrations sanguines de
mélarsoprol sont divisées par deux en moins de 30 minutes apres injection intraveineuse chez
des patients atteints de trypanosomiase et que sa demi-vie déterminée par chromatographie
liquide & haute performance est inférieure & une heure. Alors que la demi-vie de 1’ensemble
des métabolites déterminée par spectroscopie d’absorption atomique est de 35 heures (figure
4). Le principal métabolite détectable du mélarsoprol est I’oxyde du mélarséne et il constitue
la forme active connue du mélarsoprol. Ce métabolite se forme rapidement, principalement
par hydrolyse sans action enzymatique et atteint une concentration maximale au bout de 15
minutes. Sa demi-vie est d’environ 3,8 heures (Keiser et coll.,, 2000). Ce composé a été
synthétisé par Friedheim en 1939 et fut utilisé pendant de nombreuses années. Mais, il a été

abandonné aprés la découverte du BAL en faveur du mélarsoprol.

16



Rappels bibliographiques

10000 7
— G Bioanalyse
% 1000 T e—
A=
% SAA
: i S——
2 100 o
T oxyde de mélarséne
mélarsoprol
10 ! 1 ) 1 Il H
0 5 10 16 20 25 30

time {hours]

FIG. 4 — Concentrations sériques de ’oxyde de mélarséne et du mélarsoprol en fonction du temps
déterminées par Chromatographie Liquide & Haute performance et comparées a celles de I’ensemble

des dérivés de I’arsenic déterminées par bioanalyse et par spectroscopie d’absorption atomique (SAA)
(Keiser et coll., 2000).

4.2. Paramétres pharmacocinétiques :

Une étude pharmacocinétique menée par Burri et coll. (1993) a permis d’estimer
quelques parameétres pharmacocinétiques chez 19 patients atteints de trypanosomiase qui ont
été traité par le mélarsoprol suivant le protocole recommandé par 1’organisation mondiale de
la santé¢ (OMS) (tableau 3). Les taux sériques du mélarsoprol étaient entre 2 et 4 ug/ml, 24h
apres I’injection 1V, tandis que les concentrations au niveau du liquide céphalorachidien (LCR)
ne dépassaient pas 0,1 pg/ml. I.’élimination du principe actif est biphasique avec une phase 3
prononcée; le tip ~35 h. En effet, aprés injection 1V du mélarsoprol, une partie de ce principe
actif rejoint le LCR au bout d’une heure avec une élimination trés lente (demi-vie = 120 h)
(Burri et coll., 1993), d’ou son intérét dans 1’indication nerveuse de la trypanosomiase : il y
exerce en effet son activit¢é au niveau local, mais favorise aussi [’apparition

d’encéphalopathies arsenicales (Blum et coll., 2001).
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Toutefois, les concentrations déterminées au niveau du LCR restent plus faibles par
rapport a la valeur nécessaire pour 1’élimination de tous les trypanosomes. Enfin, le volume
de distribution (V4) est > a 100 | tandis que la clairance totale (Cl,) est de 50 ml/min (Burri et
coll., 1993).

Une autre étude pharmacocinétique a été menée par la méme équipe sur des singes
vervet' sains (Burri et coll., 1994). Le choix s’est porté sur des animaux non infectés afin
d’éviter toute influence de la pathologie. Deux protocoles de traitement ont été testés, 1’un
¢tait recommandé par 1’OMS (tableau 3), lautre était simulé par modélisation
pharmacocinétique par Burri et coll., et qui consistait a réaliser dix injections consécutives de
mélarsoprol & la dose de 2,2 mg/kg (Burri et coll., 1994). Les paramétres pharmacocinétiques
ont été déterminés pour les deux protocoles et aucune différence significative n’a été décelée
dans les deux cas (tableau 4). Les concentrations au niveau du LCR restent globalement
faibles. Enfin, les auteurs de cette étude suggérent que les concentrations en mélarsoprol,
ayant atteint le compartiment cérébral chez les singes, seraient également insuffisantes pour
éliminer tous les trypanosomes dans le LCR, surtout durant les premiéres cures du traitement

proposé par I’OMS.

4.3. Distribution :

Apres administration, la fixation aux protéines plasmatiques a un impact significatif
sur les caractéristiques pharmacologiques et pharmacocinétiques d’un médicament, puisque
seulement la partie libre non fixée aux protéines est disponible pour la distribution tissulaire,
I’élimination et 1’activité pharmacologique. Ainsi, les travaux de Keiser et Burri ont pu
montrer une liaison protéique de 79 % pour le mélarsoprol et de 72 % pour I'oxyde de
mélarséne. Les deux composés sont essentiellement liés a I’albumine et a I’a 1-glycoprotéine.
Le mécanisme de liaison covalente avec les groupements réactifs des protéines n’est pas
connu, mais certains chercheurs supposent que la fixation se fait au niveau des groupements —
SH (Keiser et Burri, 2000). Généralement, peu de travaux ont été réalisés sur la distribution
tissulaire du mélarsoprol. Seule 1’étude de Gherardi et coll. montre que cet organoarsénié a

une affinité particuli¢re pour la moelle épini¢re (Gherardi et coll., 1990).

l'vervet : petit singe africain nommé singe vert (Cercopithecus cethiops).
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Tableau 3 : Le protocole de traitement par le mélarsoprol recommandé par ’OMS (Burri et coll., 1993)

Jour de traitement principe actif dose

-3 pentamidine 4 mg/kg
2 pentamidine 4 mg/kg
1 mélarsoprol 1,2 mg/kg
2 mélarsoprol 2,4 mg/kg
3 mélarsoprol 3,6 mg/kg
4 mélarsoprol 3,6 mg/kg
14 mélarsoprol 1,2 mg/kg
15 mélarsoprol 2,4 mg/kg
16 mélarsoprol 3,6 mg/kg
17 mélarsoprol 3,6 mg/kg
27 mélarsoprol 1,2 mg/kg
28 mélarsoprol 2,4 mg/kg
29 mélarsoprol 3,6 mg/kg
30 mélarsoprol 3,6 mg/kg

Tableau 4: Paramétres pharmacocinétiques du mélarsoprol dans le sérum apres plusieurs

administrations intraveineuses chez les singes vervet (Burri et coll., 1994).

Parametre protocole de POMS protocole de Burri et coll.
Vg (I/kg) 3,4+0,4

Cl (mlL.min.kg™) 3,5 £0,5

MRT (h) 16,1 £3,2

Tin (h) 19,8 +4,8
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*Concentration dans le LCR :

Aprés traitement des patientes atteintes de trypanosomiase avec du mélarsoprol,
Gherardi et coll. ont observé des concentrations élevées de I’arsenic au niveau de la corde
spinale. Ils ont observé également une dégénération des nerfs périphériques et des
changements dans les ganglions dorsaux et la colonne vertébrale (Gherardi et coll., 1990). Ce
travail vient confirmer la neuropathie arsenicale, causée par ce traitement. Il est probable que
les concentrations mesurées dans les tissus nerveux essentiellement lipidiques soient plus

importantes que celles qui sont habituellement mesurées dans le LCR essentiellement aqueux.

4.4. Elimination et excrétion :

L’¢limination du mélarsoprol est biphasique (la phase P étant prédominante) et
principalement biliaire (Burri et coll., 1993). En effet, chez le rat 20 % de la dose en arsenic
sont d’abord excrétés dans les urines (Cristau et coll., 1972), puis les 80 % restants sont
ensuite éliminés en quelques jours par voie biliaire (Cristau et Placidi, 1972)). Cristau et coll.
ont également not¢ que chez I'homme et le cobaye, I’excrétion du mélarsoprol se fait
préférentiellement par voie fécale (Cristau et coll., 1975) (tableau 5). Par ailleurs, d’autres
auteurs ont montré que cette excrétion biliaire est principalement liée a une diminution du
taux hépatique du glutathion (Gregus et coll., 2000). Cette étude a pu montrer que 1’excrétion
du mélarsoprol se fait par conjugaison au glutathion et a 1’acide glucuronique et dépend

essentiellement de la disponibilité du glutathion au niveau du foie.

Tableau 5 : Excrétion urinaire et biliaire de ’arsenic aprés administration IV de mélarsoprol chez le rat

et le cobaye (dose d’arsenic injectée=1,25 mg/kg) (Cristau et coll., 1975).

% excrété en 24h (rat) et en 8h (cobaye)

As biliaire /As total
Bile Urines Total x100 (%)
rats 34,35 9,5 43,8 78,4
cobayes 13,87 6,46 20,33 68,22
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5. Limites de son utilisation thérapeutique

Outre des effets indésirables modérés (hyperthermie, urticaire céphalées, diarrhées,
vomissement et phlébite au site d’injection), le mélarsoprol peut entrainer des complications
plus séveres :

- Les réactions d’hypersensibilité sont rares, et se produisent généralement aprés la
seconde cure. L’agranulocytose peu fréquente mais dangereuse, ainsi que des troubles
fonctionnels hépatiques et rénaux peuvent étre observés en fin de traitement.

- Des lésions myocardiques, une albuminurie et une hypertension sont des effets
indésirables qui sont a la fois sérieux et relativement fréquents.

- L’effet indésirable le plus grave est indéniablement 1’encéphalopathie arsenicale. Elle
se caractérise par des céphalées, des tremblements, des convulsions (cedéme cérébral),
et aboutit au coma. Elle apparait généralement dans les 3 a 10 jours apres le début du
traitement intraveineux. Si I’on se référe a ce qui est connu chez les patients atteints de
parasitose, les encéphalopathies peuvent se produire chez 5-10 % des patients traités
(Martindale), et sont mortelles pour 1-5 % d’entre eux (Burri et coll., 1993). Certains
auteurs ont d’ailleurs recommandé¢ un étalement des doses afin d’essayer de prévenir les

risques d’encéphalopathie (Doua et coll., 1994).

De plus, si ’origine de cette toxicité cérébrale demeure inconnue, il est couramment admis,
depuis les travaux de Haller et coll. (1986) qu’un phénoméne immunologique est impliqué
dans cette réaction. L utilisation concomitante de prednisolone, afin de limiter la composante
inflammatoire lors de la survenue éventuelle d’encéphalopathie, a été préconisée par 1’équipe
de Pépin (Pépin et coll., 1995). Pourtant, son utilisation ne peut étre envisagée que dans la

mesure ou sa toxicité nerveuse est réduite.
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Pour tenter de contrer le plus redoutable effet secondaire du mélarsoprol :
I’encéphalopathie par passage de la barriere hémato-encéphalique, le ciblage médullaire de ce
principe actif peut étre envisagé pour le traitement des hémopathies malignes réfractaires.
Nous envisageons la réduction de la toxicité de ce produit au niveau cérébral et I’amélioration
de la distribution au niveau de la moelle osseuse. Il serait important avant de procéder,
d’améliorer la solubilité de ce principe actif trés lipophile qui malgré utilisé depuis plus que
50 ans, aucune étude n’a été portée sur sa formulation galénique.

Dans le chapitre suivant, nous citerons les différents vecteurs qui peuvent étre utilisés pour la

formulation des principes actifs.
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II. Vecteurs de médicaments

La vectorisation est une technique visant & moduler voire & totalement maitriser la
distribution d’une substance, en 1’associant & un systeme approprié appelé vecteur (Puisieux et
Roblot-Treupel, 1989). Ainsi, la distribution in vivo est rendue aussi indépendante que
possible des propriétés de la substance elle-méme, pour se soumettre a celles du vecteur.

Parmi les différents types de vecteurs qui peuvent &tre utilisés :

1. Les nanoparticules polymériques

Les nanoparticules polymériques sont des particules solides colloidales (figure 5)
constituées de polymeéres non biodégradables synthétiques ou de polyméres biodégradables
synthétiques, semi synthétiques ou naturels.

Ces vecteurs se différencient en :

- vecteurs type matrice (nanospheéres) correspondent a des particules pleines, sans cavité
ni paroi distinctes (Puisieux et Roblot-Treupel, 1989). Le principe actif étant dispersé dans la
particule.

- vecteurs type réservoir (nanocapsules) formés d’une cavité liquide, ou est dissous le
principe actif et entourée d’une paroi de polymeére. Les nanocapsules ont été développées dans
le but d’augmenter 1’efficacité d’encapsulation des principes actifs lipophiles contenus dans le

cceur huileux central (Allemann et coll., 1993).

-~
Nanosphere

Nanocapsule

FIG. 5 — Structure schématisée des nanoparticules
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Ces particules polymériques ont été développées pour la premiére fois par 1’équipe
de Speiser (Khanna et coll., 1969). Elles présentent des avantages par rapport aux autres
formes (ex liposomes) : elles peuvent cibler des organes ou des tissus spécifiques et les
caractéristiques de leur surface peuvent &tre variées par adsorption ou recouvrement avec
différents matériaux (Kreuter, 1994). Historiquement, les premiéres nanoparticules utilisées
en thérapeutique étaient a base de gélatine ou d’albumine (Scheffel et coll., 1972). Par la
suite, ces nanoparticules ont été remplacées par des particules a base de polymeres
synthétiques biodégradables : poly (acide lactique), ou bien a partir de monomeéres durant leur
polymérisation comme les alkylcyanoacrylates. Les deux techniques les plus utilisées sont les
suivantes: la premiere technique consiste a dissoudre un polymére dans un solvant miscible a
I’eau. Le mélange de cette phase organique a une phase aqueuse contenant un tensioactif
conduit a la précipitation immédiate du polymere sous forme de nanoparticules (Fessi et coll.,
1988). Quant a la technique de polymérisation anionique mise au point par P. Couvreur pour
les alkylcyanoacrylates, elle consiste & ajouter le monomére dans une phase aqueuse
contenant un tensioactif (Couvreur et coll., 1979).

Avec ces vecteurs, il est possible de faire varier la cinétique de libération du principe
actif et les caractéristiques de surface des nanoparticules en fonction des polyméres utilisés.
Toutefois, la mise au point de ce type de vecteur nécessite une solubilisation minimale dans

les principaux solvants utilisés pour la formulation (eau, huiles, solvants organiques).

2. Les nanosuspensions

La formulation galénique des médicaments trés peu solubles dans I’eau reste un
probléme majeur qui intéresse beaucoup les scientifiques. En effet, plus de 40 % des
nouveaux principes actifs sont faiblement solubles dans I’cau. Dans certains cas comme
I’itraconazole et la carbamazepine, ils peuvent étre peu solubles a la fois dans 1’eau et dans les
solvants organiques (Pouton, 2000). Les techniques traditionnelles, telles que la
micronisation, 1’utilisation des co-solvants, de solutions huileuses (Aungst, 1993) ou de
surfactants (Aungst et coll,, 1994) ont été limitées dans leur utilisation. Malgré le

développement de formes nouvelles comme les liposomes (Schwendener et Schott, 1996), les
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microémulsions (Lawrence et Rees, 2000) ou les complexes d’inclusion avec des
cyclodextrines (Loftsson et Brewster, 1996; Stella et Rajewski, 1997; Akers, 2002), la mise en
forme des principes actifs peu solubles reste parfois complexe et il n’existe pas d’approche
universelle applicable a tous les principes actifs.

Face a tous ces problémes de formulation, une nouvelle approche qui consiste a préparer des
particules ultrafines de principe actif en suspension (nanosuspensions) a été envisagée.

La préparation des nanosuspensions repose sur deux principes différents selon la technologie

choisie ;

- Technique ‘Nanocrystals’ : Cette technologic a été développée par Liversidge en
1992 (Liversidge et coll, 1992), achetée tout d’abord par la compagnie
‘NanoSystems’ mais récemment par ‘Elan Drug Delivery’. Les nanosuspensions sont
produites dans un systéme de moulin constitué¢ d’une chambre de moletage, d’un
tuyau et d’une chambre de recyclage (figure 6). Le principe de la technique consiste &
obtenir des nanoparticules a partir des microparticules grace a une grande énergie
générée lors de la collision des particules de principe actif avec le milieu de
moletage. Ce milieu peut étre constitué de verre, d’oxyde de zirconium ou de résine

de polystyrene.
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FIG.6 — Représentation schématique du procédé de préparation des nanosuspensions par la

technique ‘Nanocrystals’ (Patravale et coll., 2004)
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- Technique ‘Disso Cubes’: Cette technologie a été développée par R.H. Miller (Miiller
et coll.,, 1998). Le brevet a été acheté par ‘Drug Delivery Services’ (DDS GmbH)
puis par ‘Skyepharma’ actuellement. Le principe de préparation (figure 7) repose sur
la génération par des homogénéisateurs a haute pression d’une pression tres élevée a
laquelle est soumise la suspension de médicament. Les particules du principe actif
sont tout d’abord dispersées dans une solution de surfactant grdce a un
homogénéisateur a vitesse élevée. Ensuite, la solution de microsuspensions est
soumise a une grande pression allant jusqu’a 1500 bar a 1’aide du piston d’un
homogénéisateur a haute pression. Durant ’homogénéisation, il se produit des

cavitations qui provoquent des collisions entre les particules aboutissant & une

diminution de leur taille.

10-15x%

1500 bar

Presuspension

FIG.7 — Représentation schématique du principe de 1’homogénéisation a haute pression

(Technique ‘Disso cubes’) (Miiller et coll., 2001)
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3. Les cyclodextrines
3.1. Historique

Les cyclodextrines (CD) constituent une famille d’oligosaccharides cycliques
composés de sous unités glucopyranose lices en a-(1,4). Ces produits naturels résultant de la
dégradation enzymatique de I’amidon par une souche de microorganismes ont été découverts
pour la premicére fois par Villiers en 1891 (Villiers, 1891). Vingt ans plus tard, Schardinger a
identifié la souche microbienne responsable de la formation de ces cellulosines qu’il
dénomme Bacillus macerans et il a décrit également le mode de préparation et de purification
de ces oligosaccharides qui sont désignés aussi sous le nom des sucres de Schardinger
(Schardinger et coll., 1903). Au début des années 30, I’équipe de Pringshein, bien qu’en se
basant sur des études pouvant étre discutées, découvre la capacité de ces dextrines a former
des complexes avec divers composés organiques (Pringshein, 1932). Ce n’est qu’en 1938 que
Freudenberg et son équipe ont contribué a la connaissance des CD, ont démontré que ces
molécules sont constitués d’un enchainement de n- unités o- D- glucopyranosidiques et
postulent que ces produits sont cycliques (Freudenberg et coll.,, 1938). La propriété des
cyclodextrines & former des complexes d’inclusion devient alors le sujet d’études intensives.
C’est ainsi que le tout premier brevet est déposé concernant 1’application des cyclodextrines
pour la mise en forme d’un composé a activité biologique en 1953. A partir de ce moment, on
observe une recrudescence de [’étude des cyclodextrines, tant de point de vue de leur
fabrication industrielle, que de I’exploitation de leurs propriétés, de leurs modifications

chimiques ou bien encore, de leurs domaines d’applications.

3.2. Structure des cyclodextrines

Les plus abondantes sont celles constituées de six (a-CD), sept (B-CD) (figure 8) et
huit (y-CD) unités glucose. La configuration moléculaire tridimensionnelle la plus stable pour
les CD prend la forme d’un tronc de cone (figure 8b), délimitant une cavité en son centre.
Cette cavité présentant un environnement carboné apolaire et plutét hydrophobe (squelette
carboné et oxygéne en liaison éther), est capable d’accueillir des molécules peu
hydrosolubles, tandis que I’extérieur de la CD présente de nombreux groupements

hydroxyles, conduisant a une bonne solubilité. Les différents diamétres et volumes des cavités
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reflétent le nombre de molécules de glucose (tableau 6). Gréce a leur cavité apolaire, les CD

sont capables de former des complexes d’inclusion en milieu aqueux avec une grande variété

de molécules hotes hydrophobes (Saenger, 1984). Une ou plusieurs molécules peuvent étre

encapsulées dans une, deux ou trois cyclodextrines.
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FIG. 8 — Représentation de monomeéres de la B-CD (a : structure développée, b : structure

"tronc de cone') (Uekama et coll., 1998)

Tableau 6 : Propriétés des cyclodextrines naturelles (Fromming et Szejtli, 1994).

CDs Poids moléculaire  Diametre de la cavité Volume de la cavité solubilité ¥
&) (A% (% wiv)
a-CD 972 4,7~5,3 ~ 174 14,5
B-CD 1135 6,0 ~ 6,5 ~262 1,85
v-CD 1297 7,5~8,3 ~ 427 23,2

a) Solubilité dans I’eau a 25°C.
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3.3. Profil pharmacocinétique des cyclodextrines aprés administration parentérale

Quand les CD sont injectées par voie IV & des rats, elles disparaissent rapidement du
plasma et sont essentiellement excrétées dans les urines. La B-cyclodextrine (8-CD) et la 2-
hydroxypropylp-cyclodextrine (2-HPB-CD) sont retrouvées intactes dans les urines a raison
de plus de 95 % de la dose administrée, indiquant une quasi absence de métabolisme
(Yamamoto et coll., 1991; Frijlink et coll., 1990). Le volume de distribution (V4) de la B-CD
et la 2- HPB-CD chez le rat (Frijlink et coll,, 1990; Monbaliu et coll., 1990), le lapin
(Yamamoto et coll., 1990), le chien (Monbaliu et coll., 1990) et I’lhomme (Mesens et coll.,
1991) correspond bien au volume du liquide extracellulaire de chaque espéce (Davies et
Morris, 1993), suggérant qu’aucun compartiment profond n’est impliqué dans le stockage de
ces CD. La clairance plasmatique totale (Cly) de I’'HPB-CD chez toutes les especes testées
(Mesens et coll., 1991; Frijlink et coll., 1990; Monbaliu et coll., 1990) est similaire & celle de
I’inuline, polysaccharide rapidement distribu¢ et excrété totalement par filtration

glomérulaire.

3.4. Toxicité des cyclodextrines

Des études plus récentes ont été consacrées a la toxicité de deux CD (la $-CD et la 2-
HPB-CD) apres administration intraveineuse ou intramusculaire a des rats (Uekama et coll.,
1993). Les résultats suggérent que ces molécules peuvent étre utilisées sans risque dans des
formulations parentérales.

Les CD sont capables de provoquer un changement de la forme des érythrocytes chez
I’homme et une hémolyse a des doses tres élevées. L’activité hémolytique des CD naturelles
est reportée dans I’ordre B- > a- > y-CD (Irie et coll., 1982; Ohtani et coll., 1989). Ces
différences sont liées a la capacité de chaque CD a solubiliser les composants de la membrane
cellulaire. Le processus de solubilisation se produit sans que la CD entre dans la membrane,
contrajirement aux détergents. Quand la CD est modifiée chimiquement, ses effets sur les
membranes cellulaires peuvent étre nettement changés et améliorés (Yoshida et coll., 1988;
Yamamoto et coll., 1989). En effet, les dommages provoqués au niveau du tissu musculaire

en raison de I’injection de CD ont été comparés a ceux provoqués par le mannitol ou par des
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surfactants non ioniques chez le lapin. L’a-CD et la (2,6-di-O-méthyle)--CD ont montré une
irritation relativement élevée équivalente a celle provoquée par le Tween 80. A ’inverse, la 2-
HPB-CD et les CD sulfatés ne provoquent aucune irritation apparente. Thompson a résumé
que les deux meilleures CD pour une utilisation parentérale sont la 2- HPB-CD et la
sulfobutyl-B-CD. (Thompson, 1997). La 2- HPB-CD est sans danger si elle est administrée par
voie parentérale a des modeéles animaux et aucun effet secondaire n’a été observé chez
I’homme. Rajewski et coll. ont vérifié que la sulfobutyl-f-CD est sans risque, elle aussi quand
elle est administrée par voie parentérale a des doses supérieures & 10 g/kg est sans aucun effet
toxique chez la souris (Rajewski et coll., 1995). D’autre part, la nephrotoxicité de la B-CD
naturelle a des doses élevées est peut étre due a la cristallisation de cette CD (solubilité (ecau) =
1,85 mg/ml) ou a la formation de complexe avec le cholestérol dans les tissus rénaux,
contrairement & I’HPB-CD a solubilité plus élevée (solubilité (eau) = 500 mg/ml) (Frank et
coll., 1976).

3.5. Inclusion -Complexation

3.5.1. Caractérisation des complexes d’inclusion

Les CD sont connues pour leur capacité de former des complexes d’inclusion avec
une variété de molécules invitées. La formation de complexes suppose une bonne adéquation
entre la taille de la molécule a encapsuler et celle de la cavité de la cyclodextrine. (Arias-
Blanco et coll., 1998; Ueda et coll., 1999; Akasaka et coll., 2000; Mura et coll., 1999; Lutka,
2002). L’intérieur de la cavité apporte un micro- environnement lipophile dans lequel
peuvent se placer des molécules non polaires. La résultante de cette complexation est la
solubilisation de molécules hydrophobes trés insolubles dans la phase aqueuse. La principale
force provoquant la formation de ces complexes est la stabilisation énergétique du systéme
par le remplacement dans la cavité¢ des molécules d’eau a haute enthalpie par des molécules
hydrophobes qui créent des associations apolaires- apolaires. Ces molécules sont en équilibre

dynamique entre leur état libre et complexé (Connors, 1997).
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Les caractéristiques d’inclusion des CD naturelles sont remarquablement altérées par
I’introduction de différents substituants sur les groupements hydroxyles (Szejtli, 1983;
Uekama, 1985). En effet, ’inclusion par la diméthyle-B-CD est généralement meilleure que
celle avec la B-CD. Cela est dii a I’augmentation de 1’espace hydrophobe dans la cavité de la

CD modifiée.

3.5.2. Intérét de la complexation

Les CD jouent un rdle trés important dans la formulation de médicaments faiblement
solubles dans 1’eau par amélioration de leur solubilité et/ou leur dissolution en formant des
complexes d’inclusion. Elles peuvent étre considérées comme des vecteurs hydrophiles qui
facilitent ’accés du principe actif au récepteur naturel. Le taux de dissolution dépend de
’interaction entre la molécule de CD (molécule hote) et le principe actif (molécule invitée),
qui dépend elle-méme de la cavité de la CD, de la steechiométrie et la stabilité du complexe et
enfin de I’hydrophobicité de la molécule invitée. Plusieurs travaux ont été réalisés dans ce
domaine de recherche dont quelques exemples sont résumés par Challa et coll. (Challa et
coll., 2005). Beaucoup de substances actives sont sensibles a la lumicre, ’air, la température
et le pH. Leur encapsulation dans des CD permet leur protection contre la déshydratation,
I’hydrolyse, 1’oxydation et la photo décomposition, et donc I"augmentation de leur stabilité
(Loftsson et Brewester, 1996). Cette augmentation de stabilité peut €tre due a I’inhibition de
la biotransformation de la molécule invitée in vivo dans le site d’absorption (Matsuda et

Arima, 1999).
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Apres avoir cité quelques exemples de vecteurs qui peuvent étre utilisés pour
vectoriser des molécules thérapeutiques peu hydrosolubles, nous allons présenter les travaux
qui ont été fait pour étudier leur distribution tissulaire. Notre recherche s’est limitée & ceux
concernant la distribution au niveau de deux organes : la moelle osseuse et le cerveau. Nous
avons jugé intéressant de présenter tout d’abord, quelques techniques utilisées actuellement
pour la formulation galénique, afin de limiter la précipitation de principe actif dans la

circulation systémique apres une administration parentérale.
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II1. Techniques utilisées pour la formulation des principes actifs peu solubles

Pour développer une formulation intraveineuse, le principe actif doit idéalement étre
soluble dans le milieu aqueux. Dans le cas des principes actifs faiblement solubles,
différentes formulations galéniques doivent &tre réalisées faisant appel aux approches

suivantes ;

1. Ajustement de pH

Si le principe actif comprend des groupements ionisables, 1’ajustement du pH a des
valeurs non physiologiques peut parfois augmenter la solubilit¢ du médicament.
L’inconvénient majeur de cette approche reste la précipitation de la molécule formulée une
fois injectée dans le compartiment sanguin (Nuijen et coll., 2000). Davio et coll. ont étudié la
précipitation intravasculaire de I’inhibiteur de la rénine, ditékiréne (Pharmacia & Upjohn Co),
chez le singe durant 28- 30 jours d’infusion au cours des expériences réalisées pour
I’évaluation de la sécurité préclinique du médicament (Davio et coll., 1991). Pour développer
la formulation intraveineuse de ce principe actif ainsi que les conditions d’infusion,
différentes concentrations de ditékiréne sont perfusées a différentes vitesses de perfusion dans
une solution tamponnée de Sérum Albumine Bovine (SAB). A partir de cette étude in vitro, la

dose et la posologie de cette nouvelle formulation intraveineuse ont pu étre déterminées.

2. Solutions a base de solvants organiques

I.’ajustement du pH des principes actifs faiblement solubles dans I’eau n’est souvent
pas suffisant pour permettre une formulation & un pH et/ou a des concentrations appropriés.
Dans cette situation, la formulation dans des solvants organiques miscibles a 1’eau tels que le
polyéthyléne glycol (PEG), le propyléne glycol (PG), I’éthanol, le diméthylsulfoxide (DMSO)
ou le diméthylacetamide peut améliorer la solubilité. Cependant, la précipitation du composé
administré dans cette formulation organique ne peut étre évitée et doit étre toujours prise en

considération.
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Portmann et Simmons ont décrit une technique microscopique pour déterminer la
solubilit¢ d’un médicament dans le plasma et le taux d’injection maximum pour éviter la
précipitation des solutions a base de solvants (Portmann et Simmons, 1995). Le but de cette
expérience in vitro est de prédire si la formulation causerait in vivo la précipitation du
composé étudié¢ dans le compartiment sanguin. A partir de cette étude, les parameétres qui
sembleraient avoir un impact sur la précipitation sont : la solubilité dans le plasma, la dose et
le débit plasmatique dans la veine utilisée pour ’injection. Ainsi, le temps d’infusion peut étre
calculé par I’équation suivante :

MIT (min) = TD (mg) / PS (mg/ml) x VPFR (ml/min)
Ou
MIT: Temps Maximum d’Infusion
TD: Dose Totale
PS: Solubilité dans le Plasma

VPFR : Taux du débit plasmatique veineux

En injectant le produit a des taux d’injection calculés, la précipitation ne peut avoir lieu.

Généralement, les formulations & base de solvants organiques miscibles a 1’eau doivent étre
administrées a des vitesses d’injection trés faibles pour éviter d’une part la précipitation qui
pourrait provoquer une phlébite au niveau du site d’injection. Une administration progressive
permet également une fixation aux protéines plasmatiques sans altérer le profil
pharmacocinétique intrinséque du composé étudié (Flynn, 1984 ; Korttila et coll., 1976 ;

Jusko et coll., 1973).

3. Utilisation des cyclodextrines

La complexation avec des cyclodextrines représente une alternative importante
fréquemment utilisée pour la réalisation de solution injectable de principe actif faiblement
soluble dans ’eau (Torres-Labandeira et coll,, 1991). L’équipe de Doenicke a mis en
évidence une meilleure tolérance de la formulation a base de cyclodextrine par rapport a celle
a base de solvants organiques (Doenicke et coll., 1994). Chez des volontaires sains, ces

auteurs ont comparé la pharmacocinétique, la pharmacodynamie et I’incidence des effets
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secondaires d’un principe actif lipophile (etomidate; log P=2,99) dans deux formulations.
L’une dans le PG (35 %) et l'autre dans PHPB-CD. La pharmacocinétique et la
pharmacodynamie de I’étomidate sont statistiquement similaires pour les deux formulations.
Par contre, la fréquence de la douleur et la thrombophlébite au site d’injection ainsi que
d’autres effets secondaires aprés injection intraveineuse sont significativement importants
chez le groupe traité par la solution de I’etomidate & base de PG.

En plus de I’amélioration de la tolérance, les cyclodextrines sont souvent qualifiées de
meilleurs candidats pour I’amélioration de la biodisponibilité. La zidovudine est une molécule
capable de franchir la barriere hémato-encéphalique pour le traitement d’encéphalopathies
liées au syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) (Brewster et coll., 1995). Une
administration intraveineuse de ce principe actif sous forme de solution de cyclodextrine & des
rats entraine une augmentation de sa teneur dans le cerveau par rapport & la solution a base de
DMSO. Ces auteurs ont attribué cette différence a la précipitation du composé étudié durant
I’injection dans la circulation systémique, un probléme qui peut étre €vité par complexation

avec les cyclodextrines.

4. Micro- et nanosuspensions

Récemment, des composés lipophiles ont été formulés en micro- et nanosuspensions
(Merisko-Liversidge et coll., 1996 ; Miiller et Peters, 1998). En comparaison avec les poudres
non micronisées, le taux de dissolution est augmenté par I’homogénéisation et la réduction de
la taille des particules de I’ordre de micrométre et de nanométre (Horter et Dressman, 1997).
L’administration d’un principe actif sous forme de nanosuspensions est beaucoup plus
pratique par rapport a celle de la formulation organique par exemple. En effet, dans le cas de
formulation organique, le site de précipitation ainsi que la taille des précipités in vivo restent
difficiles a prédire & partir des expériences in vitro. De plus, la formulation sous forme de
suspensions est envisageable pour des composés qui sont a la fois peu solubles dans 1’eau et
dans les solvants organiques. Comme les autres formulations, elle doit étre administrée a
vitesse faible pour permettre la dissolution des particules dans le compartiment sanguin ainsi

que leur distribution tissulaire.
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IV. Distribution tissulaire des vecteurs
Aprés avoir cité les différentes techniques qui peuvent étre utilisées pour la

formulation galénique des principes peu solubles, nous allons faire une étude bibliographique
sur les travaux réalisés préalablement par les chercheurs pour comprendre les mécanismes de
passage de certains vecteurs a travers les barriéres biologiques. Nous nous sommes contentés
au passage a travers deux organes : la moelle osseuse et le cerveau, I’un constitue le site
d’action du mélarsoprol dans le traitement des leucémies et 1’autre son site d’action dans le

traitement des trypanosomiases.

A. Distribution au niveau de la moelle osseuse

Le passage des molécules thérapeutiques est gouverné par la barriére qui existe entre
la circulation sanguine et le parenchyme médullaire. Nous allons donc faire un rappel sur la
physiologie de cette barriere et son rdle dans le contrdle du passage cellulaire vers la moelle

OSSCuUse.

1. La barriére hémato-médullaire (BHM)

1.1. Physiologie de la BHM

La moelle osseuse est composée de deux €léments principaux :

- les cellules sanguines,

- le parenchyme médullaire composé de cellules endothéliales, de cellules réticulaires
phagocytaires ou non, de macrophages, de fibroblastes, d’adipocytes et d’éléments non
cellulaires comme des fibres de collagéne. L’ensemble forme un réseau dense (figure 9),
favorable a la multiplication et a la différenciation des précurseurs hématopoiétiques (Shirota,
1994).

La circulation sanguine générale est séparée du compartiment médullaire
extravasculaire par un endothélium. La structure de cet endothélium doit permettre le passage
de cellules sanguines matures (globules rouges, granulocytes et plaquettes) a travers des sinus
veineux, a partir de Porgane de I’hématopoiése. Cet obstacle, appelé « barriere hémato-
médullaire » était d’abord purement théorique (Tavassoli, 1979) et s’est vu confirmé

notamment par les progres de la biologie moléculaire (Shirota, 1994).
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FIG. 9 — Schéma des différentes couches de la barriére hémato-encéphalique (BHM).
La BHM est constituée de trois couches distinctes : une monocouche de cellules endothéliales (coté
luminal du sinus veineux), une monocouche discontinue de cellules réticulaires adventices (coté

externe) et une membrane basale discontinue située entre les deux monocouches précédentes

(Moghimi et coll., 1990).

1.2. Réle de Ja BHM

L’un des roles primordiaux de la barriere hémato-médullaire serait de prévenir le
passage prématuré et anormal des précurseurs hématopoiétiques dans la circulation générale,
avant leur maturation compléte qui, outre une différenciation ultime, leur confére une mobilité
et une déformabilité importante (Shirota, 1994). La barriére serait en quelque sorte un gardien
du passage cellulaire de la moelle vers le sang et inversement (Moghimi, 1995). En conditions
pathologiques, on observe une migration anormale des précurseurs vers le compartiment
sanguin central, le plus souvent en conséquence :

d’un dysfonctionnement de la barriére hémato-médullaire,

- d’une sécrétion excessive de molécules adhésives favorisant la migration.

37



Rappels bibliographiques

La BHM ne constitue donc pas seulement un filtre passif a la dissémination des
cellules, mais joue un role de contrble par 1’intermédiaire d’interleukinesz, de molécules de
I’adhésion et de matrices constituées de protéoglycane, fibronectine, laminine et autres
lectines ou glycoprotéines (Shirota, 1994). Si la migration de cellules de la moelle vers le sang
est le phénoméne le plus fréquent, la barriére est également susceptible de permettre le
passage inverse du sang vers la moelle, par exemple :

- en conditions physiologiques : des précurseurs, des lymphocytes peuvent revenir dans le
compartiment médullaire pour s’y différencier aprés un temps de passage dans le sang,

- en conditions pathologiques : cette migration « inverse » est retrouvée dans le cas des
leucémies,

- en situation thérapeutique : les précurseurs injectés lors de greffes de cellules souches, aprés
administration intraveineuse, viennent se localiser dans la moelle osseuse (Shirota, 1994).
Cette capture médullaire d’éléments de grande taille est une propriété potentiellement

exploitable pour la capture médullaire des vecteurs colloidaux (Moghimi et coll., 1990).

2. La vectorisation médullaire
2.1. Historique de la vectorisation médullaire

Des 1963, Hudson et Yoffey étudient la capture de colloides par la moelle osseuse
apres administration intraveineuse de particules de charbon de 25 nm de diamétre chez le
cochon d’Inde (Moghimi et coll., 1990). Les particules ont été retrouvées au niveau :

- du parenchyme aprés 15 minutes,
- des macrophages périsinusaux aprés 30 minutes,

- des macrophages des ilots érythroblastiques aprés 60 minutes.

*Interleukines : substances solubles de communication synthétisées par les cellules du systéme

immunitaire.
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Selon ces auteurs, la migration des particules a été¢ rendue possible par passage
transcellulaire (pores fenétrés) et intracellulaire (formation de vésicules intraendothéliales
créant ainsi un canal) (Moghimi et coll., 1990). En 1971, Huang démontre que le mécanisme
de passage est fonction de la taille des particules (Moghimi et coll., 1990). Dans les années
1980, I’équipe de Yoshida met 1’accent sur les différences quantitatives mais également
qualitatives inter espéces concernant les cellules endothéliales. Elle montre par ailleurs, chez
le rat, que les particules de diamétre inférieur a 110 nm sont capturées par la moelle, tandis
que les autres sont complétement ignorées. Selon Moghimi, Le seuil de capture se situerait a
2,07 pm chez le lapin, les particules de taille inférieures a 300 nm étant séquestrées par
endocytose, tandis que les plus grandes le seraient par formation de larges vésicules de
pinocytose (Moghimi et coll., 1990).

Moghimi et son équipe précisent qu’il est important de noter que le débit sanguin
médullaire peut subir d’énormes variations chez 1’animal sain, notamment selon son 4ge. En
conditions pathologiques, les caractéristiques de la moelle peuvent en outre étre modifiées :
une diminution du nombre de sinus, une altération de la couche endothéliale et une réduction
du nombre de cellules adventices ont pu étre observées chez le rat dans le modele de leucémie
aigu¢ myéloide Shay (Moghimi et coll., 1990). Ainsi, les propriétés et donc le passage a
travers la barriere hémato-médullaire peuvent &tre largement modifiées en situation

pathologique.

2.2. Le ciblage médullaire par les nanoparticules

Il existe dans la nature des exemples de la capture médullaire spécifique : c’est le cas
du passage transcellulaire physiologique de lymphocytes circulants ou de précurseurs
hématopoiétiques (phénoméne de « homing ») ou encore de la migration pathologique
spécifique de cellules cancéreuses métastasiques (Moghimi et coll., 1990). Des stratégies de
vectorisation auraient pu s’en inspirer. L’équipe de P. Couvreur a étudié la capture, la
localisation et la rétention dans la moelle osseuse et dans la rate des nanoparticules de la
dauxorubicine a base de poly (isohexylcyanoacrylate) ainsi que des nanoparticules

fluorescentes, aprés administration intraveineuse chez la souris (Gibaud et coll., 1996).
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Cette étude a montré que les nanoparticules aprés passage rapide a travers
I’endothélium sont dispersées au niveau de la moelle osseuse et capturées par les cellules
phagocytaires (cellules granuleuses matures et macrophages). Cette capture n’est pas
restreinte a des zones particuli¢res, ni a certains types de phagocytes. Au niveau de la rate, les
nanoparticules sont surtout localisées dans les macrophages de la zone marginale des

follicules lymphoides (Gibaud et coll., 1996).

2.2.1. Aspects pharmacocinétiques des vecteurs passifs

Aprés administration intraveineuse, les vecteurs passifs sont rapidement captés par les

cellules du Systéme des Phagocytes mononuclées (SPM) (Allemann et coll., 1993; Puisieux et
Roblot-Treupel, 1989; Kreuter, 1994) :
- Les macrophages du foie (cellules de Kiipffer) sont responsables de la capture de 60 a 90%
des vecteurs administrés. En effet, en raison du flux sanguin hépatique élevé, de la structure
discontinue de son endothélium, de la forte proportion de cellules macrophagiques, le foie est
I’organe de capture privilégié.

- Les macrophages de la rate sont responsables de 2 a 20 % de la capture.

Dans une moindre mesure, on retrouve également des cellules mononucléaires
phagocytaires dans les poumons (taux de capture de 0,7 a 3 %) et dans la moelle osseuse ou
0,05 a 1 % des vecteurs sont retrouvés. Seulement, 1 % de la dose injectée demeure

généralement dans le compartiment sanguin apres 15-30 minutes.

Par ailleurs, les vecteurs sont incapables de franchir la paroi des vaisseaux, sauf si
ceux-ci sont pourvus d’un endothélium discontinu. L.’accés in vivo des vecteurs semble donc
limité essentiellement aux macrophages du SPM et & certains parenchymes. La distribution du
vecteur est un préalable indispensable, mais il est important que le principe actif ne soit pas

libéré avant d’atteindre son organe cible.
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2.2.2. Modulation de la biodistribution en faveur d’une capture médullaire

Les recherches en matiére de vectorisation se sont orientées vers deux approches afin
de favoriser la capture par la moelle : diminution de la taille des vecteurs d’une part, et
modifications physico-chimiques de la surface des ces vecteurs d’autre part (Moghimi et coll.,

1990).

2.2.1.1. Modification de la taille des vecteurs

La premiére caractéristique qu’il est possible de moduler est la taille de vecteur : en
dessous de 100 nm, la concentration méduilaire est améliorée, sauf chez le lapin (Moghimi et
coll., 1990). Dans le domaine des médicaments radio pharmaceutiques, certains auteurs ont
méme proposé des particules de 1 & 13 nm (Moghimi et coll., 1990). La diminution de la taille
posséde une certaine efficacité quant & la concentration dans le compartiment médullaire.
Cependant, cette diminution de la taille engendre souvent un taux d’encapsulation limité.
De plus, on peut craindre une distribution intrahépatique dés 60 nm in vivo, voire une

extravasation cutanée ou intestinale (Moghimi et coll., 1990).

2.2.1.2. Modification des propriétés de surface

De nombreux travaux montrent I’importance de la stabilisation stérique de surface.
Des 1987, Illum et Davis étudient I’influence des poloxamers (tableau 7) sur la capture
médullaire des vecteurs chez le lapin. Des études in vivo ont montré que la présence de
poloxamers 338 et 407 & la surface des particules réduisait leur accumulation hépatique (Illum
et Davis, 1987). Cependant, le poloxamer 407 s’est révélé étre plus efficace en terme de
spécificité médullaire que le poloxamer 338 (Porter et coll., 1992b; Storm et coll., 1995). Le
mécanisme de cette reconnaissance spécifique est encore mal connu. Il semblerait néanmoins
que le poloxamer 407 entraine une capture massive et sélective des vecteurs par les sinus
endothéliaux (capture par les cellules endothéliales par endocytose), tandis que les autres
zones endothéliales et les macrophages péri-sinusaux leur demeurent indifférents (Moghimi,
1995). Dés 1992, les études de Porter et ses coll. suggeérent que la barriere stérique créée

empécherait la phagocytose directe par les macrophages a partir de la circulation générale.
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Aucune particule n’étant retrouvée dans le compartiment extravasculaire médullaire,
le phénomeéne de reconnaissance par I’endothélium pourrait &tre dii & un composé plasmatique
ou a un facteur endothélial sélectif et spécifique (Porter et coll., 1992b; Dunn et coll., 1997).
Parallélement, il a ét€ montré qu’une augmentation significative de la capture médullaire
pouvait étre obtenue aprés injection de particules recouvertes de poloxamer 184 (Storm et
coll., 1995). Il est important de noter que la distribution préférentielle vers la moelle serait
dépendante du lot de poloxamer 407 utilisé ainsi que du fournisseur choisi et de 1’espcce
animale servant de modele (Moghimi et coll., 1990; Porter et coll., 1992a; Storm et coll.,
1995). L’équipe de Porter a évoqué [P’influence d’une possible différence de poids

moléculaire, donc d’épaisseur de la couche hydrophile.

Tableau 7: Poids moléculaire et balance hydrophilique/lipophiliqgue (BHL) de guelques

poloxamers et leur nomenclature Pluronic (Miiller, 1991)

Poids Nombre des  Nombre des

poloxamer®  Pluronic®  moléculaire  unités OF unités OP BHL
108 F38 5000 46 16 30,5
188 F68 8350 75 30 29
338 F108 14000 128 54 27
407 F127 11500 98 67 22

Les poloxamers sont des résidus hydrophiles efficaces. Le recouvrement par les poloxamers met
généralement en jeu une adsorption physique via la partie centrale hydrophobe de ses copolymeéres

(OP). OP : oxyde de propyléne, OE : oxyde d’¢thyléne
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3. Role et place des cyclodextrines dans la distribution médullaire

A notre connaissance, il n’existe pas d’étude précise visant a apprécier les effets des
cyclodextrines sur la distribution de médicaments au niveau de la moelle osseuse. Toutefois, il
existe quelques exemples d’utilisation de cyclodextrines pour améliorer la biodistribution de
certains agents antileucémiques utilisés pour le traitement de leucémie.

L’équipe de Lin a développé une formulation hydrosoluble & base d’un complexe
I’HPB-C/acide tout trams-rétinoique (ATRA), dans le traitement de la leucémie
promyélocytaire aigue (Lin et coll., 2000). Dans cette étude, la formulation a été testée sur des
rats sains et a été comparée a la solution d’ATRA sodique. Il a été démontré qu’il n’y pas de
différence significative de la pharmacocinétique entre les deux formulations. Ce phénomene a
été expliqué par une faible affinité entre le principe actif et la CD étudiée (Montassier et coll.,
1997). Une étude clinique a montré que la pharmacocinétique de I’itraconazole dans une
solution de cyclodextrine était différente de celle obtenue aprés administration de gélules chez
des volontaires. En effet, la concentration plasmatique maximale (Cmax) et ’aire sous la
courbe (ASC) sont plus élevées quand I’itraconazole est injecté sous forme de complexe avec

I’HPB-CD.
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B. Distribution au niveau du cerveau

Le passage des molécules thérapeutiques au niveau du systéme nerveux central est
sous le contr6le d’une barriere qui existe entre le systéme vasculaire et le parenchyme

cérébral appelée barriére hémato-encéphalique. Nous ferons un bref rappel de la physiologie

et le rOle de cette barriére.

1. La barriére hémato-encéphalique (BHE)
1.1. Données historiques

La notion de la barriere hémato-encéphalique (BHE) a été évoquée pour la premiére
fois par P. Ehrlich en 1885 qui aprés avoir observé, suite & une injection intraveineuse de
colorants aniliques, une coloration de tous les organes & I’exception du systéme nerveux
central. Il a alors supposé que cette différence était liée a des affinités de fixation différentes.
L’existence d’une barriére au niveau des vaisseaux a été confirmée par Biedl et Kraus en 1898
et Lewandowsky en 1900. Ces auteurs ont constaté que ’acide cholique ou le ferrocyanure de
sodium avaient des effets sur le systéme nerveux lorsque ces substances étaient administrées
par injection intraventriculaire cérébrale alors qu’elles n’avaient aucun effet lors d’une
injection intraveineuse. Enfin, 1’existence d’une barriére entre le sang et le cerveau a
également €té étudi¢e par Goldmann en 1909 en reproduisant les expériences de Ehrlich avec
du bleu de Trypan. Cet auteur a montré que seul le systéme nerveux central était coloré lors
d’une injection sous-arachnoidienne. Le terme de barriere hémato-encéphalique sera introduit

en 1921 par Stern et Gaultier.

1.2. Propriétés de la BHE

1.2.1. Morphologie et anatomie de la BHE

Les capillaires représentent une interface privilégiée ou s’effectuent les échanges
rapides entre le sang et le liquide extracellulaire du parenchyme cérébral. Cette interface,

nommeée barriére hémato-encéphalique (figure 10), est un systéme biologique complexe
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compos¢ de cellules endothéliales, de péricytes et d’astrocytes qui déterminent les
caractéristiques physiologiques et 1’ultrastructure. Les péricytes, localisées sur la face
abluminale des microvaisseaux, sont séparées des cellules endothéliales et des astrocytes par
une membrane basale (Balabanov et Dore-Duffy, 1998). Elles projettent des extensions qui
pénetrent cette membrane et recouvrent 20 a 30 % de la circonférence vasculaire (Frank et
coll., 1987). Morphologiquement, le contact entre les péricytes et les cellules endothéliales est
fait de prolongements membranaires provenant des deux types cellulaires (Wakui et coll,,
1990). De plus, I’échange de molécules entre péricytes et cellules endothéliales est facilité par
la présence de jonctions lacunaires entre les deux types cellulaires (Cuevas et coll., 1984). Les
astrocytes, quant a eux, projettent également des extensions cytoplasmiques,
appelées « pied », vers les cellules endothéliales. Une reconstitution tridimensionnelle des
pieds terminaux astrocytaires montre qu’ils ont une structure caractéristique en rosette et
qu’un seul astrocyte peut entrer en contact avec plusieurs cellules endothéliales ou qu’une
seule cellule endothéliale peut étre atteinte par plusieurs astrocytes (Kacem et coll., 1998).
Finalement, les cellules endothéliales forment une monocouche continue autour de la lumiére
des capillaires. Ces cellules possédent peu de vésicules d’endocytose, limitant ainsi le flux
transcellulaire, et sont associées par des jonctions étanches qui diminuent considérablement le
flux paracellulaire et transforment I’endothélium vasculaire en une interface unique entre le
sang circulant et 1’espace extracellulaire cérébral (Rubin et Staddon, 1999; Saunders et coll.,

1999).
Enfin, la BHE joue un role primordial dans la protection du parenchyme cérébral,

ainsi que dans le contrle de I’homéostasie tissulaire, grice a une perméabilité sélective aux

nutriments et aux autres molécules apportées par le flux sanguin.
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| . astrocyte

a) b)

FIG. 10 — La BHE. a) Représentation morphologique schématique de la BHE. La membrane
des capillaires cérébraux se caractérisent notamment par la présence des jonctions serrées
(tight junctions) entre les cellules endothéliales constituant la membrane du microvaisseau
mais aussi par I’absence de fenestration dans cette membrane, ce qui limite drastiquement les
échanges entre le sang et le cerveau. b) Représentation schématique du contact entre cellules

endothéliales et astrocytes (@BBB).
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1.2.2. Passage & travers la BHE

En conditions normales, la BHE assure au cerveau un environnement extracellulaire
extrémement contrdlé en limitant les voies de transport des molécules aux seuls passages a
travers les cellules endothéliales. Le franchissement passif d’une molécule est dépendant de sa
solubilité dans les lipides, de son poids moléculaire et de sa forme ionisée ou non. Ainsi, les
molécules lipophiles pourraient diffuser librement (Saunders et coll., 1999). Au contraire les
molécules de faible solubilité lipidique sont généralement exclues si elles excédent un poids
moléculaire de 5 kD. Enfin, les substances hydrophiles telles que les ions, les protéines et les
glucides ne peuvent franchir la BHE par simple diffusion. Le cerveau a donc dii développer
des systémes de transport spécialisés pour assurer son approvisionnement en éléments
nutritifs. Le passage des molécules a travers la BHE peut s’effectuer de 4 fagons : par une
diffusion passive, par une diffusion facilitée, par un transport actif ou par endocytose. Bien
que certains systémes permettent le transport de molécules contre un gradient de
concentration (Na'/K" ATPase), ils sont préférentiellement situés sur la face abluminale des
microcapillaires cérébraux (Sanchez et coll., 1995). Les systémes de transport situés sur la

face luminale semblent étre de préférence des systémes de transport facilité.

2. Quelques stratégies pour faciliter le passage des médicaments a travers la BHE

Les propriétés de la BHE seraient responsables des difficultés rencontrées lors du
traitement des maladies cérébrales. Le passage des médicaments a travers cette barricre est
souvent un facteur qui limite 1’action des agents thérapeutiques sur le systeme nerveux
central. Le ciblage des médicaments représente donc un important défi pour le traitement des
maladies neurodégénératives et des infections cérébrales. La limitation du ciblage cérébral est
essentiellement due a deux propriétés fondamentales de la BHE :

- L’endothélium constitue une véritable barriere avec présence des jonctions serrées

- La présence d’une P-glycoprotéine (Pgp) est responsable de 1’excrétion de nombreux

médicaments hydrophobes hors du cytoplasme des cellules endothéliales.
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La diffusion des agents thérapeutiques du compartiment sanguin vers le cerveau
dépend de leur capacité a traverser les lipides de la membrane des cellules endothéliales.
Cependant, beaucoup de principes actifs ne possédent pas les caractéristiques
physicochimiques adéquates, comme une liposolubilité élevée, une taille moléculaire faible et

une charge positive. C’est la raison pour laquelle différentes stratégies ont été développées.

2.1. Utilisation des nanoparticules

Des études réalisées par Kreuter et coll. ont envisagé la fixation d’un peptide opioide,
la dalargine (Kreuter et coll., 1995 ; Schroeder et coll., 1998) et de lopéramide (Alyautdin et
coll., 1997) sur des nanoparticules polymériques dans le but de cibler le cerveau. Ces deux
principes actifs n’ont aucun effet thérapeutique s’ils sont administrés seuls par voie
intraveineuse, car ils ne diffusent pas a travers la BHE. Quand les deux molécules sont
adsorbées sur la surface des nanoparticules de poly (butylcyanoacrylate) (PBCA)
préalablement recouvertes de Polysorbate 80, un effet analgésique important est obtenu avant
45 min au maximum aprés administration. Des expériences sur des souris ont clairement
montré que I’effet analgésique de la dalargine est obtenu seulement quand le principe actif est
adsorbé. Tandis qu’aucune réponse n’est obtenue avec le mélange de dalargine et de
nanoparticules de (PBCA) non chargées. I.’amélioration du transport de ce médicament a
travers la BHE par les nanoparticules peut étre expliquée par différents mécanismes :

- D’attachement des nanoparticules sur la couche endothéliale des capillaires cérébraux
provoquerait un gradient de concentration du médicament qui faciliterait la diffusion
passive (Kreuter et coll., 1995)

- la pénétration des nanoparticules chargées de médicament dans les cellules
endothéliales cérébrales se ferait par endocytose ou transcytose (Kreuter et coll,

1995).
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D’autres travaux ont montré que des apolipoprotéines (APO) seraient impliquées dans
la pénétration des nanoparticules de PBCA recouvertes de polysorbate 80 dans le cerveau
(Kreuter et coll., 2002). Cette étude a été réalisée en utilisant des nanoparticules de PBCA
chargées de dalargine ou de loperamide et recouvertes d’APO-A, B, C, E ou J avec ou sans
polysorbate 80. L’effet analgésique est mesuré par le réflexe de la souris suite a un pincement
de la queue. Dans ces conditions, seulement les nanoparticules recouvertes de polysorbate 80
et/ ou des APO-B ou E sont capables de donner un effet analgésique. Cette réponse est
significativement plus importante dans le cas de nanoparticules recouvertes en premier de
polysorbate 80 et de APO-B ou APO-E en second. Les auteurs de cette étude n’ont observé
aucun effet apres injection des nanoparticules recouvertes des autres APO. Tous ces résultats
montrent que le polysorbate 80 pourrait étre considéré comme un point d’ancrage pour les
APO-B et les APO-E a la surface des nanoparticules qui seraient capables d’interagir avec les
récepteurs LDL?, avant leur pénétration dans les cellules endothéliales par endocytose
(Borchard et coll., 1994 ; Kreuter et coll., 1995 ; Alyaudtin et coll., 2001). Le médicament

pourrait donc étre libéré dans ces cellules et diffuserait dans le reste du cerveau.

2.2. Autres méthodes

[’ouverture transitoire de la BHE par injection intracarotidienne de solutions
hypertoniques de mannitol ou d’arabinose a €té envisagée (Rapoport, 2000). Ces solutions ont
été employées avec succes dans le traitement de tumeurs et permettent la création de pores
entre les cellules endothéliales de ’ordre de 200A (Rapoport, 2000). Cette technique a été
utilisée pour la premiére fois par Neuwelt chez I’homme depuis 1979 (Neuwelt et coll., 1979).
L’utilisation de peptides chimériques est une seconde approche. Ces chimeéres
correspondraient & 1’association de molécule potentiellement active a un vecteur reconnu par
les systémes de transport de la BHE comme par exemple I’anticorps monoclonal OX26 qui
reconnait le récepteur de la transferrine (Bickel et coll., 2001). Une fois passée la BHE,
I’accumulation des substances dans le parenchyme cérébral est toutefois limitée par leur
diffusion passive dans le fluide cérébrospinal, leur dégradation enzymatique et leur extraction

hors du cerveau par des transporteurs divers.

*Low Density Lipoprotein
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3. Mécanismes impliqués dans le transport des nanoparticules

Il y a différentes possibilités qui permettent d’expliquer le mécanisme de ciblage des

médicaments a travers la BHE (Kreuter, 2001 ; Kreuter, 2002) :

Une rétention des nanoparticules dans les capillaires sanguins cérébraux combinée a
I’adsorption de celles-ci sur la paroi des capillaires pourrait créer un gradient de
concentration élevé et favoriser le transport a travers la couche des cellules
endothéliales.

Le surfactant pourrait permettre la solubilisation des lipides membranaires des cellules
endothéliales et provoquerait une amélioration de la perméabilité de la BHE.

Les nanoparticules peuvent provoquer une ouverture au niveau des jonctions serrées
entre les cellules endothéliales. Le principe actif peut ensuite passer entre ces espaces
soit sous forme libre ou encapsulé dans les nanoparticules.

La libération du principe actif a D'intérieur des cellules endothéliales pourrait étre
assurée par endocytose des nanoparticules par ces cellules.

Les nanoparticules pourraient passer a travers les cellules endothéliales par transcytose

Le surfactant utilisé tel que le polysorbate 80 inhiberait la Pgp.

Toutes ces hypothéses soulévent différentes constations :
L’adsorption de I’APO E n’est pas spécifique pour les surfaces recouvertes par le
polysorbate 80 car elle peut se fixer sur des nanoparticules PEG-PLA (Allemann et
coll., 1997 ; Gref et coll., 2000).
Les nanoparticules a base de poly (methylmethacrylate) recouvertes de polysorbate 80
ne sont pas distribuées au cerveau aprés injection intraveineuse (Lode et coll., 2001).
Des nanoparticules de polystyréne recouvertes de polysorbate 80 ne permettent pas le

ciblage cérébral de la dalargine (Olivier et coll., 1999).
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- La pharmacocinétique des nanoparticules recouvertes de polysorbate 80 n’est pas
favorable pour une distribution cérébrale suite & une accumulation dans le Systeme des
Phagocytes Mononuclées (SPM) tels que le foie et la rate (Lode et coll., 2001).
- La compétition entre le polysorbate 80 et les protéines sériques ainsi que la
dégradation rapide des nanoparticules & [I’interface serum/plasma induisent la
désorption des composés adsorbés & la surface des nanoparticules PBCA au bout de
quelques minutes (Olivier et coll., 1999 ; Olivier et coll., 1996).
Ainsi, le passage a travers la BHE des nanoparticules serait un transport non spécifique vis-a-
vis du polymére ou du surfactant utilisé (Olivier et coll., 1999). En effet, les faits cités au
dessus indiquent que les particules a différentes propriétés de surface peuvent libérer le
principe actif selon des mécanismes trés variables.

En conclusion, différents mécanismes peuvent étre impliqués dans ’interaction entre
les nanoparticules et la BHE dépendant des propriétés de surface de ces formes galéniques. La
fixation des protéines plasmatiques est influencée par la nature de tous les constituants de la

surface des nanoparticules, y compris le principe actif lui méme.

Le role de surfactant utilisé

Récemment, Petri et coll. (Petri et coll., 2007) ont montré que des nanoparticules
PBCA de dauxorubicine recouvertes de poloxamer 188 (Pluronic® F68) ainsi que celles
recouvertes de polysorbate 80 (Ps80) augmenteraient nettement 1’effet antitumoral de la
dauxorubicine contre le glioblastome intracrdnien chez le rat. Le rdle de surfactant utilisé
semble ambigu : d’autres auteurs (Ambruosi et coll., 2006) ont comparé I’effet antitumoral de
nanoparticules PBCA chargées de dauxorubicine et recouvertes de Ps80, de poloxamine 908
ou de poloxamer 188. Le Ps80 est présumé étre susceptible de faciliter le passage des
nanoparticules a travers la BHE par phénoméne d’endocytose (Steiniger et coll., 2004;
Kreuter et coll., 2002; Ramge et coll., 2000; Alyautdin et coll., 2001), tandis que la
poloxamine 908 est connue (Moghimi et Hunter, 2000) comme un agent furtif qui diminuerait
la capture de ces particules par le foie et prolongerait leur circulation sanguine, ce qui
permettrait d’atteindre le site tumoral. En méme temps, le poloxamer 188 qui ne semble pas

étre un agent furtif (Moghimi, 1995) d’autant plus qu’un surfactant qui peut couvrir
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efficacement les nanoparticules de PBCA chargées en dalargine, il a aucun effet sur le
passage de ce principe actif a travers la BHE, tandis que le Ps80 se montre trés efficace dans
ce cas (Kreuter et coll., 1997).

L’équipe de Petri a souligné que I’adsorption des protéines plasmatiques a la surface
des nanoparticules PBCA de dauxorubicine recouvertes de Ps80 ou de F68 était similaire. Par
contre, les nanoparticules non chargées recouvertes des mémes surfactants présentaient a leur
surface des protéines plasmatiques différentes par rapport a celles chargées (Petri et coll.,
2007). Cette observation suggere que les propriétés de surface des nanoparticules peuvent etre
influencées non seulement par le type de surfactant adsorbé mais aussi par le principe actif
présent a la surface. Cela rejoint les travaux de I’équipe de Kreuter concernant les
nanoparticules de dalargine (Kreuter et coll., 1997). De plus, des nanoparticules PBCA de
dauxorubicine stabilisées et recouvertes par les deux surfactants en méme temps (Ps80 et F68)
ont montré un effet négatif diminuant nettement I’activité antitumorale. Les propriétés de
surface de ces particules se trouvent changées énormément altérant significativement

I’interaction avec les protéines plasmatiques et par conséquent la distribution tissulaire.

4. Effet des cyclodextrines sur le transport a travers la BHE

L’équipe de Loscher (Loscher et coll., 1995) a montré qu’une formulation aqueuse
injectable de carbamazepine (CBZ), médicament antiépileptique, par complexation avec
I’HPB-CD est trés pratique et micux tolérée que la formulation commercialisée a base de
glycofurol chez le chien. Ces résultats ont mis [’accent sur le fait que la solution injectable de
CBZ/HPB-CD pourrait étre idéalement utilisée et adaptée a I’administration parentérale de ce
principe actif qui pénétre rapidement dans le cerveau. D’autre part, I’administration de
zidovudine (médicament antirétroviral utilisé dans le traitement des encéphalopathies causées
par le virus HIV) sous forme de formulation aqueuse a base de ’HPB-CD, augmente sa

pénétration et sa distribution dans le cerveau (Brewster et coll., 1997).
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Cependant, 1’effet des CD sur la biodistribution des agents thérapeutiques semble étre
différent d’un principe actif a I’autre. En effet, I’étude de I’influence de I’a, la § et la y-CD sur
I’effet hypnotique des acides barbituriques a montré que ces CD provoqueraient une
diminution de la teneur de ces principes actifs au niveau du cerveau aprés administration
intraveineuse et intra péritonéale chez le rat et la souris (Nagai et coll., 1983). Shirakura et ses
collaborateurs (Shirakura et coll., 1984) ont mis en évidence le méme effet de CD (B-CD) sur
la biodistribution de I’hexobarbital et le phénobarbital aprés injection intraveineuse chez la

souris.
Donc, I’effet des CD sur le transport et le passage des molécules thérapeutiques au

niveau du cerveau semble dépendre essentiellement du principe actif encapsulé et son

interaction avec la molécule de CD.

53



Rappels bibliographiques

Y. Conclusion

En conclusion, rappelons que le mélarsoprol est un trypanocide trés lipophile qui est
administré par voie intraveineuse sous forme de solution a 3,6 % de propyléne glycol
(Arsobal®). Ce médicament reste le seul traitement actuel de la trypanosomiase africaine,
malgré ses effets secondaires importants dont le plus redoutable est ’encéphalopathie par
passage de la barriere hémato-encéphalique. Les principaux travaux réalisés a son sujet ont
permis de donner un autre intérét a son application notamment pour le traitement des
leucémies réfractaires et le myélome multiple. Il s’est montré plus efficace que le trioxyde
d’arsenic qui est préconisé pour le traitement de leucémie promyélocytaire aigue depuis I’an
2000 (Trisenox®). Ce résultat prometteur a incité 1’ Assistance Publique de Paris a lancer un
essai clinique qui a €té aussitdt arrété a cause de la toxicité cérébrale de cet antiparasitaire.
Compte tenu du rapport efficacité/toxicité du mélarsoprol, la vectorisation médullaire de ce

principe actif est vivement souhaitée pour le traitement des hémopathies malignes.

Dans le domaine de la vectorisation des principes actifs peu solubles, plusieurs
vecteurs et techniques sont proposés pour I’amélioration et I’optimisation galénique. Parmi
ces formulations, sont retenues celles qui empécheraient la précipitation dans la circulation
systémique aprés administration parentérale et qui permettraient le ciblage du site d’action.
Un ciblage de la moelle osseuse et une diminution de la teneur du mélarsoprol dans le cerveau

sont recherchées lors de ce travail.
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I. Formulation galénique
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Chapitre I : Mise au point des nanosphéres et des nanocapsules des

phényldithiarsolanes synthétisés au sein du laboratoire

Le premier objectif de notre travail a été de mettre au point des nanoparticules
polymériques chargées en mélarsoprol. En effet, il avait été¢ démontré que des nanoparticules
en poly (isohexylcyanoacrylate) permettaient de cibler de fagon trés significative la moelle
osseuse (Gibaud et coll., 1996). Quelques essais de formulations avaient déja été réalisés mais
les nanoparticules de poly (alkylcyanoacrylate) obtenues avaient des taux de fixation
relativement faibles (Goisnard, 1999). Parall¢lement, notre équipe (EA 3452) a synthétisé une
série de phényldithiarsolanes, dont certains étaient plus solubles que le mélarsoprol dans les
principaux solvants organiques utilisés (acétone, éthanol, ..). Dans cette premiere partie, nous
avons donc essayé de mettre au point des nanoparticules de phényldithiarsolanes avec

différents polymeéres.

1. Matiéres premiéres
1.1. Phényldithiarsolanes

Le mélarsoprol a été synthétisé dans notre laboratoire selon le procédé décrit par
Friedheim et coll. (Friedheim, 1947; Peters et coll., 1947). Dans le but de mettre au point une

"™ possédant une meilleure activité antileucémique et

nouvelle classe d’organoarséniés (As
mieux tolérés que le mélarsoprol, une série de dérivés du 2-phényl-[1,3,2]dithiarsolane
substitués en différentes positions a été synthétisée (tableau 1). Tous ces composés sont
nommeés par des codes Asy et ont ensuite €t analysés par Résonance Magnétique Nucléaire

(400, 133 MHz ; 300K ; DMSO-d®) (Astier et Gibaud, 2003).
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Tableau 8 : Paramétres d’activité et de toxicité systémique de différents phényldithiarsolanes

synthétisés au laboratoire.

Clso (umol/1) DLso (umol/kg) IT
Composé
K562 U937 K562 U937
i
As
Mélarsoprol
2,81 2,77 112 39,9 40,4
(Mel)
i@
H,N)\r/kNH2
o
As Arsthinol
1,44 2,86 402 279,2 140,6
(Asy)
NHCOCH,
OH

@? Asg 0,65 0,53 11 16,9 20,7

3
©| Asio 0,44 0,34 60 136,4 176,5

.8
© Asis 5,50 6,69 66 12,0 9,9

Clso= concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire ; DLsy = dose induisant 50% de mortalité chez la

souris ; IT = index thérapeutique DLso/Clso. K562 et U937 : lignées cellulaires leucémiques humaines.
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1.2. Les polyméres

Nous avons choisi deux polymeres biodégradables de la famille des poly (hydroxy acides) :

1.2.1. La poly (e-caprolactone) (PCL)
La poly (e-caprolactone) (PCL) (Aldrich Chemical Company), est un polyester

aliphatique biodégradable, de la famille des poly (e-hydroxy acide) (figure 11). Il se présente

sous la forme de pastilles de couleur blanche; sa masse moléculaire est de 42000.

H-[O-CH;-CH,-CH,-CH,-CH,-CO],-OH
FIG. 11 — Formule chimique développée de la PCL

La PCL est un polymeére semi cristallin (degré de cristallinité: 45-50 %), relativement rigide ;
son point de fusion est de +63°C. En comparaison avec le poly (acide L-lactique) (PLA), la
PCL est relativement peu hydrophile. Cette caractéristique devrait étre favorable a

I’incorporation des organoarséniés.

1.2.2. Le poly (acide L-lactique) (PLA)

Le poly (acide L-lactique) (PLA) (figure 12) fait partie de la famille des polyesters
biocompatibles et résorbables en quelques semaines, en plusieurs mois, voire plusieurs
années; il est utilis¢ avec succeés depuis plus de 25 ans dans le domaine chirurgical, des
implants intra-osseux, pour la régénération tissulaire guidée et la libération retardée de
médicaments. Le PLA est résistant a ’humidité mais ne peut supporter des températures

élevées (>60°C). 1l est semi cristallin; son poids moléculaire est de 25000.

0O

(o
OH
FIG.12 — Formule du poly (acide L-lactique)
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1.3. Les agents tensioactifs

1.3.1. Le Pluronic® F68

Le Pluronic® F68 appartient a la famille des Pluriol® PE qui sont des agents
tensioactifs non ioniques, peu moussants, obtenus par copolymérisation de 1’oxyde de
propyléne et de Ioxyde d’éthyléne. Ce sont des polyméres séquencés dont la partie centrale
de la molécule est constituée par du polyoxypropyléne (figure 13). Le Pluronic® F68 est le

Pluriol® PE 6800, appelé aussi poloxamer 188.
HO-(-CH2-CH2-O-)X-(-C[H-CHz-O-)y-(-CHz—CHz-O-)Z-H
CH;

FIG. 13 — Formule du Pluronic® F68
Le Pluronic® F68, de masse moléculaire moyenne 8500, contient 80 % de polyoxyéthyléne et
la masse moléculaire approximative de la séquence hydrophobe de polyoxypropyléne est de

1750.

1.3.2. L’alcool polyvinylique (PVA)

C’est un polymeére préparé a partir d’acétate polyvinylique par déplacement des
groupes acétate par des groupes hydroxyles. L alcool polyvinylique est soluble dans 1’eau et
utilisé comme agent ‘viscosifiant’ et tensioactif pour la préparation des nanospheéres. Sa masse

moléculaire est comprise entre 30000 et 70000.
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2. Méthode de préparation des nanosphéres et des nanocapsules

2.1. Préparation des nanosphéres de poly (e-caprolactone) et de poly (acide L-
lactique)

Le principe de préparation des nanosphéres repose sur la méthode de

nanoprécipitation de Fessi et coll. (Fessi et coll., 1988) :

Préparation d’une phase organigue contenant le polymére et le principe actif

Le PLA ou la PCL sont dissous dans 1’acétone (25 mg/ml). Le principe actif (1 mg/ml) est
ensuite dissous dans cette phase organique. Dans le cas du mélarsoprol, 50 pl/ml de DMSO
sont également ajoutés a la phase organique afin d’obtenir une dissolution totale du principe

actif.

Préparation de la phase aqueuse

La phase aqueuse est constituée d’une solution de Pluronic® F68 1 % ou de PVA 0,1 %

Nanoprécipitation

La phase organique est ensuite incorporée goutte & goutte dans la phase aqueuse sous
agitation magnétique (550 tours/minutes) (agitateur électronique LMC, Merk, Nogent sur
Marne, France). Le polymeére, insoluble dans la phase aqueuse, précipite sous forme de
nanospheéres. La suspension est ensuite concentrée par ¢limination de I’acétone et d’une partie
d’eau dans un évaporateur rotatif (Heidolph® 94200, Bioblock Scientific, Illkirch, France)
(figure 14) sous vide. Enfin, la solution est filtrée a travers un filtre en microfibres de verre,

afin d’éliminer les gros agrégats.
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FIG.14 —Représentation schématique des deux étapes de la technique de la nanoprécipitation.
En haut : ajout de la phase organique contenant le polymere et le principe actif, a la phase aqueuse

contenant le surfactant. En bas : évaporation du solvant (acétone) dans |’évaporateur rotatif.

2.2. Préparation des nanocapsules de poly (g-caprolactone) et de poly (acide L-
lactique)

La méthode consiste a solubiliser le principe actif, le polymere (PLA ou PCL), une
substance huileuse (benzylbenzoate, triéthylcitrate,..) et un agent tensioactif (Iécithine d’ceuf)
dans une phase organique. Ce mélange est ajouté sous agitation magnétique a une phase
aqueuse. Les nanocapsules se forment par précipitation interfaciale du polymeére autour d’une
phase huileuse dans laquelle se trouve le principe actif. L’acétone est ensuite éliminée par
évaporation sous vide (évaporateur rotatif Heidolph® 94200, Bioblock Scientific, Illkirch,

France).
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3. Purification des nanoparticules
Les nanospheres et les nanocapsules ont ensuite été passées a travers une colonne de
chromatographie d’exclusion de taille (Ultrogel® ACA 54, LKB), reliée a une pompe ayant un

débit de 1 ml/min. Les fractions qui contiennent les nanoparticules sont ensuite rassemblées.

4. Controle des nanoparticules
De nombreuses techniques peuvent é&tre utilisées pour la caractérisation des
nanoparticules. La taille du vecteur ainsi que 1’état physique du polymeére sont des parametres
importants qui agissent sur les propriétés d’encapsulation du principe actif et sur sa libération.
Par ailleurs, les propriétés de surface des nanoparticules ont une influence sur leur interaction
avec [’environnement biologique aprés leur administration in vivo, et donc sur leur

distribution.

4.1. Mesure de la taille des nanoparticules

La taille des nanoparticules est déterminée a ’aide d’un Zétamaster® (Malvern

Instruments, Orsay, France).

4.2. Dosage du principe actif incorporé

Le dosage a été fait par Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP)
aprés dissolution des nanoparticules dans I’acétonitrile. La séparation a été faite sur colonne
CC250/4,6 Nucléosil 100-5 C18 (Machery Nagel) et la phase mobile était constituée d’un
mélange d’acide acétique 0,6 % et d’acétonitrile (45/55 ou 55/45 selon les composés).
La détection a été faite a 286 nm pour le mélarsoprol et 254 nm pour les autres
organoarsénié¢s. Les suspensions nanoparticulaires ont été dosées avant et aprés purification
afin de déterminer la teneur en principe actif incorporé. Ainsi, le taux de fixation par le

polymere est déterminé par 1’équation suivante :

Poids de principe actif incorporé (mg) / Poids des nanoparticules (mg) x100
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5. Résultats et discussion

Les tailles des nanosphéres de PLA et de PCL (figure 15) sont d’environ 300 nm; il
s’agit de tailles obtenues en utilisant le procédé par nanoprécipitation décrit par Fessi et coll.
(1988). Les premiers lots qui ont été réalisés en utilisant le mélarsoprol (Mel) et 1’arsthinol
(As7), n’ont malheureusement pas permis d’obtenir des taux de fixation suffisamment élevés
(maximum pour le Mel: 12,63 % avec le PLA, pour I’As7 : 4,68 % avec le PCL). Layre et coll.
(2005) ont étudié I’influence de différentes formulations sur 1’incorporation de principe actif
lipophile dans des nanoparticules et ont mis ’accent sur ’importance de la nature du milieu
de dispersion de ’acétone (éthanol, KCl, H,0 et Na,SO,). Ils ont attribué la différence
d’encapsulation de principe actif & sa solubilité dans ce milicu et non a sa solubilité dans le
polymeére. Lors de cette étude, les meilleurs taux d’encapsulation ont été obtenus avec une
solution 4 0,1 M de sulfate de sodium (Na,SO,) comme milieu de dispersion. En effet, le taux
d’encapsulation a augmenté quand la solubilité du principe actif a diminué dans le milieu de
dispersion avant évaporation de 1’acétone sauf dans celui de Na,SO,. Ces auteurs ont proposé
un mécanisme de déplacement du principe actif durant le processus de nanoprécipitation
(figure 16). Pour préparer des nanoparticules de Mel et d’As7, le polymére et le principe actif
contenus dans 1’acétone sont mélangé avec le milieu de dispersion aqueux. L’acétone, solvant
miscible a I’eau, diffuse dans le mélange entrainant le principe actif avec lui. Quand cette
diffusion est achevée, les nanoparticules se forment et restent en suspension dans le mélange
(acétone-milieu de dispersion aqueux). Lors de I’élimination de 1’acétone par évaporation, la
solubilité du principe actif dans le mélange diminue drastiquement provoquant la formation
des cristaux. Ces cristaux sont éliminés par 1’étape de purification des nanoparticules mais

ceci entraine bien siir une diminution considérable des taux de fixation.
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FIG. 15 — La taille (nm) et le taux d’encapsulation (TE %) des nanosphéres des
organoarséniés préparées a base de la polycaprolacone (PCL) et de 1’acide polylactique (PLA).

(Quantité d’organoarsénié utilisée = 40 mg/g polymere).
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(I) Dispersion de la phase organique (polymeére-acétone) dans la phase aqueuse, diffusion de ’acétone (fleches

vides) et du principe actif (fléches pleines). (II) formation de nanoparticules. (I1I) Evaporation de I’acétone. (IV)
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FIG. 16 — Représentation schématique du mécanisme de déplacement d’un principe actif
lipophile durant le processus de nanoprécipitation; hypothese selon Layre et coll (Layre et

coll., 2005).

6. Conclusion

Lors de cette étude, nous avons réussi de mettre au point des nanoparticules des
organoarséniés synthétisés au laboratoire. Ces formulations dont la taille ne dépassait pas les
300 nm étaient adaptées a une administration intraveineuse. Cependant, elles étaient
insuffisamment concentrées pour faire des études in vivo. Toutefois, ces formulations ont
permis comme méme de faire des essais in vitro sur des cellules leucémiques humaines (ces
essais ne seront pas présentés dans ce mémoire). Certains autres composés organoarséniés (cf.
tableau 8) ont permis de préparer des nanoparticules avec des taux d’encapsulation
lIégérement meilleurs sans que ces concentrations soient suffisantes pour une utilisation
thérapeutique. Puisqu’ils ont présenté une toxicité plus élevée que celle du mélarsoprol, il
serait sans intérét d’administrer ces composés sous forme de nanoparticules. Nous avons donc
jugé intéressant de développer d’autres formulations galéniques comme les nanosuspensions
et des solutions injectables a base de cyclodextrines. La méthode de préparation de ces
nouvelles formes sera présentée en détail dans la publication n°3 de ce travail. La

caractérisation de solution a base de cyclodextrine sera étudiée dans le chapitre suivant.
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Chapitre II : Etude et caractérisation du complexe d’inclusion mélarsoprol-

cyclodextrine

Dans le chapitre précédant, nous avons tenté de mettre au point des systémes
nanoparticulaires susceptibles de cibler la moelle osseuse. Ce chapitre sera consacré a la
réalisation d’une solution aqueuse de complexe mélarsoprol/cyclodextrine. Cette formulation
devrait permettre d’éviter 1’utilisation d’un solvant organique et pourra étre comparée aux

formes nanoparticulaires que nous avons réalisées.

Nous avons vu dans la partie bibliographique que les cyclodextrines jouent un role
trés important dans la formulation de médicaments faiblement solubles dans 1’eau par
amélioration de leur solubilité et/ou leur dissolution en formant des complexes d’inclusion. En
effet, ’intérieur de la cavité apporte un micro- environnement lipophile dans lequel peuvent
se placer des molécules non polaires comme le mélarsoprol. Ainsi, la formation de complexes
mélarsoprol/cyclodextrines (Mel/CD) suppose une bonne adéquation entre la taille de la
molécule a encapsuler et celle de la cavité de la cyclodextrine. La caractérisation et la mise en
évidence de complexe de Mel nécessite des techniques physicochimiques comme la méthode
d’Higuchi et Connors et des techniques spectroscopiques comme la spectrophotométrie
ultraviolet et la diffraction des rayons x. Ainsi, la steechiométrie et la constante de stabilité,
deux paramétres renseignant sur le rapport molaire et la stabilité entre les deux molécules

mises en contact, peuvent étre déterminées.

La connaissance de la structure et la géométrie de ces complexes est sans aucun doute
une donnée fondamentale pour confirmer la nature de réaction entre les deux molécules. Cette
géométrie peut étre déterminée par Résonnance Magnétique Nucléaire. Enfin, il serait
important de vérifier I’activité cytotoxique du Mel complexé pour pouvoir juger de I'utilité de

la complexation dans la formulation de ce principe actif.
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Résumé de la publication n°l

Le but de ce travail est de mettre au point des complexes entre le mélarsoprol et
différentes cyclodextrines afin d’améliorer la mise en forme de ce principe actif lipophile. Les
diagrammes de solubilité du mélarsoprol obtenus avec la B-cyclodextrine (B-CD), la méthyl-
B-CD (RAMEB-CD) et I’hydroxypropyl-B-CD (HPB-CD) sont de type AL selon la méthode
d’Higuchi et Connors. Ce type de diagramme laisse suggérer la formation de complexe de
steechiométrie 1:1. La solubilité du mélarsoprol a été améliorée d’un facteur de 7,2 x 10° avec
les deux cyclodextrines modifiées (RAMEB-CD et HPB-CD), tandis qu’elle reste limitée avec
la cyclodextrine non modifiée (B-CD) a cause de la faible solubilité de cette cyclodextrine.
D’autre part, La steechiométrie 1:1 a été confirmée en analysant les solutions au
spectrophotometre UV (méthode de « Job’s plot »). La constante de stabilité apparente K,.j est
calculée par titration molaire par la méthode de Benesi et Hildebrand (K;.;= 57 143 +4 425 M’
! pour la RAMEB-CD vs 50 761 +5 070 M pour I’'HPB-CD). A partir de ces résultats, une
complexation par inclusion peut étre suggérée. En effet, les constantes de stabilité des deux
complexes €tudiés sont assez élevées et statistiquement similaires pour les deux méthodes
(méthode de solubilité et spectrophotométrie UV) ainsi que pour les deux cyclodextrines.

Les spectres de Résonnance Magnétique Nucléaire (‘"H-RMN) en solution peuvent
confirmer cette hypothése. En effet, les résultats de 1’analyse des complexes (Mel/RAME[-
CD) par la '"H-RMN et par la méthode ROESY mettent en évidence une complexation du
mélarsoprol par inclusion dans la cavité de la cyclodextrine étudiée. Ainsi, nous avons
déterminé la géométrie du complexe Mel/RAMER-CD avec une inclusion du cycle
aromatique et d’une partie du cycle dithiarsolane a Uintérieur de la cavité. Cette géométrie
peut expliquer I’augmentation de la résistance du Mel a ’hydrolyse une fois complexé avec la
CD. En outre, la vitesse de dissolution du Mel a été améliorée par complexation avec la
RAMEB-CD (2 10 min, taux de dissolution de Mel = 24,6 % vs 96,7 % en présence de la
RAMEB-CD). De plus, son activité antileucémique sur des cellules leucémiques humaines
(K652 et U937) a été conservée lors de sa complexation.

La réalisation d’un complexe Mel/HPB-CD nous semble donc tout a fait adaptée a la

réalisation d’une formulation injectable.
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Abstract

Melarsoprol, a water-insoluble drug, is mainly used in the treatment of trypanosonuasis and has demonstrated an in vitro
activity on myeloid andl lymphoid lenkemia derived cell lines, It is marketed as a very poorly tolerated non-aqueous solution
(Arsobal®). The aim of our work was to develop melarsoprol—cyclodexttin complexes in order to improve the tolerability and
the bioavailability of melarsoprol. Phase-solubility analysis showed Ap-type diagrams with B-cyclodextrin (BCD). randomly
methylated B-cyclodextnin (RAMERCD) and hydroxypropyl-8-cyclodextrin (HPBCD), which suggested the formation of 1:1
inclusion complexes. The solubility enhancement factor of melarsoprol (solubility in 250 mM of cyclodextrin‘/solubility in water)
was about 7.2 x 103 with both B-cyclodextrin derivatives. The 1:1 stoichiometry was confirmed in the aqueous solutions by the
UV spectrophotometer using Job’s plot method. The apparent stability constants Kp.1, calculated from mole-ratio titration plots.
were 57 143 £4 425M~! for RAMERCD and 50 761 £ 5 070 M~! for HPRCD. Data from 'H-NMR and ROESY experiments
provided a clear evidence of inclusion complexation of melarsoprol with its dithiaarsane extremity inserted into the wide rim
of the cyclodextrin torus. Moreover, RAMEBCD had a pronounced effect on the drug hydrolysis and the dissolution rate of
melarsoprol. However, the cytotoxic properties of melarsoprol on K562 and U937 human leukemia cell lines was not modified
by complexation.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Melarsoprol: Methylated-B-cyclodextrin: Hydroxypropyl-B-cyclodextrin; Complexation; Nuclear magnetic resonance; Cytotoxicity

f. Introduction

The human African trypanosomiasis (sleeping sick-

* Corresponding author at: Laboratoire de Pharmacie Clinique, EA ness). transmitted by the tsetse flies, is a daily threat
3452, 5 Rue Albert Lebrun, BP 403, 54001 Nancy Cedex, France,

Tel:- +33 3 83 68 23 10: fax- +33 3 §3 68 73 07, to more than 60 million people in 36 countries of
E-mail address: stephane.gibaud@pharma uhp-nancy.fr sub-Saharan Africa. The estimated number of persons
(S. Gibaud). thought to be affected by the disease is between 300,000
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and 500.000. which creates a major health problem.
The trypanosomiasis is considered as one of the most
neglected diseases by the World Health Organization,
which urges to increase the research efforts and con-
siders that optimizing the efficacy, the safety. and the
simplicity of diug regimens administration should be
favored. including the reformulation of old, but effec-
tive. drugs (WHO, 2002).

Until now. the only effective diug available for
the late-stage treatment of trypanosomiasis is the try-
panocidal melarsoprol (Mel). an As™ organoarsenic
drug. which was introduced in the 50’ by Freidhem
(Friedheim, 1949). Moreover. recent studies showed
that Mel is also very effective in the treatment of sev-
eral refractory leukaemia (Rivietal., 1996: Konigetal.,
1997: Soignet et al., 1999) and could be an attractive
alternative to the arsenious oxide, which has recently
been approved for the treatment of these severe blood
disorders.

Mel. a very poorly water-soluble drug, was dis-
solved in propylene glycol at 3.6% to develop the only
commercially available solution (Arsobal®, Aventis
Pharma). In addition to the severe systemic toxici-
ties caused by the diug substance, this non-aqueous
solution exhibits a local intolerability (severe pains,
bums, and necrosis) and must always be administered
by slow intravenous injection thus, requiring a profes-
sional hospital care. Therefore, this treatment remains
very difficult to use in emerging countries, particularly
in the field, which restricts its availability. Furthermore,
no oral forms of this drug were ever developed.

For several years, the modified CDs have been
used as solubilizing agents. Among the indus-
trially produced P-cyclodextrin  derivatives. the
most important ones are the highly water-soluble
methylated B-cyclodextrin and hydroxypropylated-
B-cyclodextrin. Randomly methylated-B-cyclodextrin
(RAMEBCD) is marketed in non-parenteral formula-
tions (e.g. Aerodiol®. 17B-estradiol, Servier, France
and Clorocil®, chloramphenicol, Oftalder, Portugal).
Nevertheless, RAMEBCD cannot be used in parenteral
formulations: because of its affinity to cholesterol is so
strong that it extracts cholesterol from the blood cell
membranes, resulting in hemolysis in around 1 mg/ml.
On the contrary. hydroxypropyl B-cyclodextrin
(HPBCD) was marketed in oral (e.g. Sporanox®.
Itraconazole, Janssen, USA) and iv. formulations
(MitoExtra®. mitomyein. Novartis, Switzerland).
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Recently, one modified CD (sulfobutylether-pB-
cyelodextrin, Captisol®) was used as a solubilizing
agent to obtain parenteral formulations of two newly
approved drugs: the antifungal voriconazole (Donnelly
and De Pauw, 2004) and the anti-schizophrenia agent,
ziprasidone (Kim et al., 1998).

The most interesting property of cyclodextrins
(CDs) is their ability to form inclusion complexes with
a large variety of apolar and hydrophobic molecules.
Their use was extensively exploited to improve the
pharmaceutical properties of numerous drugs such as
water solubility. stability. physicochemical incompati-
bilities, oral absorption or to modulate biological activ-
ity (Fromming and Szejtli, 1994: Al-Omar et al., 1999:
Garcia-Rodriguez et al., 2001). Thus, we have stud-
ied the advantages of employing the CDs to develop
an oral form and a parenteral aqueous solution of Mel,
which could improve the tolerability and the safety of
the drug.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Melarsoprol  ({2-[4-(4.6-diamino-[1.3.5]triazin-2-
ylamino)-phenyl]-[1.3.2]dithiarsolan-4-yl }-methanol:
Mel) was synthesized according to the method
described by Friedheim (Friedheim, 1942, 1947a,
19470, 1985). Its chemical structure is presented in
Fig. 1. The organoarsenic purity was greater than 99%
confirmed by the HPLC analysis and its structure was
ascertained by ' H- and '*C-NMR. The arsenic percent-
age, determined by titration with bromate after min-
eralization, was 18.77% (theoretically: 18.81%). The
cyclodextrins [a-cyclodextrin («-CD). B-cyclodextrin
(BCD). hydroxypropyl-B-cyclodextrin  (substitution
degree=4.4: HPBCD). randomly methylated-B-
eyclodextrin (1.6-2.0 methyl unit per anhydroglucose
unit: RAMEBCD) and dimethy-B-cyclodextrin
(DMBCD)] were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Quentin., France). In all experiments, the water
content of the CDs was determined by coulometeric
Karl-Fisher method, and then the weighed mass of
the CDs was adjusted accordingly. All other reagents
were of analytical grade from either Merck Eurolab
(Fontenay-sous-Bois. France) or Acros organics
(Noisy-le-Grand. France) and were used as received.
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Fig. 1. The chemuical structure of melarsoprol.

2.2. Melarsoprol assays

Determinations of the included Mel were car-
ried out by the high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) or the ultra-violet spectrophotometer
(UV) after dissociation by an initial dilution with
pure dimethylsulfoxide (DMSO): the appropriate final
adjustments were performed with distilled water.

For HPLC determinations. 50pl sample was
injected onto a Cjg column (5pm, 4.6 x 25cm,
Macherey-Nagel. Eckbolsheim. France) using an
autosampler (WISP 712, Waters). The mobile phase
was a mixmure of acetonitrile and 6% acetic acid in
water (23/77, v/v) at a flow rate of 1.5 ml/min (SPS800
pump, Speetra Physics, TSP, CA). Detection was per-
formed by UV spectrophotometer at 286 nm (Waters
490E detector) using a SP-800 integrator (Spectra
Physies). The method was linear up to 500 pg/ml with
a detection limit <0.1 pg/ml. As previously deseribed,
chromatograms and 'H-NMR spectra showed that Mel
contains two isomers (ratio 3:1) as a result of the slow
inversion of the trivalent arsenic pyramidal configura-
tion (Ericsson et al., 1997).

For UV detenminations, after suitable dilutions, the
samples were measured in a 1-em eell using a Carry 50
spectrophotometer (Varian. les Ulis, France). Standard
curves were constructed under identical conditions.

2.3. Phase solubility studies of melarsoprol
complexation with aCD, BCD, RAMEASCD and
HPBCD

Mel complexation with various eyclodextrins was
evaluated using the phase-solubility method (Higuchi

12

and Connors, 1965). A suspension of a large excess
of Mel (30mg) in 2ml of aqueous solutions of the
appropriate CD (concentrations ranging from 10 to
250 mM, pH adjusted to 7) was stirved in screw-capped
amber vials during 24 h on a rock-and-roller agitator at
25°C. Under these conditions. the solution mostly con-
tained the non-ionized Mel [pK, 4.8. (Keiser and Burri,
2000)] and no significant degradation of the drug was
observed. Preliminary “time-dependence” experiments
showed that the equilibrium was reached after this stir-
ring period. Each suspension was then centrifuged at
9000 x g for Smin. diluted from 1/200 to 1/500 with
DMSO and water (final DMSO concentration: 1072
to 1073, v/v) and the amount of dissolved Mel was
assessed by HPLC or UV at 280 nm.

The apparent solubility of the substrate ([Mel}ior)
was determined as a function of the added ligand
concentration ([CD]yo) (Frémming and Szejtli, 1994),
Since the phase solubility diagrams were of Ay -type
and assuming a 1:1 complex, the apparent stability (or
formation) constant K, was ecaleulated for each CD
using the slope from the linear regression analysis of
the phase-solubility isothermusing the following equa-
tion:

slope

= So(1 — slope) o)

The inherent solubility of Mel (Sp) was determined in
pure water under identical conditions. The determina-
tions were performed in triplicate and the constants
were expressed as the mean & S.D.
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2.4. Characterization of Mel complexes

The phase solubility studies allowed us to select two
BCD derivatives (RAMEBCD and HPBCD) for further
experiments,

24.1. Liquid phase analysis of RAMEBCD/Mel

and HPBCD/Mel

2.4.1.1. Continwous variation (Job's plot) method.
Stock solutions of Mel were prepared at 2.5 x 107> M
in 0.1% (v/v) and 1% (v/v) DMSO/water mixtures and
at 1,25 x 1073 M in water. The complex Mel/CD was
formed at a constant volume by adding various concen-
trations of either CD dissolved in the respective solvent
at several molar ratios r=[Mel]/([Mel] +[CD]). vary-
ing from 0.1 to 0.9 to reach a final total molarity of
25%107°M or 1.25 x 1073 M. The absorbance of
the solution was monitored at 280 and 286.6 nm. The
absorbance difference AA = A — A was determined by
measuring the absorbance of Mel with (A) and with-
out (Ag) cyclodextrin at each wavelength in a 1-cm
path length cell thermostated at 25+ 1°C. The prod-
uct AA x [Mel] versus » was then plotted to deter-
mine the stoichiometry of the complex which was
1:1 when AA x [Mel] reached its maximum for r=
0.5.

As melarsoprol is insoluble in pure water. this exper-
iment was previously performed with 0.1% (v/v) and
1% (v/v) DMSO/water mixtures to ascertain the negli-
gible influence of DMSO at low concentrations.

2.4.1.2. Spectroscopic determination of binding con-
stants. The mole-ratio titration method was used to
confirm the values of K, estimated by the phase-
solubility isotherms (Yoe and Jones, 1944; Benesi
and Hildebrand, 1949: Dotsikas et al., 2000). Vari-
ous amounts of RAMEBCD or HPBCD solutions were
added in fixed aliquots to a Mel solution (2.5 x 10™° M
in 1% (v/v) DMSO/water mixture), leading to Mel/CD
ratio varying from 1/5 to 1/100, In preliminary exper-
iments, the absorbance of each vial was measured.
time-dependently, up to 10 min to assess the kineties
of the complex.At each time. the total absorbance A, in
a 1-cm cell was given by

Ap = epe x [Mel],
+ecp % [CD]; + emercp x [Mel/CD], (2
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where [Mel],. [CD], and [Mel/CD], are the respec-
tive concentrations of the species at time f, £Mel. £¢D
and syge.cp are the molar absorptivities with units of
mol=! em™! and Aey.y =epnercD — £0el — £Cp. Since
[Mel]jo =[Mel], + [Mel/CD],, a combination of Eq.
(2) with the definition of the binding constant of the
1:1 inclusion complex (K1. =[Mel/CD],/[Mel],[CD];)
results in the following equation:
— [Mel)io1 K11 Agy1 [CD],
a 1 + K14 [CD];

where AA=A;—Ap.The binding constants were
obtained from the titration curve data (AA as a func-

tion of [CDY),) fitted by non-linear regression (Eq. (3).
Graph Pad Software, Synergy Inc, Pasadena).

AA

(3)

2.4.2. Solid phase analysis of Mel/RAMEBCD and
Mel/HPBCD

The solid phase analysis of the complexes was
performed on lyophilized samples. Mel (30mg:
7.5 x 107> mol) was stirred (25°C: 241h) in 10ml of
distilled water containing RAMEBCD or HPBCD and
filtered through a 0.22 pm membrane filter (Millipore
HA, 0.22 um). The filtvate was freeze dried and stored
at +4°C until use.

2.4.2.1. X-ray diffraction (XRD). Powder X-ray
diffraction pattermns were obtained with D500
Siemens diffractometer system with Co Ka radiation
(»=1.78897A) over the interval 10-45°/26. The
measurement conditions were as follows: target, Co:
filter, Fe: voltage 35 kV: current 20 mA.

2.4.2.2. Differential scamning calorimeter (DSC).
The DSC thermograms were obtained on a scan-
ning calorimeter (Pyris, Perkin-Elmer Instruments, St.
Quentin, France). The instrument was calibrated using
indium as a standard. Samples (5 mg) were heated in
sealed aluminium pans under nitrogen using the fol-
lowing program: hold for 10 min at 40.0°C: heat from
40.0 to 250.0°C at a scanning rate of 10°C/min.

2.4.3. Determination of the complex structure by
"H.NMR measurements

All experiments were performed on a Bruker
Avance DRX-NMR spectrometer operating at 9.4 T
(proton frequency: 400.133 MHz) and at a sample tem-
perature of 300 K. The 2D-ROESY experiments were
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recorded with the following parameters: mixing times
300 ms with a radiofrequency field of 8 kHz, acquisi-
tion map 2 K x 256, number of scans 16. Final 2D-map
after FT: 1K x 1K.

The lyophilized Mel'/RAMEBCD and Mel/HPRCD
complexes, obtained as previously described, were dis-
solved in D;O. For solubility reasons. the spectrum of
free Mel was obtained in dg-DMSO. Chemical shifts
were given in part per million (ppm) relative to the sol-
vent signal (HOD at 4.84 ppm). Since the commercial
RAMERCD used in all experiments contained 1.6-2.0
methyl unit per anhydroglucose and does not have a
defined composition, 'H-NMR spectra were carried
out using a complex obtained with pure heptakis (2.6-
di-O-methyl)- B-cyclodextrin (DMBCD) substituted at
the primary (O-6) and at the secondary (O-2) hydroxyl
groups.

2.4.4. Pharmaceutical properties of Mel/

RAMEBCD complex

2.4.4.1. Dissolution kinetics. In order to investigate
the relative dissolution kinetics, the dispersed amount
method was used. One mg of free melarsoprol or an
equivalent amount of the lyophilized Me'RAMERCD
complex powder was suspended ina mixture of 70 ml of
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.40) and 30 ml of propy-
lene glycol preheated to 37 °C. The suspensions were
incubated, at 37 °C, in a shaking-bath, 200 strokes/min
(Heito, France). One ml aliquots were taken at various
intervals up to 24 h and centrifuged (7200 x g. 5 min,
Denver Instruments. MA). The supematants were then
analyzed by HPLC in order to assess their diug con-
tents, The results are presented as mean + S.D. of tripli-
cate experiments. Theresulting dissolution curves were
analyzed in terms of the dissolved diug percentage
(DP;) and the dissolution efficiency (DE,) according
to the equation

f;; Ddr

DE; = D x 100

(4)
100/

where D is the percentage of the dissolved drug at time
r and Dygot is the area of the rectangle corresponding
to a total dissolution (100%) at the same time (Khan,
1975: Buchi Naidu et al., 2004).

2.4.4.2. Stability studies. Pure Mel or Mel/RAME-
BCD complex were suspended in 0.1 M phosphate
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buffer at pH 7.0 to obtain 4 pg/ml solutions (expressed
in Mel). poured into serew-capped vials and incu-
bated at 25. 37 or 60°C (£1°C) in a shaking-bath,
200 strokes/min (Heito. France). At various intervals
ranging from 1 to 72h. 50 pl of the solution were
set apart and analyzed by HPLC. The first-order rate
constant for the degradation of the drg is the weight
average of two rate constants. where (Ky) and (K ) are
the pseudo-first order rate degradation constants for
the hydrolysis of free or totally included melarsoprol.
respectively, Fy is the fraction of free drug in solu-
tion and [Mel]; is the free drug concentration at time
t (Loftsson and Loukas, 1996: Dotsikas and Brewster.
2002)

1 [Mel

il — Kops[Mel], (5)
d,

and

Kovs = KeFg + Kc[! - Ff] {6)

The constants were determined kinetically by non-
linear regression from the plots of the percentage of
the remaining diug (Y%oyge)) as a function of time (1),
according to Yenge = 100 x e~ &1, The respective acti-
vation energies for the degradation were obtained from
the Arrhenius plots [In K¢=f(1/T) or In K. =f(1/T)].

2.4.4.3. In vitro cytotoxicity on K 562 and U937
cell lines. The cytotoxic activity of Mel and
Mel/RAMERCD complex was performed on K562 and
U937 human leukemia cell lines. Briefly. exponential
growing cells were seeded into a 12-well plate at a den-
sity of 0.2 x 10%/well. Triplicate wells contained Mel
or Mel/RAMEBCD at concentrations ranging from
1.25 to 50 .M. The cells were incubated for 2 or 3 days
at 37 °C in a humidified 5% CO; atmosphere, Cell den-
sities were determined by a duplicate cell count using
a haemocytometer. Cells that excluded trypan blue dye
(L: living cells) were counted and compared to those
of the control culture (C) in order to assess the growth
inhibition percentage using (L/C) x 100. Cells that did
not exclude the dye (D: dead cells) were also counted
and compared to the total number of cells in the well
(7) to assess the mortality percentage calculated by
(D/'T) x 100. Cellular viability was also estimated by
the lysosomial coloration method using neutral red dye
(Borenfreund and Puerner, 1984). For each concentra-
tion testedl. 4 wells were used, then the mean value was
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caleulated. For each parameter (growth inhibition and
mortality percentage), the corresponding ECsq (effec-
tive concentration for 50% of the maximum response
Apay) Was caleulated by non-linear fitting of the exper-
imental data using a sigmoidal dose response model
according to the equation

A= Amax
c= 1 + 10002 ECxo—Tog ©)

™

where A¢ is the response for the concentration C
(GraphPad. Prism Software).

3. Results and discussion

Since the complexes obtained with RAMEBCD
(Mel'RAMEBCD) and HPBCD (Mel/HPBCD) gath-
ered the best solubility enhancement factor, their
physicochemical properties were investigated in
details. The hypothesis of 1:1 stoichiometry of the
inclusion complexes was confirmed by the continu-
ous vartation method (Job's plot) and their respective
apparent stability constants in solution were studied
by the mole-ratio titration method using the UV spec-
trophotometer. The formation of a true inclusion com-
plex between Mel and RAMERCD was also demon-
strated by the differential scanning calorimeter (DSC)
and the X-ray diffractometer (XRD) in the solid state
after freeze-drying. Furthermore, 'H-NMR spectra,
two-dimensional rotating frame nuclear Overhauser
effect spectroscopy (2D-ROESY) experiments were
carried out to confitm the hypothesized inclusion mode
of Mel/RAMEBCD.

Finally, additional properties of Mel/RAMEBCD
complex such as diug stability, dissolution profiles and
efficacy were studied to demonstrate the suitability of
the complexation to develop acceptable pharmaceuti-
cal forms.

3.1, Phase solubility of melarsoprol with «CD,
BCD, RAMEBCD and HPBCD

Mel is a lipophilic compound (log P=2.53), which
is very poorly soluble in water: Sp=6mgl~! at 25°C
(1.25 x 1073 M). «CD did not significantly improve
the solubility of Mel: this is probably due to the lack
of incorporation of the Mel in the small cavity of «CD
(intemal diameter: 0.57 nm). On the opposite. BCD and
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Fig. 2. Phase solubility diagrams of melarsoprol in the presence of
RAMEBCD (@), HPRCD (O). BCD (M) and «CD (A) in distilled
water at 25°C. Inset. expansion of the initial part of the curves.

its modified derivatives, which have an internal diam-
eter of 0.68 i, showed a better solubilization of Mel.
The parent molecule BCD exhibited a steeply linear
phase-solubility diagram (Fig. 2, inset) but the amounts
of dissolved Mel were rapidly limited by the poor sol-
ubility of the complex, which precipitated after about
2mM of added CD. Thus. a B-type phase-solubility
diagram. according to Higuchi and Connors classifica-
tion, was obtained.

The Mel/RAMEBCD and Mel/HPBCD isotherms
(Fig. 2) were linear within the CD concentration range
studied. corresponding to an Ap-type profile with a
slope less than 1 and indicating that the inclusion com-
plexes could be of the first order with respect to the CDs
(1:1 stoichiometry). The apparent stability constants Ky
were 56 077 44 205 M ™! for Mel/RAMERCD and 54
168 £ 5 350 M~} for Mel/ HPRCD.

These close values of binding constants suggest that
the solubilization process is identical between these
BCD derivatives, regardless of the substitution of the
external hydroxyl groups of the toroidal shape. How-
ever, it was demonstrated that the slope of the phase-
solubility diagram in a drug/cyclodextrin system could
be linear in spite of the enhanced solubility oceur-
ring through both inclusion and non-inclusion pro-
cesses such as complex aggregates or micellar forma-
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tion (Loftsson et al., 2002). Thus, an Ay -type isotherm
does not necessarily demonstrate the formation of an
inclusion complex and other experiments are required
to ascertain the process. Nevertheless, the complexa-
tion efficiency of these CDs, as defined by the product
SoKy.1 (Loftsson et al., 1999; Loftsson et al., 2002),
was about 0.67. The solubility enhancement factor, as
defined by the ratio of the solubility of Mel in 250 mM
solution of CD to its inherent solubility Sy, was about
7.2 % 10% for both CDs. This interesting finding is
coherent with the well-admitted principle claiming that
the less the aqueous solubility of the pure drug. the
greater the relative solubility enhancement by the CD
complexation (Loftsson and Brewster, 1996). Sharma
et al. (1995) showed that the enhancement factor for
the highly lipophilic anticancer drug paclitaxel varied
from 2.3 x 10 for HPRCD to 9.9 x 10* for DMBCD.
Interestingly. despite the fact that the HPBCDs are gen-
erally considered as less effective solubilizers than the
randomly methylated derivatives. the enhancement fac-
tor is similar for both CDs in our case.

Considering the excellent solubilizing properties of
RAMERCD and HPBCD for Mel, which led to the for-
mation of complexes with apparent stability constants
in the range considered as optimal for phaimaceuti-
cal uses (Loftsson and Brewster, 1996). we decided to
profoundly investigate the physicochemical and phar-
maceutical properties of these complexes,

3.2, Stoichiomerry and binding constant of
Mel/RAMEBCD and Mel/HPBCD

In aqueous or 1% (v/v) aqueous DMSO solu-
tion, Mel exhibited a maximum absorbance at 280 nm
mainly due to the conjugation of the 3.5-diamino tri-
azine ring with the benzene nucleus (molar absorp-
tion coefficient emer =10 9164 105M ™ em™!: n=35).
The titvation of Mel with increasing concentra-
tions of RAMEBCD and HPBCD (up to a ratio
CD/Mel=100) showed a concentration-dependant
bathoclwomic effect leading to a maximum shift to
286.6nm, a CD-dependent increase of absorbance at
this wavelength (hyperchromic shift) and an isosbestic
point at 277 nm are in good accordance with the sup-
posed complexation, by inclusion, process (Fig. 3).
However, when the chromophore part of a guest
molecule is inserted into a CD cavity. an opposite
behavior is more frequently observed (hypsochromic
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Fig. 3. Effect of RAMERCD addition on the UV spectra of melarso-
prol (2.5 x 10=5 M in 0.1% (v/v) DMSO/water). The figure shows a
concentration-dependent bathochromic shift (280-286.6 nm) and a
corresponding hyperchromic effect. The solid line arrow indicates the
displacement of the curves corresponding to the increasing amounts
of CD.

and hypochromic shifts). Thus, the bathochromic and
hyperchromic shifts could suggest that the 4,6-diamino
triazine ring is not inserted into the cavity. Furthermore,
these shifts could be linked to an extended conjugation
of the respective 17 electrons of both aromatic rings due
to a stabilizing interaction between the triazine ring and
the outsicle part of the CD core,

Time-dependent experiments showed a rapid stabi-
lization of absorbance (<2 min) after the addition of
CDs indicating a rapid in solution complexation (data
not shown). Moreover, the absorbance remained stable
for several hours,

The continuous variation method (Job's plot) was
used to confirm the inclusion process and the 1:1 sto-
ichiometry as suggested from solubility experiments.
The difference AA was measured at 280 and 286.6 nm
for mixtures of Mel and both CDs in water and 0.1%
(v/v) DMSO/water mixture with the total molarity
remaining constant. Fig. 4 represents the 2nd order-
polynomial fitted curves of AA x [Mel] as a function of
r=[Mel}/([Mel] + [CD]) (»>0.999: n=3). Thus. these
Job's plots demonstrate that, since AA x [Mel] is max-
imum at » value of 0.5, both complexes have a 1:1
stoichiometry. Identical results were obtained for both
wavelengths and regardless of the solvent, However, a
better correlation coefficient and reproducibility were
noticed when we used 0.1% (v/v) DMSO in water.
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(AAbsorbance at 286.6 nm) x [Mel]

. b 0,25 0.5 0,75 i

Ratio [Mel] / [Mel + CD)

Fig. 4. Continuous vanation plot (Job's plot) for the com-
plexation of melarsoprol (Mel: 25x10=*M m 0.1% (vv)
DMSO/water) by RAMEBCD (@) and HPRCD (O). AA = difference
of absorbance at 286.6 nm with (A) and without (Ap) cyclodextrin;
r=[Mel)/([Mel] + [CD]).

The stability constants K11, were also caleulated
from the molar—ratio titration plots by non-linear
regression (Fig. 5) and were 57 14344 425M™!
for RAMERCD and 50 761 5§ 070 M~ for HPBCD
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Fig 5. Mole-ratio titration plots of melarsoprol (2.5 x 10™° M n
1% (v/v) DMSO/water) by RAMEBCD (@) and HPRCD (O). The
formation of the complex was monitored at 286.6 nm.

(n=3). These values were very close to those obtained
from phase-solubility experiments. Thus. these results
suggest the formation of a soluble 1:1 inclusion com-
plex, though the presence of adsorbed molecules,
which kept their spectral characteristics. could not be
excluded,

It was demonstrated that the relative error of the
Benesi-Hildebrand method (i.e.. double reciprocal
treatment of titration data) in measuring the association
constants of CD complexations is often poorly reliable
except for the K values <1000 M~ (Salvatierra et al.,
1997: Yang et al., 2000). Since the complexation of
Mel was strong, a non-linear regression estimation of
the binding constants was chosen. For all experiments,
the estimation error of binding constants. determined
as the midpoint of the hyperbolic fitting of an individual
set of experimental data. was less than 10%.

3.3. Characterization of solid Mel/RAMEBCD
and HPBCD complexes

The DSC and the XRD are widely used to study
the complexation by CDs in the solid state. There-
fore, these analytical methods were used to ascertain
the inclusion process in solid complexes obtained by
freeze-drying.

The DSC profile of RAMEBCD exhibited a large
endothermic event from 90 to 140°C, attributed to
the evaporation of the absorbed water, followed by an
endothermic peak at 181 °C corresponding to its melt-
ing point whereas the melting point of Mel occurred
at 221°C. The DSC profile of the two raw materials,
compared to the thermogram of the Mel/RAMERCD.,
confirms that there was a real inclusion of the Mel into
the RAMEBCD. In fact, the formation of an inclusion
complex is suggested by the absence of both melting
endotherms in the DSC thermogram of the complex, as
previously described for other drugs such as B-blockers
(Ficarra et al., 2000) or zolpidem (Trapani et al., 2000).
The DSC profile of Mel/HPBCD was very similar to
this of Mel/RAMERCD.

The XRD also demonstrated the formation of an
amorphous inclusion complex between RAMEBCD
and Mel. The diffractogram of pure Mel exhibited
numerous peak characteristics of its erystalline form,
while RAMEBCD showed only a broad amorphous
band. The diffraction pattem of the freeze-dried com-
plex showed that the diug had lost its erystalline state,
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Table 1
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TH-NMR chemical shifts (4) of free and complexed melarsoprol (Mel):

\
= & 8
NH;
b 2_<\N_"<
NH;
h

Proton type Melarsoprol Mel'DMBCD

Major Minor Major Minor

4 (ppm) § (ppm) & (ppm) AS & (ppm) Ad
a? 5.158 5.158 s - 3 -
b 2840 211 2.602 -0.238 nr -
¢ 3.788 3672 Nr. - nr -
d 1506 2506 2153 —0.353 2153 —0.353
¢ 7821 7838 1.676 —0.145 7.631 -0.207
f 7.490 7.538 7472 —0018 7529 ~0.009
g 8.991 8991 2 . N _
b 6.320 6.320 : - * -

Ad =4 (complex) — § (free). major and munor denotes isomers of melarsoprol (Mel); nr.: peak non-resolved. DMBCD =(2,6-di-O-methyl)-B-

cyclodextnn.
* Signal disappeaning with trace of H2O.

and the small residual peaks were attributed to minute
amounts of non-included Mel.

3.4. Determination of complexes geometry by
NMR determinations

NMR spectroscopy is known to be one of the most
useful methods to obtain information about the geom-
etry of inclusion complexes (Djedaini et al., 1990:
Ganza-Gonzalez et al., 1994: Kim et al., 2004). The
"H-NMR peak assignments for free and complex Mel
are reported in Table 1, where the corresponding shifts
are Ad=5§(complex) — 8(free). According to the previ-
ously published study by Ericsson et al. (1997), the two
diastereoisomeric forms of Mel, due to the slow inver-
sion of the pyramidal structure of the trivalent arsenie,
were observed at the expected 3:1 ratio. These isomers
can be clearly identified by the different chemical shifts
of the respective aromatic AA'BB’ coupling system
(Figs. 6 and 7). It has been suggested that the orien-
tation of the CH,OH group of the dithiaarsane ring is
pseudoaxial. the major isomer A has R in pseudoequa-
torial (frans) position and the minor B isomer has R in
pseudoaxial (cis) position (Fig. 7).

In the presence of CDs, most of the Mel protons
were strongly upfield shifted (Table 1). No new peaks

were observed in the spectium, indicating a dynamic
exchange process between the free and the included
state curing the NMR time scale (Loukas et al., 1997).
Both conformational isomers were similarly shifted:

AR BB’

trans + cis

frans

Melarsoprol f

MafiCD/Mel

I
8.000 7.5000

ppm

Fig. 6. Partial plot of the 'H-NMR spectra of free and complexed
melarsoprol (Mel) with methyl B-cyclodextnn at 1:5 molar ratio
(MelVRAMEBCD), corresponding to the benzene ring area. AA’
and BB' denote the aromatic coupling system corresponding to
the H-e and H-f protons. Mel was dissolved in dg-DMSO and
Mel/RAMERBCD in DO
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Fig 7. Conformation of the melarsoprol 1somers at the dithiaarsane
ring. Major isomer: CHaOHya) and Ryl (frans); minor isomer:
CH1OH;ua1 and Requatouial (¢75).

however. the isomeric ratio was strongly modified by
the complexation since the minor isomer, which repre-
sented 25% in free Mel, was decreased to about 5%. as
estimated by integration (Fig. 6). This fact could sug-
gest a preferential inclusion of the major rrans isomer
and thus, a shift of the inversion equilibrium toward the
trans isomer. The largest upfield shifts were observed
for H-d and H-b protons indicating that the dithiaarsane
ring undergo a significant perturbation upon complex-
ation. Moreover. the H-e benzene protons, located near
the Ar—As bond. were also strongly shifted whereas
the H-f protons were only slightly perturbed. These
facts strongly suggest that the complexation process
involves the dithiaarsane extremity of the molecule.
As Ganza-Gonzalez et al. (1994) previously deseribed,
these upfield shifts of the Mel protons could be due to
an interaction with the r electrons of the oxygen atoms
of the CD.

The 'H chemical shifts of DMBCD in the absence
and the presence of Mel are shown in Table 2. The peak
assignments obtained with the DMBCD used through-
out the experiments were in good agreement with those
previously reported. As expected, the H-3 and H-5 pro-
tons located inside the cavity and the protons from the
external H-6 group at the narrower extremity were sig-
nificantly shifted. These findings proved the existence
of an interaction between the guest molecule and the
interior of the CD cavity. confirming our hypothesis
of the inclusion mode. The H-1 protons located at the
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Table 2
'H-NMR chemical shifts (5) of MepCD and Mel'DMBCD complex
in D0

Proton type Chenucal shift (ppm) A
DMBCD Mel/DMBCD

H-1 5.172 5.128 —0.044
H-2 nr nr nd

H-3 3944 3804 —-0.070
H-4 3.531 3.508 —0.023
H-5 3845 3851 -0.006
H-6 am 3.658 —0.063
6-OCH3 334 3326 —0.018
2-0OCH3 3548 3522 —0.026

In the formula of glucopyranose unit, R represents H or OCHj:
i

‘o2 H
HycO'¢ &

. Solutions were made in DyO.
Chemical shifts are given in ppm relative to HOD signal at4.840 ppm.
Ad=§ (complex) — 4 (free): n.r.: not resolved; n.d.: not determined;
Mel =melarsoprol; DMBCD = (2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin.

exterior of the torus were also affected suggesting a
possible adsorption of melarsoprol on the outside sur-
face of the cyclodextrin.

Mel/RAMERCD and Mel/DMBCD ROESY exper-
iments (Fig. 8) showed an intense correlation between
the intermal H-3 and H-5 protons of the CD, which
could suggest that the aromatic ring is deeply inserted
into the CD (Fig. 9). However, the H-2 and H-4 of these
CDs were also correlated with the aromatic ring of the
Mel and it was assumed that some Mel molecules were
adsorbed, contributing to the solubility increase. These
CDs contain substituted methyl groups. thus became
more hydrophobic and therefore adsorb, more effec-
tively, the melarsoprol.

3.5. Melarsoprol stability in Mel/RAMEBCD

The formation of an inclusion complex between Mel
and RAMEBCD has a pronounced stabilizing effect on
the diug decomposition. Actually. It has been previ-
ously shown that Mel is not a stable compound and
samples stored for long periods of time should be kept
at —70°C and protected from humidity (Ericsson et
al., 1997). The main degradation process is a general
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Fig. 8. Partial contour plot of the two-dimensional ROESY spectrum of melarsoprol (Mel) in the presence of (2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin

(DMBCD) in D;0

acid-base catalyzed hydrolysis leading to an open-
ing of the dithiaarsane ring with the formation of
melarsenoxide (Berger and Fairlamb, 1994: Loiseau
et al., 2000). Thus, the influence of the complexation
by cyclodextrins on the stability of Mel was studied
using the Mel/RAMEBCD complex. The degradation
kinetics of Mel and the complex were performed at 25,
37 and 60°C and the quantification of Mel degrada-
tion was carried out from the data obtained by HPLC.
This degradation follows a temperature-dependant first
order process and was significantly lower for the
included Mel than for the free drug since the stabil-
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ity’s half-life was doubled as showed by the respective
pseudo-first-order constants Kg and K. (Table 3).

The Arrhenius plot in the presence of RAMEBCD
was parallel to that in its absence, indicating that the
degradation mechanism remained essentially the same
(data not shown). The mean activation energy Ea for
Mel degradation was 77.87 kI M ™! and, after complex-
ation, it increased to 80.80kIM~! leading to a differ-
ence of +3,07kIM~! (P<0.01). A similar increase
of Ea was previously described in the protection of
insulin hydrolytic deamidation by complexation with
RAMERCD (Dotsikas and Loukas, 2002).
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methyl-

H  CHOH

methyl-

Fig. 9. Molecular models of Mel'DMPBCD derived from 2D ROESY experiments.

Our results demonstrate a protecting effect of CD
on the Mel degradation. Sure enough. it is well known
that the complexation of hydrolysis-sensitive drugs by
the CDs might affect their stability by retardation or
acceleration of the degradation process, depending on
the inclusion mode. (Loftsson and Brewster, 1996).
Our results were also coherent with the geometry of
the complex postulated from the NMR experiments.
Indeed. the insertion of the dithiaarsane ring into the
hydrophobic cavity of the CD limits the access of water
molecules and, thus, decreases the hydrolysis rate,

3.6. Dissolution study of Mcl/RAMEBSCD complex

One of the aims of this work was to develop an
oral form of Mel using the formation of an inclusion

Table 3

complex with RAMEBCD, Therefore, the dissolution
profile was a key pharmaceutical parameter to investi-
gate. Fig. 10 illustrates the dissolution profile obtained
with pure Mel and Mel/RAMEBCD. Since the inher-
ent solubility of melarsoprol was too low to respect
sink conditions in an aqueous solution. the dissolution
study was performed in a mixture of phosphate buffer
0.1 M. pH 7.4 (70ml) and propylene glycol (30 ml).
Even in these conditions. which strongly favor the dis-
solution of the dirug alone, the dissolution rate of the
complex was significantly higher than this of the free
Mel. The respective dissolution parameters are pre-
sented in Table 4. As compared to free Mel, a very rapid
and total dissolution of the complex was observed. The
dissolution efficiency after 10 min DE;g was 24.6 £2.0
for the free drug and 96.7 & 2.5 for the included diug

Pseudo-order degradation rate constants and corresponding half-life values for free melarsoprol (Mel) and complexed with methyl B-cyclodextrin
(Mel/RAMERCD) at three different temperatures (mean £S.E.; n=3)

T(°C) Mel Mel/RAMEBCD

(s (h~h) T1a (h) K (1) T2 ()
25 0.017 £ 0.009 65.1 £ 208 0.007 £0.001 1115 4+ 202"
37 0.023+£0.006 335475 0.012 £0.005 875+ 405
60 0.37840.080 20403 0.133 0044 56409

" P<0.05 (-test)
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Fig. 10. Dussolution profile of free melarsoprol (=) and complexed
with methyl B-cyclodextrin (®) in a 7:3 mixture of 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4) and propylene glycol at 37°C (mean£ SD..n=3).

Table 4

Dissolution parameters of free melarsoprol (Mel) and com-
plexed with methyl B-cyclodextrin (Mel'RAMEACD) at 37°C
(mean£ S.D., n=3)

Solubility parameter Mel Mel'/RAMEBCD
Dissolution efficiency (%)
DEjo 246420 96.7£2.5"
DEsp 423440 987415
Dissolution (%)
DPgo 60.3+6.1 98.649.6"
DPj3g 703447 99.246.1"
DPeao 853421 99.7482"

The solubility parameters DE and DP are defined in the experimental
section
" P<0.001 vs. free Mel (r-test),

Table 5
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(P <0.0001). The dissolution was total for the complex
after 60 min whereas only 60.3 & 6.1% of the free Mel
was dissolved, These results demonstrate that the sol-
ubility properties of Mel are dramatically improved by
its complexation with RAMEBCD.

3.7, In vitro extotoxicity of Me/RAMESCD on
K362 and U937 cell lines

The growth inhibition of cells exposed to
Mel/RAMEBCD was similar to that of free Mel as
estimated by the trypan blue dye exclusion method
(Table 5). However, the mortality rates after 2 days
exposure to Mel/RAMEBCD were less than those
obtained with free Mel (TMso=20.87 uM versus
5.2540.38 uM: P<0.01). but became equivalent in
the third day of incubation. In U937 cell line, the
growth inhibition was slightly reduced at 7+72h
(3.16 £ 0.07 pM versus 2.40 £+ 0.02 uM; P <0.01), but
was not different for K562 cells. Similar values were
obtained using the neutral red dye test to assess the
viability (data not shown).

These results could be explained by the protec-
tion of Mel from hydrolysis by its complexation and
the consequent slower transformation to melarsenox-
ide, formed by simple hydrolysis, which represents the
active metabolite of melarsoprol (Cristau and Placidi,
1972: Cristau et al., 1972). Melarsenoxide was syn-
thesized by Friedheim in 1939, used for several years
(Friedheim. 1948) and then abandoned because of
its toxicity. Recently, Keiser et al. (2000) showed
that melarsenoxide undergoes fusther transformation
into one or more active compounds that still contain
the arsenic moiety. However, the toxicity of melarso-
prol has not been differentiated from the toxicity of
melarsenoxide and is probably considerably less active.
Indeed, the mechanism of the covalent binding and

Cytotoxicity parameters of free melarsoprol (Mel) and complexed with methyl -cyclodextrin (Mel/RAMEBCD) on human cancer cell line

U-037 and K562 (Trypan blue exclusion method: mean £ S.D. n=3)

Cytotoxicity parameter Mel Mel'RAMERCD

48h 72h 48h 72h
ICsq (1M) 20940.08 240+002 238 +£044 316007
MCsg (uM) 5254038 425016 17.89 + 4.84" 4454058

IC<o: concentration inducing half-maximal inlubition; MCso: concentration inducing half-maximal mortality.

* P<0.01 vs, free melarsoprol (Mel).
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the reactive groups of the proteins are unknown but
the formation of a Schiff base with the parasitic try-
panothione (Fairlamb. 1990) was proposed as well as
the formation of covalent links with cysteinyl residues
of proteins (Van Schaftingen et al., 1987). However,
after 3 days of incubation, most of Mel was totally
hydrolyzed to melarsenoxide, which explains why the
cytotoxicity difference became insignificant, Neverthe-
less, our results suggest that the complexation of Mel
by RAMEBCD or HPBCD do not impair its pharma-
cological activity.

4. Conclusion

Our results demonstrate that the very poorly soluble
diug melarsoprol forms 1:1 inclusion complexes with
BCD and its derivatives, especially RAMEBCD and
HPBCD. The solubilization enhancement factor by
BCD is limited but could be multiplied by a factor
of about 7.2 x 10* using RAMEBCD and HPBCD.
The stability constants determined by the solubility
method and the UV spectrophotometer are high and
in good agreement for both methods, suggesting that
inclusion was the essential mode of complexation.
Their values are also closely related for both CDs
suggesting a similar inclusion process. This solubility
enhancement is interesting especially with the low-
toxic derivative HPRCD and could be considered in a
possible development of a suitable aqueous-based i.v.
formulation.

When compared to the pure drug, the dissolution
profile of the Mel/RAMEBCD complex is dramati-
cally improved, which proved its suitability to develop
an oral form, 'H-NMR experiments in solution
also confinmed the formation of the complexes and
demonstrated an insertion of the rrans isomer of Mel
with its dithiaarsane extremity into the wide rim of the
CD cavity. This geometry might explain the increased
resistance of Mel to hydrolysis in its complexed form.
However, as demonstrated by in vitro experiments on
a model of human cancer cell lines. the cytotoxic effi-
cacy of the drug is not modified by the complexation.
Fusther works are in progress to study the oral bioavail-
ability of Mel/RAMERCD on animal models and to
assess the expected improvement of local tolerability
of a potential newly HPBCD-based i.v. form of this
drug.
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II. Etude pharmacocinétique
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Travail expérimental

Chapitre I : Etude de la pharmacocinétique du mélarsoprol et d’arsthinol chez la souris

Comme nous I’avons vu dans la partie bibliographique, peu de travaux ont été réalisés
sur la distribution tissulaire du mélarsoprol. Seuls les travaux de Gherardi et coll. semblent
montrer que ce médicament trypanocide a une affinité particuliére pour les organes lipophiles
et notamment pour la moelle épiniere.

Nous devons également souligner que les concentrations cérébrales n’ont jamais été
évaluées précisément et souvent assimilées aux concentrations dans le liquide céphalo-
rachidien.

La deuxiéme partie de notre travail expérimental a donc eu pour objectif d’étudier la
pharmacocinétique du mélarsoprol. Nous allons tout d’abord commencer par évaluer les
concentrations de ce principe actif dans le cerveau (principal site de toxicité) et dans la moelle
osseuse (site en lien avec l’activité antileucémique). Nous avons donc réalisé une étude
pharmacocinétique compléte chez la souris, aprés injection IV du mélarsoprol ou d’arsthinol.
Ce dernier est utilisé a titre comparatif, compte tenu de sa bonne activité antileucémique in

vitro et sa meilleure tolérance in vivo.
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Résumé de la publication n°2

Lors de cette étude, nous avons déterminé le taux en arsenic dans chaque organe de
souris (sang, foie, moelle osseuse et cerveau) aprés administration intraveineuse du
mélarsoprol (0,056 mmol/kg) et de I’arsthinol (0,2 mmol/kg).

L’administration intraveineuse & des souris, du mélarsoprol et de ’arsthinol permet
d’obtenir des concentrations élevées en arsenic dans la moelle osseuse, jusqu’a 35,2 pmol
d’As/g de moelle/ pmol de mélarsoprol/g poids corporel. En effet, les taux en arsenic obtenus
dans cet organe hématopoiétique sont nettement plus élevés que ceux trouvés dans les autres
organes. Ces taux dépendent essentiellement de la lipophilie du principe actif injecté :
I’arsthinol étant plus hydrophile s’est moins accumulé dans la moelle osseuse que le
mélarsoprol. Cette exposition importante de la moelle osseuse a I’arsenic pourrait étre un
point positif dans le traitement des leucémies réfractaires bien que I’efficacité cytotoxique ne
semble pas étre enticrement liée a la concentration en arsenic.

Dans le cerveau, les taux en arsenic se sont révélés moins élevés que ceux obtenus
dans la moelle osseuse. Toutefois, les concentrations restent importantes et peuvent confirmer

la toxicité des dithiaarsanes sur le systéme nerveux central.

Aprés injection IV des deux principes actifs, ils disparaissent rapidement du
compartiment sanguin et restent détectables par Chromatographie Liquide & Haute
Performance jusqu’a 15 min seulement. A I’inverse, 1’arsenic reste détectable pendant 20 h.
De nombreux métabolites arséniés fixés ou non aux protéines plasmatiques sont présents dans

le plasma.

A partir de la courbe des concentrations totales en arsenic dans le sang en fonction du
temps, nous avons pu estimer la fixation aux protéines plasmatiques de 1’arsthinol ou de ses
métabolites a 74 %. La fixation du mélarsoprol aux protéines plasmatiques étant déja connue

est ~79 % (cf. étude bibliographique, chapitre I, paragraphe 4.3).
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La distribution de I’arsenic dans le foie montre deux pics, le premier étant observé
vers 30 min apres injection du mélarsoprol et d’arsthinol et le second vers S h et 15 h
respectivement. Ce comportement peut étre expliqué par recyclage entéro-hépatique des
conjugués des deux composés dont I’élimination est essentiellement biliaire. De plus, le
premier passage hépatique du mélarsoprol (plus lipophile) est plus important que celui de

’arsthinol (plus hydrophile).

Enfin, ce travail compléte les études in vitro qui avaient été réalisées sur 'activité
antileucémiques de ces composés et nous permet de comprendre les différences de toxicité
cérébrale qui a €t¢ observée (Gibaud et coll., 2006). Cette étude devra étre complétée par une

étude de métabolisme plus approfondie.
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Publication n°2: Pharmacokinetics and tissue distribution of the antileukaemic

organoarsenicals arsthinol and melarsoprol in mice
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(Mise en ligne le 24 octobre 2006)

89



- g

Available online at www.sciencedirect.com
“=.” ScienceDirect

Journal of Organometallic Chemistry 692 (2007) 1348 1352

ournal
7 mtallic
Chemfstry

www.clsevier.com/locatefjorganchem

Pharmacokinetics and tissue distribution of the antileukaemic
organoarsenicals arsthinol and melarsoprol in mice

Siham Ben Zirar, Stéphane Gibaud *, Alexandra Camut, Alain Astier

Laboratoire de Pharmacie Clinique
Université Henrt Poincaré

EA 3452 Mise en forme of évaluation de matéviaux d'intérét binlogique,
Nancy Université, 5, rue Albert Lebrun, 54000 Nancy, France

Reccived § September 2006; reccived in revised form 17 October 2006; necepted 17 October 2006
Availuble online 24 October 2006

Abstract

Melarsoprol and arsthinol have been shown to be effective on various leukaemia cell lines. Nevertheless, the tissue distribution of
these compounds remains a key point since the bone marrow is considered as the site of action and the central nervous system as the
site of the main toxicity. In this study, we have determined the exposure of cach organ (blood, liver, bone marrow and brain) to arsenic.
irrespectively of the exact nature of arsenic species contained by the organ.

In the bone marrow, arsenic concentrations were very high, especially that of melarsoprol. However, the lower ability of arsthinol to
concentrate in the bone murrow could be compensated by its higher antileukaemic activity.

The brain concentrations were high, although lower than in the bone marrow; this fact is in very good accordance with the observa-
tion that the brain is mainly involved in the acute toxicity of trivalent organoarsenicals.

@ 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywaords: Arsthinol: Mclarsoprol; Arsenic: Pharmacokinetics: Leukaemia

1. Introduction

Beside their well-known toxic effects, organic and inor-
ganic arsenical compounds, that are found in nature [1.2]
or synthesized, exhibit important biological activities. In
particular, arsenic trioxide is used as an antileukaemic drug
[3] and the organic derivative melarsoprol (Fig. 1a) is still
used as a typanocide [4,5]. Morcover, melarsoprol has been
shown Lo be very effective on various leukaemia cell lines
but its human use has been hampered by severe encepha-

lopathy [4,5]. Recently, we synthesized new derivatives of

(2-phenyl-[1.3.2]dithiarsolan-4-yl)-methanol which c¢xhib-
ited an increased cytotoxic activity on U937 and K562
human cell lines, as compared to AsaO3 and melarsoprol
[6]. The tissue distribution of these compounds remains a
key point since the bone marrow is considered as the site
ol action and the central nervous system (CNS) as the site

* Corresponding author. Tel.: =33 3 83 68 23 10; fax; +33 3 83 6821 07.
E-mail address: stephane gibaud@ipharma.uhp-nancy fr (8. Gibuud).

0022-328XIS - sce front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016j jorganchem 2006.10.034

of the main toxicity. Arsthinol (Fig. Ib). also known as
Balarsen®, was first time synthesized more than S0 years
ago [7). and it has been shown to have amocbicidal [8]
and bactericidal [9,10] activities. Morcover, we have previ-
ously demonstrated that this drug exhibited also an antil-
cukaemic activity with a best therapeutic index than
arsenic trioxide and melarsoprol, as estimated by the ratio
LD g/1Cs5 [6]. Thus, this promising compound was chosen
for Turther experiments and this work has compared the
blood kineties and the tissue distribution of’ melarsoprol
and arsthinol in the liver, bone marrow and brain, alter
IV injection to mouse.

2. Results and discussion

The non-transformed compounds were detected by
HPLC only during the first minutes aller injection. This
proves to be due to a rapid hydrolysis of the dithiarsolanes
into the corresponding arsenoxides [11,12]. As it was previ-
ously shown for melarsoprol by Keiseretal. [11,13], the halr
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a CH, OH b  CH,OH
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\As/ \As-/
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x\r
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NH,

Fig. 1. Chemical structure of melarsoprol (4) and arsthinol (b).

life of the dithiarsolane derivative arsthinol is very short
(about 5 min; Fig. 2, inset), while the arsenic concentrations
remain high since detectable levels were observed until 20 h
alter administration (Fig. 2). The total arsenic concentra-
tion curve showed a typical bi-exponential shape corre-
sponding to a two-compartment open model described by
the equation € = A x ¢™87 | B x ¢~ [14]. Thus, consider-
ing the sensitivity ol the dithiarsolane ring to hydrolysis
leading to the corresponding arsenoxide which avidly bind
to sullhydryl-rich proteins, it was supposed that this second
compartment was due to the binding of hydrolyzed arsthi-
nol by plasma proteins, Consequently, the derived pharma-
cokinetics parameters allow us to estimate this protein
binding a1 74% using the formula A/(A = B). Finally, the
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Fig. 2. Blood totul arsenic concentritions versus time profiles after
injection of ursthinol (0.2 pmol/kg; [1). Insert: Concentrution ol arsthinol
alter injection (obtained by HPLC). Concentrations were normalized by
the injected dose. Symbols represent the means + SEM of throe mice.
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observed binding percentage obtained by in vitro experi-
ments was very similar (77.6 4+ 1.6%). confirming the
hypothesis.

The total exposure ol organs to arsenic lollowing
administration ol melarsoprol and arsthinol was estimated
by the respective arca under the concentration-time curves
(AUCorgans). In order to compare the distribution of both
compounds, the total arsenic concentrations (in pmol/g
of Iresh tissue) were normalized by the amount of drug
administered (in pmolfg ol body weight). The normalized
AUConmns Was calculated by the trapezoidal rule and used
as exposure index (EI) of cach organ to arsenic, irrespec-
tively of the exact nature ol arsenic species contained by
the organ. Thus, the El could be considered as representa-
tive of the organ/body partition ratio for arsenic [15].

Melarsoprol is known Lo be rapidly excreted in bile, espe-
cially as diglutathione and glucuronide conjugates [16]. As
shown in Fig. 3, an initial peak was observed in the liver
at 30 min after administration of melarsoprol or arsthinol,
However, retarded peaks were also observed at 5h and
15 h. For melarsoprol, this secondary peak was higher
(1.17 £ 0.13 umol/g per pmol/g of melarsoprol) than the
initial peak (0.74 & 0.13 pmol/g per pmol/g of melarso-
prol). Moreover, the curves fit well with the model deseribed
by Wajima et al. [17] where the transfer from the bile com-
partment to the central compartment occurs periodically,
and a sine function can be used to represent these periodical
changes (ky, % sin(2n (1 = ¢)/m)). Thus, this behavior could
be explained by an entero-hepatic recycling of the conju-
gates. A similar pattern, albeit less pronounced, was
observed for arsthinol. The total liver exposure was higher
alter administration of melarsoprol than alter administra-

oe |-

04 |

Total As
{pumolig liver per umolig body weigth of drug)

0 10 20 30 40 50 60
Time (hours)

Fig 3. Liver total arsenic concentrations versus lime profiles alter
injection of melarsoprol (0.056 pmol/g, O) or arsthinol (0.2 pmol/g: [1).
Concentrations were normalized by the injocted dose. Symbols represent
the means + SEM of three mice,
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Table |
Accumuliution of total As in several organs after 1V administration of
arsthinol and melursoprol to mice

Organ Exposure index

Mdursoprol Arsthinol
Blood ND 1.49 +0.26
Liver 10.68 + 2.90 3176 +0.19
Brain 24.07 + 6.20 6.79 +1.42
Bone marrow T57.44 + 151 44 51.35+£9.17

Isotoxic doses (LDg/2) were injected (melursoprol: 0.056 ymol/g body
weight; ursthinol: 0.2 pmolfg body weight). The normulized AUC,
expressed in pmol/g organ per pmol/g body weight of administered drug.
h., was used as the exposure index to arsenic of each organ. Results are
expressed us means -+ SE (v = 3).

B
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Total As

(pwmoelig bone marrow per ymol/g body weigth of drug)
3
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-
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..
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Fig. 4. Bone murrow total ursenic concentrations versus time profiles after
injection of melarsoprol (0.056 pmol/g: O) or arsthinol (0.2 pmol/g: ).
Concentrations were normalized by the injected dose. Symbols represent
the means + SEM of three mice.

tion of arsthinol (EI — 10.68 + 2,90 vs 3.76 = (.19, respec-
tively: Table 1). These facts suggest a stronger hepatic
first-pass elleet Tor the lipophilic melarsoprol than lor the
more hydrophilic arsthinol. It could be also postulated that
the metabolites or conjugates secreted by the bile were not
hydrolyzed and returned to the liver by the portal route
without reaching the systemic circulation.

The concentration pattern of arsenic in the lipophilic
organs (i.c. bone marrow and brain; Figs. 4 and 5) cxhib-
ited a more complex pattern.

In the bone marrow and after injection of arsthinol, the
maximal concentration was obtained 1 h after injection fol-
lowed by a rapid decrease whereas the pharmacokinetics ol
melarsoprol showed a progressive increase of As concen-
trations which peak at 8 h (Gua — 35.2 + 3.4 pmol/g of
bone marrow per pmol/g of administered melarsoprol)

4
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Fig. 5. Bruin total arsenic concentrutions versus time profiles after
injection of mekirsoprol (0.056 pmol/g: O) or arsthinol (0.2 ymol/g: ).
Inset: Non-normalized profiles showing identical brain exposure at
isotoxic doses of both compounds. Symbols represent the means + SEM
of throe mice.

and a more prolonged climination since the As level at
48 h remained high. The exposure index was very high
for both compounds as compared 1o liver, especially that
of melarsoprol (754.44 + 15144 vs 51.35+9.17; p<
0.001. Fig. 4). This lact is of a crucial importance to explain
the excellent activity of As' organic derivatives against
leukaemia cells located into the bone marrow. However,
the lower ability of arsthinol than melarsoprol to accumu-
late into bone marrow could be compensated by its higher
antileukaemic activity, as we demonstrated on two human
cancer cells lines [6]. Actually, the total arsenic level into
bone marrow does not entirely refleet the antileukacmic
activity of the organoarsenicals.

In the brain, the maximum arsenic peak was obtained
after 1 h, both for arsthinol and melarsoprol. As lor liver
and bone marrow, a higher accumulation was observed
Tor melarsoprol than for arsthinol (El — 24.07 4 6.20 vs
6.79 4+ 142, respectively: p < 0.001, Fig. 5). However,
when the As levels were expressed in absolute amounts
without normalization and considering that isotoxic
doses were administered  (i.e. hall of the respective
LDsp). the distribution patterns were quite identical
(Fig. § inset: El: 1.34 £ 0.60 for melarsoprol vs 1.37 +
0.49 Tor arsthinol; NS). This fact is in very good accor-
dance with the observation that the brain is mainly
involved in the acute toxicity ol trivalent organoarseni-
cals characterized by a major encephalopathy [18,19].
Thus, the modest brain exposure alter arsthinol adminis-
tration could explain its lower acule toxicity as compared
1o melarsoprol.
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Fig. 6. Typical synthesis pathway for (2-phenyl-{1.3.2 dithiarsolan-4-yl)-methanol derivatives.

Finally, these results demonstrate that bone marrow is
more exposed 1o arsenic than the others organs, especially
for melarsoprol.

3. Conclusion

This work is a first step to understand the differences of
antilcukaemic activity and brain toxicity between several
(2-phenyl[ 1,2, 3)dithiarsolan-4-yl)methanol derivatives. Both
melarsoprol and arsthinol lead to very high arsenic levels in
the bone marrow. depending of their relative lipophilicity.
This strong exposure could be a positive point for a better
treatment of refractory leukacmias albeit the antitumor
elficacy seems not entirely explained by the bone marrow
arsenic content. However, the acute toxicity appears better
correlated with the brain arsenic levels. Nevertheless, more
complete metabolic studies are required, especially for
arsthinol that exhibits onc of the most favorable activity/
toxicity ratio.

4. Experimental

4.1. Synthesis of (2-phenyl-{1,3.2 Jdithiarsolan-4-yl ) -
methanol devivatives

The synthesis of (2-phenyl-[ 1.3 2)dithiarsolan-4-yl)-meth-
anol derivatives was performed following the method previ-
ously described (Fig. 6) [6).

4.2. Animal experimentation

The isotoxic injected dose (L.e. LD4o/2) was 0.2 mmol/kg
for arsthinol and 0.056 mmol/kg for melarsoprol (volume
of 0.01 ml/g). These poorly soluble compounds had to be
dissolved in a mixture of DMSO/propylene glycol/0.9%
NaCl(33/33/33. v/v/v).

Groups of three mice (Female CDI; 20 22 g; Charles
Rivers Laboratories, France) were used. At cach time point
after injection in the caudal vein {5 min, 30 min, 1 h, Sh,
8h, 18h, 24 h and 48 h), blood samples (0.5 1 ml) were
collected into heparinized tubes by cardiae puncture under
anesthesia (halothane). Al sera were frozen at - 20 °C until
analysis.

Tissue samples (i.c. liver, brain and femurs) were also
coltected. The bone marrow was extracted from femurs
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with a syringe (1 ml) of NaCl 0.9%. Then, tissue samples
were weighted and stored at - 20 °C until analysis.

4.3, Arsenic determination

4.3.1. Quantification of wrsenic in the tissues

The tissue concentrations of arsenic were determined
using a colorimetric method {20} afier digestion with nitric
acid (MNQ;; 65%) and hydrogen peroxide (HyO,: 3%). In
brief, cach tissue or blood sample was weighted and placed
in a digestion tube with 5 ml of HNQO4(65%) and 5 ml of
H,0, (3%). The tubes were heated with a digester appara-
tus DK-20 (Velp Scientifica), by slowly increasing the tem-
perature from 100 °C to 200 °C. The clear solution was
cvaporaled to dryness, the residue was taken up with
10 ml of HC1{2 N} and introduced into an arsine generator
apparatus. The reaction was initiated by zinc powder after
reduction to As™ with tin chloride (SnCly; 40%) and potas-
sium iodide (KE 15%). After 30 min, the pentavalent
arsenic (AsY) was completely reduced 1o arsine (Asl;)
and the gas bubbled through a solution of the silver salt
of dicthyldithiocarbamate in pyridine. The absorbance of
the brown complex was measurcd at 525 nm. A calibration
curve was obtained with increasing amounts of arsenic
(As705. 0 10 pg).

4.3.2. Analysis by HPLC

In the sera, the arsthinol concentrations were also deter-
mincd by HPLC using a CC'250/4.6 Nucleosil 100-53 (18
Column. The mobile phase was a mixture of acetonitrile/
acctic acid 0.6% (55/45), the flow rate was 1 ml/min and
the wavelength was 254 nm. Proteins were precipitated by
2 vol of cold acctonitrile. After centrifugation {3000 rpm,
5 min), 20 ul of the supernatant was then injected into
the chromatographic system.

4.4. Protein binding study

A solution of bovine serum albumin (BSA. MW: 66,000;
60 uM) was prepared, as well as a solution of arsthinol
{10 puMy) in a mixture of phosphate bufler (0.1 M. pH 7.4)
and propylence glycol (80:20). Both solutions were mixed
gently at a ratio of 1:1 and incubated at 37 °C. Samples
were taken up after 1. 2, 4, 8 and 10 min. Finally, the pre-
cipitation of proteins and the quantification of arsthinol
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were performied by HPLC at 254 nm as  previously
deseribed. Protein binding assays were performed  in
triplicate.

4.5. Statistics

Data were analyzed by s-test with p = 0,05 as the level of

significance.
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Chapitre Il : Comparaison de la pharmacocinétigue des nouvelles formulations

oaléniques du mélarsoprol

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons vu que les nanoparticules & base de
polycaprolactone ou & base d’acide polylactique n’étaient pas assez chargées en mélarsoprol
pour envisager des expériences chez 1’animal. Ce taux d’encapsulation faible se traduit par sa
faible solubilité dans I’eau. De plus, et au cours des expériences préliminaires de solubilité,
ce principe actif était trées peu solubles dans plusieurs huiles (benzylbenzoate,
triéthylcitrate...). Donc, nous n’avons pas réussi a développer des nanocapsules chargées de
mélarsoprol (résultats non présentés). Dans I’objectif d’une vectorisation médullaire, il était
raisonnable a ce stade de développer une autre forme galénique comme les nanosuspensions.
Ces dernieres étant les plus utilisées pour des principes actifs a la fois peu solubles dans I’eau
et dans les solvants, et peuvent étre utilisées pour un ciblage du Systéme des Phagocytes

Mononuclées; SPM (foie, rate et molle osseuse).

Les nanosuspensions chargées de mélarsoprol sont alors développées et comparces
au complexe avec I’HPB-CD, préalablement mis en évidence, de point de vue de la
distribution tissulaire chez la souris. Toutefois, il reste & prouver une réelle vectorisation de

principe actif par ces nouvelles formulations.
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Résumé de la publication n°3

Ce travail est consacré a 1’étude de la pharmacocinétique et la distribution tissulaire
du mélarsoprol injecté sous forme de complexe (HPB-CD/Mel) et sous forme de

nanosuspensions (Ns/Mel) chez la souris.

Deux polyméres tensioactifs ont été utilisés pour la mise au point des
nanosuspensions, le poloxamer 188 et le poloxamer 407, pour tester 1’hypothése d’une
vectorisation médullaire favorisée par le poloxamer 407. L’efficacité de ces nanosuspensions
a d’abord été prouvée in vitro. L’étude in vivo a été réalisée en injectant les différentes
formulations a des souris femelles CDI1 (dose injectée=15 mg/kg en As). Les résultats de cette
étude montrent que les nanosuspensions a base de poloxamer 188 (taille= 239 nm) et de
poloxamer 407 (taille= 175 nm) sont respectivement 9 a 5 fois plus concentrées dans le foie
par rapport au Mel libre, confirmant ainsi une forte capture par le SPM. Toutefois, dans la
moelle osseuse, les concentrations obtenues apres injection de ces formulations restent
comparables a celles obtenues aprés injection du Mel libre, confirmant une absence de ciblage
médullaire. L’avantage considérable qu’elles pourraient apporter est en lien avec la
concentration que nous avons mesurée au niveau du cerveau. Ce résultat était lié a une
toxicité aigue plus faible de ces nanosuspensions par rapport a celle qui avait été mesurée

apres injection du mélarsoprol en solution organique (DLsp=0,25 mmol/kg vs 0,11 mmol/kg).

Apres injection de Mel/HPB-CD, les paramétres pharmacocinétiques du Mel sont
significativement modifiés et les concentrations en arsenic se sont montrées généralement
plus élevées dans le cas du complexe. Ce résultat peut étre utilisé pour appuyer I’hypothése
mise auparavant. En effet, les cyclodextrines sont considérées comme vecteurs qui sont
capables de mieux présenter les principes actifs aux membranes biologiques. Contrairement a
la forme libre du Mel (solution dans les solvants), nous avons suspecté une précipitation de
cette solution injectée dans le compartiment sanguin, limitant ainsi la distribution de ce
principe actif. Dans cette partie d’expérience, nous avons étudié également I’influence de
PPHPB-CD sur la fixation du Mel aux protéines plasmatiques. Ainsi, une compétition entre la
cyclodextrine étudice et les protéines plasmatiques pour fixer le Mel a été mise en évidence

par la technique d’ultrafiltration.
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Enfin, les deux formulations sont aqueuses et possedent des avantages
complémentaires par rapport a la formulation commercialisée du Mel. Ce dernier jusqu’a
présent a été toujours administré sous forme de solution a 3,6 % de propyléne glycol,
provoquant des douleurs intenses chez les trypanosomés. D’autre part, L’administration de la
formulation des nanosuspensions de Mel pourrait limiter 1’accés au systéme nerveux central et
donc de diminuer la toxicité de ce composé organoarsénié a visée antileucémique. Tandis que
I’utilisation du complexe Mel/HPB-CD pourrait étre une approche pour concentrer ce
composé trypanocide dans le cerveau, pour le traitement de la trypanosomiase africaine

(indication thérapeutique actuelle).
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Publication n°3: Comparison of nanosuspensions and hydroxypropyl-f3-

cyclodextrin _complex of melarsoprol: pharmacokinetics and tissue distribution

in mice.

(Soumise le 3 juillet 2007 dans European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics)

Siham Ben Zirar, Alain Astier, Marc Muchow, Stéphane Gibaud

Laboratoire de Pharmacie Clinique - EA 3452 “Mise en forme et évaluation de matériaux d’intérét

biologique” - Nancy Université - 5, rue Albert Lebrun - 54000 Nancy - France
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Abstract

Melarsoprol is the main treatment of the late-stage sleeping sickness and its activity on refractory
leukemias has led to a renew of interest. Nevertheless, this compound has to be dissolved in propylene
glycol to give the only commercially available solution (Arsobal®, Sanofi Aventis). This formulation
exhibits a local intolerability (severe pains, burns and necrosis) after iv injection. Moreover, the
treatment is hampered by severe arsenical encephalopathies that limit its use. Until now, it is the only
organic solvent with a good solubility level and proposed to be used intravenously.

The aim of this work was to develop aqueous formulations (nanosuspensions and cyclodextrin-
inclusion complexes), better tolerated and with improved distribution characteristics. The
concentrations in the organs have been assessed on a mouse model and special emphasis has been put
on the bone marrow and in the brain.

The hydroxypropyl--cyclodextrin was found to concentrate in the brain, making this formulation
suitable for the treatment of late stage cerebral African trypanosomiasis. On the contrary,
nanosuspensions can lower the cerebral concentration and maintain high bone marrow concentrations

appropriate for the treatment of leukemias.
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1. Introduction

Human African Trypanosomiasis is a slowly progressing fatal disease. In the late stage, the central
nervous system is invaded by the parasites, leading, if untreated, to lethal neurological complications
[1]. Patients are often treated by melarsoprol (Mel B), which is the only drug commonly available that
crosses the blood-brain barrier. The treatment is long and complicated, and is hampered by severe
arsenical encephalopathies that limit its use [2]. This organoarsenical compound is also very poorly
soluble in water and was dissolved in propylene glycol in the only commercially available solution
(Arsobal®, Sanofi Aventis) that exhibits a local intolerability after i.v. injection (severe pains, burns
and necrosis). Until now, it is the only organic solvent with a good solubility level and occasionally
used intravenously [3].

In 1996, Mel B has also demonstrated an antileukaemic activity [4] on a variety of leukemia cell lines

" drugs. Recently, other dithiaarsanes (i.c.

[5] leading to a renew of interest for organoarsenical As
arsthinol), have also proved to be effective on K562 and U937 leukemia cell lines [6, 7]. Although
these compounds are very promising, the lack of solubility remains a major drawback for a final
development among modern antileukemic cancer protocols [8].

A lot of research has been going on during the last two decades to develop adequate drug delivery
systems for challenging drug candidates which belong to the classes II and IV of the
biopharmaceutical classification system [9]. These works gave birth to other techniques used to
resolve solubility problems associated with poorly soluble drugs [10]. Among them, cyclodextrins,
nanoparticles and nanosuspensions have probably attracted the major interest.

On the one hand, cyclodextrins are cyclic oligosaccharides produced from starch bioconversion and
have been extensively studied to improve the solubility of lipophilic drugs [11]. We have previously

shown that the solubility of melarsoprol was increased 7.2.10°-fold after complexation with randomly

methylated p-cyclodextrin (RAMEBCD) or hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) [12].
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Moreover, the complexation had a pronounced effect on the drug hydrolysis and the dissolution rate of
Mel B. However, cyclodextrins should not be considered as simple solubility enhancers, since the
formation of inclusion complex might also affect the pharmacokinetics of several drugs and thereby
therapeutic response [13-15].

On the other hand, nano-sized carriers (i.e. nanoparticles, nanocapsules, nanosuspensions,
nanoemulsions) can readily allow a targeting of the Reticulo-Endothelial System (RES) [16]. In the
treatment of leukemias by organoarsenic compounds, this can be considered as a double-advantage
since polymeric nanoparticles have been shown to target the bone marrow [17-19] and hardly diffuse
through the blood-brain barrier (BBB) [20] which could possibly limits the risk of encephalopathy.
Nevertheless, this could be a drawback in the treatment of the cercbral stage of African
trypanosomiasis.

In this work, we try to investigate whether cyclodextrins and nanosuspensions can modify the
pharmacokinetics of Mel B. Special emphasis has been put on the bone marrow and on the brain,
respectively responsible for the antileukemic activity and for the trypanocidal activity on the cerebral

stage of African trypanosomiasis.

101



Travail expérimental

2. Materials and methods

2.1, Materials

Melarsoprol (Mel B) was synthesized according to the method described by Friedheim [7, 21, 22]. The
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD, 4.4 hydroxyl units per anhydroglucose unit) was purchased

from Sigma-Aldrich (St Quentin, France). All other chemicals were of analytical grade.

2.2. HPLC assays for melarsoprol determination

Determination of Mel B was carried out by the high performance liquid chromatography (HPLC).
Fifty ul sample was injected onto a C18 column (Nucleosil® AB, 5 pm, 0.46 x 25 cm, Macherey-
Nagel, Eckbolsheim, France) using an autosampler (WISP 712, Waters). The mobile phase was a
mixture of acetonitrile and 0.6 % acetic acid in water (45/55, v/v) at a flow rate of 1 ml/min (Spectra
Physics P1000XR, Thermo Electron S.A., France). Detection was performed by UV
spectrophotometry at 286 nm (Spectra Physics, UV 100). In these analytical conditions, the retention

time for Mel B was about 4 min.

2.3. Nanosuspensions preparation

In order to produce the nanosuspensions, the method proposed by Miiller et al. [23] was applied.
Briefly, melarsoprol powder (0.1 to 1%) was dispersed in an aqueous solution containing 1 or 2 %
Pluronic F-68% (poloxamer 188) or Pluronic F-127® (poloxamer 407) and 0.5 % mannitol by using an
Ultra Turrax stirrer T25® (Janke and Kunkel, IKA®-Labortechnik) for 1 min at 9500 rpm. The
resulting pre-dispersion was then homogenized by an Avestin EmulsiFlex-B3 (B3) (Avestin, Canada):
2 cycles at 2. 10* KPa and 2 cycles at 5. 10* KPa were applied as pre-milling. Then, 15 to 30 cycles at
15. 10" KPa were added to obtain nanosuspensions. As these nanosuspensions were intended for
intravenous administration, there was a need to verify and exclude all particles larger than 5 pm by
centrifugation (1000 x g for 10 min). Thus, the pellet was discarded and the nanosuspensions (NS-Mel
B) were freeze dried for conservation.
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2.4. Size determination

Particle size analysis was performed by photon correlation spectroscopy (PCS; Malvern Zeta master
ZEMS5000, Malvern instruments, UK). This analysis yields the mean diameter (z-average, measuring
range: 20-1000 nm) and a polydispersity index (PI) as measure for the extent of the distribution.
Additionally, laser diffractometry (LD) was used to detect the larger particles in NS-Mel B
formulations (Zetasizer 3000 HS,, Malvern instruments, UK). The diameters were calculated using the

volume size distribution.

2.5. Preparation of the Mel BHPACD complex

The melarsoprol/hydroxypropyl-p-cyclodextrin complex (Mel B/HPBCD) was prepared and assessed
as previously described [12]. Mel B (I mmol) was incubated during 14 h in an aqueous solution (8 ml)
of HPBCD (2 mmol) under magnetic stirring. Subsequently, the solution was filtered through a

0.22 um filter and freeze-dried.

2.6. Plasma protein binding

Mel B or Mel B/HPBCD (0.1 mg/ml) was incubated in mouse plasma under magnetic stirring (23 and
37°C). The protein binding was assessed after ultrafiltration using a Solvent-Resistant Stirred Cell
(Millipore) and a cellulose membrane (Sartorius, 10,000 Da). The free drug concentrations were
determined in the ultrafiltrate by HPLC.

The effect of HPBCD on the plasma binding was also assessed by adding Mel B (0.1 mg/ml) in mouse

plasma and increasing amounts of HPBCD (1 ; 2 ; 5 and 10 mg/ml).
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2.7. In vitro antileukemic activity (K562 and U937 cell lines)

The cytotoxic activity of each formulation was estimated using K562 erythroleukemia and U937
myelomonocytic leukemia cell lines. Briefly, exponential growing cells were seeded into a 96-well
plate at a final density of 4.10%/well using different concentrations of Mel B (0.01 uMto 1 mM). Cells
were incubated for 2 or 3 days at 37 °C in a humidified 5% CO, atmosphere. Cell viabilities were

determined using the classical MTT test [24].

2.8. Animal studies

Animals use procedures studies were in accordance with the recommendations of the EEC
(86/609/CEE) and French National Committee (décret 86/848) for the care and use of laboratories
animals.

Mel B was dissolved in a mixture of propylene glycol, sodium chloride and DMSO (33:33:33; v/v/v)
and Mel B/HPBCD was dissolved in a solution of sodium chloride (0.9%). These intravenous
formulations were freshly prepared and injected in the caudal vein to mice, (female CD1, 24-28 g,

Charles River Laboratories, France).

2.8.1. Determination of LDsg

To determine the lethal dose (LDsg) of Mel B, Mel B/HPBCD and NS-Mel B, seven groups of five
mice (female CD1, Charles River, Saint Germain sur I’ Arbresle), were housed in cages and observed
throughout the quarantine-period experiments. Animals were injected intravenously using doses
ranging from 0.042 to 0.45mmol/kg and the mortality was assessed at the 96" hour after injecting

0.25 ml of the respective formulation.
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2.8.2. Pharmacokinetics studies

Groups of three CD1 female mice were used. Mel B, Mel B/HPBCD and NS-Mel B were given as a

single bolus at a dose of 15 mg/kg expressed in Mel B (0.25 ml). At scheduled time-points (0.5, 30
min, 1, 5, 8, 18, 24 and 48h), heparinized blood samples were collected from anaesthetized mice via
cardiac puncture. Liver, kidneys and brain were removed, weighted and stored at — 20°C until

analysis. Bone marrow was flushed from femur shafts with NaCl 0.9 %.

2.9. Quantification of arsenic in the tissues

The tissue concentrations of arsenic were determined using a colorimetric method [25] after digestion
with nitric acid (HNO;; 65 %) and hydrogen peroxide (H,O,; 3 %). In brief, each tissue or blood
sample was weighted and placed in a digestion tube with 5 ml of HNO; (65 %) and 5 ml of H,0,
(3%). The tubes were heated with a digester apparatus DK-20 (Velp Scientifica), by slowly increasing
the temperature from 100°C to 200°C. The clear solution was then evaporated to dryness, the residue
was taken up with 10 ml of HCI (2N) and introduced into an arsine generator apparatus (European

" with tin chloride

Pharmacopeia). The reaction was initiated by zinc powder after reduction to As
(SnCly; 40 %) and potassium iodide (KI; 15 %). After 30 min, the pentavalent arsenic (As") was
completely reduced to arsine (AsH;) and the gas bubbled through a solution of silver salt of
diethyldithiocarbamate in pyridine (0,5 g/100 ml). The absorbance of the brown complex was
measured at 525 nm (Cary-50 spectrophotometer, Varian). A calibration curve was obtained with
increasing amounts of arsenic (As;O3 0-10 pg). Results were expressed as weight of total arsenic per

gram of fresh tissue + SD. The Mann and Whitney test was used, at the level of p < 0.05, to compare

assay groups.
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2.10. Data analysis

Arsenic concentration plasma and organs profiles were analyzed with Kaleidagraph 4.0 (Synergy
software). The total areas under concentration-time curves (AUC) were obtained from integrated
areas. The pharmacokinetics parameters including clearance, terminal elimination half-life t1/2 (B),

constant of elimination and volume of distribution were calculated subsequently.
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3. Results and discussion

The pharmacokinetics of Mel B has been first studied by Cristau et al. [26] on rodent models. These
authors have verified by quantitative determination of arsenic in bile, the hypothesis previously expressed
about the privilege bilary elimination of some organoarsenic drugs: melarsoprol and melarsonyl. More
recently, Brun and Burri have demonstrated that the elimination in human serum was biphasic, with a
pronounced beta 1 phase [27]. The mean terminal elimination half-life of Mel B was about 35 h, the
volume of distribution was about 100 [ and the total clearance was about 50 ml/min.

We have previously demonstrated that non transformed Mel B is detected by HPLC only during the first
minutes after injection [28]. This behaviour is due to a rapid hydrolysis of the dithiarsolane into the
melarsen oxide [29, 30]. Subsequently, in the trypanosoma, melarsen oxide forms a stable adduct with the
trypanothione [31], leading to a competitive inhibition of the flavoprotein trypanothione reductase [32] in
the glycolysis pathways. Besides, the antileukemic activity is mainly due to the fixation of arsenic
metabolites on numerous proteins, especially apoptosis proteins [33]. The plasmatic binding of melarsoprol
was first studied by Keiser et al. [29] and a total serum protein binding of 79% was found.

Overall, Mel B is very lipophilic (log P= 2.53) and its accumulation in the nervous system has been
attested. Indeed, very high concentrations of arsenic were found in the spinal cord, contrasting with
undetectable levels in peripheral nerves in a patient who died after melarsoprol overdose [34]. In our
experiments, the brain concentrations (Cy.x = 7.0 ng/g of brain, Fig. 1b) were higher than that of the liver
(Ciax = 2,9 pg/g of liver, Fig. 1¢). Nevertheless, the major affinity has to be attributed to the bone marrow

(Ciax= 132 ng/g of bone marrow, Fig. 1a).
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Fig.1 — Changes of concentration of melarsoprol (Mel B) as a function of time following i.v.
administration of 15 mg/kg (expressed in Mel) of Mel B (-X-), Mel B/HPBCD (-0-), Ns-Mel B
(poloxamer 188; -0-) and Ns-Mel B (poloxamer 407; -e-). Each data point represents the mean + SD
of the concentrations of total arsenic contained in the organs of three mice, as expressed in ug/g of

fresh tissue: a) bone marrow, b) brain, ¢) liver, d) kidney
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Nanosuspensions of Mel B were obtained using the milling technique, adapted from R.H. Miiller [23].
In our conditions, no further decrease of size was obtained after 30 cycles at 15. 10° KPa (size ranging
from 324 to 663 nm; Table 1). The sizes of the particles prepared with poloxamer 188 increased
significantly as a function of the Mel B concentrations. Selected batches (poloxamer 188 - 1 % /
Mel B - 0.2 % and poloxamer 407 - 1% / Mel B - 1%) gave respectively 324 and 427 nm. After
lyophilisation the size was reduced to 175 - 239 nm.

In vitro, as compared with Mel B, the significant albeit slight reduction of cytotoxicity after 48 h-
exposure of K562 cell line to NS-Mel B could be explained by a slow release of Mel B in the
incubation medium, leading to a delayed formation of the active metabolite, melarsenoxide (Table 2).
However, after 72 h-incubation, the ICsy were not different for K562 cells but remained higher for
U937 cells despite both cell lines responded similarly to free Mel B. Therefore, these contradictory
behaviors between both cell lines remain to be more deeply investigated.

In vivo, the ability of solid particles to reach specific tissue sites is severely limited by rapid clearance
from the circulation by phagocytic cells of the RES. Indeed, as previously described, nanoparticles
were rapidly cleared from the blood stream after intravenous administration and were concentrated
mainly in the RES [16]. Moreover, nanosuspensions of clofazimine have shown a tendency to
accumulate to higher concentrations in the liver than the corresponding liposomal formulation [35].
The figure 1c shows that the concentrations observed after injection of NS-Mel B were 5 to 9-fold

higher than after injection of the free drug, confirming the liver targeting.
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Sizes of various formulations of nanosuspensions prepared with poloxamer 188 or poloxamer

407
Mel B Sizes (nm)
concentration Poloxamer 188 -1% Poloxamer 188 - 2% Poloxamer 407 - 1%
0.1% 380 £ 42 nm 337+ 38 nm ND
0.2% 427 £ 45 nm 447 £ 56 nm 329+ 9 nm
0.5% 648 + 174 nm 663 + 129 nm ND
1% 564 + 182 nm 560 + 32 nm 324 nm + 88
Table 2

Cytotoxicity parameters of free melarsoprol (Mel B), melarsoprol nanosuspensions (NS-Mel

B) and a melarsoprol-cyclodextrin inclusion complex (Mel B/HPBCD) on human cancer cell

lines K562 and U937 (MTT method, mean + S.D. n=3)

Mel B NS-Mel B Mel B/HPRCD

48 h 72h 48 h 72h 48 h 72h
ICso (UM) K562  2.24 £ 0,08 2.65 +0,05 334+£0,33* 2.73+0,13 166+ 1.2 * 93+12*
1Cso (UM) U937 2.09 + 0,08 2.40 +£0,02 2.72 +0,40 3.33+0,89 * 11.6+£3.0*% 89+72%

* P <0.01 vs. free melarsoprol (Mel B)
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It has been previously shown that colloidal particulates (150 nm and below in diameter) could be
redirected specifically to the bone marrow by coating their surface with the block co-polymer poloxamer
407 [36]. Among three different commercially available batches of poloxamer 407, only one was found to
be capable of directing polystyrene particles (60 - 150 nm) to sinus wall [37]. This homing process is
apparently exclusive to rabbit, as bone marrow targeting cannot be demonstrated in other species such as
mice.

The arsenic concentrations observed in the bone marrow after injection of the free drug were very high
(Ciax =132 pg/g; bone marrow Fig. 1a). The figure la shows that, after injection of nanosuspensions, the
maximum concentration (C,,,,) of arsenic was reached after about 1 h. Surprisingly enough, the C,.x of
NS-Mel B was similar to that of the free drug in solution. Hence, no improvement in bone marrow
targeting was obtained by the use of nanosuspensions.

The size of our smallest nanosuspension formulations ranged from 175 to 239 nm (after lyophilisation),
slightly beyond the limit proposed by Potter et al. to redirect nanoparticles towards the bone marrow with a
rabbit model. Nevertheless, nanoparticles sizing about 200 nm have been shown to concentrate
significantly in the mouse bone marrow [19].

Due to their too large size (> 50 nm) nanoparticulate systems are known to be unable to diffuse through the
blood-brain barrier. Nevertheless, polysorbate 80-coated polyisobutylcyanoacrylate nanoparticles were
successfully used for the in vivo administration of drugs targeted to the brain [38]. As the mechanism of
action, it was first hypothesized that the polysorbate-coated nanoparticles were transported across the BBB
via endocytosis by the brain capillary endothelial cells [39]. An alternative explanation was in favor of a

nanoparticle-induced nonspecific permeabilization [40].
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The chemical structure of the overcoating surfactant is of paramount importance, because only
polysorbates, not poloxamers (184, 188, 388 or 407), poloxamine 908, cremophors (EZ or RH) or
polyoxyethylene (23)-laurylether, led to a CNS pharmacological effect of dalargin [41]. The figure 1b
shows that, after injection of NS-Mel B, the brain concentrations were 3 to 5-fold lower than after
injection of the solution. These results confirm the assumption that poloxamers do not target the brain. As
generally observed for colloidal systems [42], NS-Mel B less accumulates in the kidney and the
concentrations remain low (Fig. 1d).

The lower concentrations in the brain were well correlated with a lower acute toxicity (i.e. higher LDy;
0.25 mmol/kg), as compared to Mel B (i.e. lower LDy, ; 0.11 mmol/kg), confirming that the major cause of

animal deaths is due to the arsenical encephalopathy.

Cyclodextrins-melarsoprol inclusion complexes have been previously developed in our laboratory to
obtain an aqueous solution of melarsoprol, more convenient in clinical use [12]. Both methyl-3-
cyclodextrin (Mel B'RAMEBCD) and hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Mel B/HPBCD) have exhibited very
good apparent stabilities (50 761 = 5 070 M and 57 143 £ 4 425 M respectively) and the solubility
enhancement factor was about 7.2 x 10°. In this previous work, we demonstrated that complexation of
Mel B by RAMEBCD did not impaired its cytotoxic properties [12]. In this study, the in vitro activity of
cyclodextrin-melarsoprol inclusion complexes was confirmed with Mel B/HP3CD. The slight reduction of
activity was explained by the protection of Mel B from hydrolysis by its complexation and the consequent

slower transformation in its active metabolite, melarsenoxide.
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The formation of a drug-cyclodextrin inclusion complex may affect the drug-protein interactions [43] and
consequently its pharmacokinetics. In this study, the influence of the cyclodextrin on the protein binding
was first evaluated by incubating Mel B or Mel B/HPBCD in mouse plasma (Table 3) at 23°C and 37°C.
The temperature was proved to increase the protein binding. This observation has been attributed to the
acceleration of two simultaneously occurring processes. The first is the dissociation of the complex and the
second process is the hydrolysis of the Mel B. The freed reactive group (As=0) of melarsenoxide can,
afterwards, bind the protein sulfhydryl groups. The competition between the HPBCD and the proteins to
bind the drug [14] was subsequently confirmed by adding increasing amounts of HPBCD in mouse plasma
with 0.1 mg/ml of Mel B (Table 4).

After injection of Mel/HPBCD, the pharmacokinetic parameters were significantly modified (Table 5) and
the concentrations in all the organs (Fig. 1) were higher than after injection of the free drug. This result
was similar to that described for flurbipropfen complexed with HPBCD [14]. The higher concentration in
the lipophilic tissues (i.e. brain and bone marrow) that we observed might seem illogical if HPBCD is
considered as a simple hydrophilic drug. In fact, as suggested by Frijlink et al., the cyclodextrins have to be
regarded as a drug carrier which are able to deliver the drug to biological membranes in a more efficient
way than the plasma proteins. Consequently, the tissues were described as a «sink» causing dissociation of
the complex based on simple mass action principle [44].

On the contrary, the free drug, dissolved in organic solvents, could be suspected to precipitate in the
bloodstream after injection by simple dilution process, causing thrombophlebilis and likely limiting contact
between the drug and the biological membranes. The use of cyclodextrins may be most relevant for poorly

soluble drug administered at a site where dilution is not sufficient to avoid a precipitation.
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Table 3
Protein binding of melarsoprol (Mel B) after 30 min and 5 h of incubation of Mel B and Mel

B/HPBCD in mouse plasma

Mel B Mel B/HPBCD
30 min Sh 30 min Sh
23°C 72% 82% 61% 78%
37°C 81% 92% 75% 89%

Table 4
Effect of hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) on the plasma protein binding of

melarsoprol (Mel B) - Melarsoprol total concentration : 0.1 mg/ml - Mean values (n = 3)

HPBCD concentrations
Unbound fraction of Mel B

(mg/ml)
- 32%
1 50 %
2 60 %
5 63 %
10 63 %
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Finally and as a consequence of the pharmacokinetic behaviour, the acute toxicity of the Mel/HPBCD,
strongly related to its cerebral toxicity, is higher (LDs = 0.056 mmol/kg) than that of the free drug (LDx =

0.11 mmol/kg). Nevertheless, this could be considered as a positive point for late stage trypanosomiasis

treatments.
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4. Conclusion

Both formulation are aqueous and thus, suitable for clinical use. The pains and necrosis occurring after
i.v. injection of Arsobal®, mostly related to the propylene glycol, should be suppressed by using
improved, non-solvent containing formulations such as nanosuspensions or cyclodextrin-inclusion
complexes.

Additionally, our result demonstrate that both aqueous formulations of Mel B can have
complementary albeit opposed advantages. The administration of nanosuspension formulation of Mel
B could limit access to the central nervous system, and thus, decrease the acute toxicity of this
organoarsenical compound. On the opposite, the administration of cyclodextrin complexes of Mel B
could concentrate the drug in the brain.

Therefore, it could be proposed to use Mel B/HPBCD, as a better tolerated and optimized treatment of
the cercbral African trypanosomiasis whereas NS-Mel B could be more adapted for the treatment of
refractory leukemias. This latter indication could be extended to other cancer disease, since
melarsoprol is known to be efficient on numerous cell lines [45]. Unfortunately, until now, its use has
been limited by its cerebral toxicity. Works are planned in our laboratory to compare the efficacy and

the tolerance of NS-Mel B vs free Mel B on tumors-bearing animals.
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Le mélarsoprol, médicament antiparasitaire préconisé dans le traitement de la
trypanosomiase africaine, présente une lipophilie extrémement importante. Cette propriété
physico-chimique favorise ainsi la distribution de ce principe actif dans les tissus riches en
lipides, et donc son passage a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) conduisant au
plus redoutable effet secondaire; I’encéphalopathie arsenicale. Ce traitement peut entrainer 5 a
10 % d’encéphalopathie (Martindale) dont 1 & 5 % d’entre elles provoquent une mortalité
(Burri et coll., 1993). Son administration intraveineuse requiert sa solubilisation dans du
propyléne glycol qui provoque des nécroses au site d’injection entrainant des douleurs
intenses pour le patient. Cependant, il reste encore le seul médicament comme traitement de
référence du stade cérébral de la maladie du sommeil (Bouteille et coll., 2003). En traitement
alternatif, le DFMO (eflornithine) s’est montré efficace et a suscité beaucoup d’espoirs dans
les années 1980 (Kennedy, 2006). Toutefois, en 1999, cette molécule a été abandonnée par le
groupe Aventis qui évoquait sa non-rentabilité. A la suite de nombreux témoignages de
‘Médecins Sans Fronti¢res’ qui tendaient & présenter 1’eflornithine comme « médicament
miracle », ’OMS a signé avec Aventis un accord pour relancer la production. Les travaux qui
suivirent ont montré que [’eflornithine pouvait effectivement traiter efficacement les
trypanosomiases a Trypanosoma brucei gambiense d’Afrique de 1’Ouest. A I’inverse, en
Afrique de I'Est, Trypanosoma brucei rhodesiense se montre souvent résistante et le
mélarsoprol reste actuellement le traitement de choix (Clerinx, 1998). Aucune réelle
alternative thérapeutique n’a donc permis d’abandonner totalement le mélarsoprol mais de
nombreux travaux sont toutefois en cours afin d’améliorer les traitements actuels. 1.’absence
de trypanocide idéal et peu toxique a conduit plusieurs équipes a étudier les possibilités
d’accroitre le passage a travers la BHE pour les médicaments existants (Kennedy, 2006). Cet
objectif doit bien slr étre relativisé dans le cas du mélarsoprol compte tenu des risques

d’encéphalopathie.

Parallélement, ce principe actif s’est montré efficace sur les leucémies et le myélome
multiple (Rivi et coll., 1996, Konig et coll., 1997; Rousselot et coll., 1999). Son utilisation
dans cette thérapeutique est prometteuse mais reste freinée par ses effets secondaires

importants.
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Quelque soit I’indication, le mélarsoprol nécessite donc une optimisation

pharmacocinétique que nous avons tenté de réaliser par des méthodes galéniques :

Dans le cas du traitement trypanocide

Une formulation aqueuse qui cible le systéme nerveux central ne peut s’envisager que
pour réduire les doses injectées et éviter les risques de veinites et de nécroses. Comme nous
I’avons déja vu dans I’étude bibliographique, les solutions & base de cyclodextrines (CD)
peuvent étre envisageables dans cet objectif. En effet, Brewster et coll. (1997) ont mis en
évidence I’augmentation de la teneur de la zidovudine dans le cerveau, aprés administration
parentérale sous forme de solution aqueuse de CD. De plus, la fréquence de la douleur et la
thrombophlébite au site d’injection ainsi que d’autres effets secondaires sont
significativement réduits chez des patients traités par 1’etomidate (principe actif lipophile)
sous forme de solution de CD (Doenicke et coll., 1994).

Donc, une formulation de mélarsoprol a base de CD ne pourrait que réduire les
douleurs provoquées au site d’injection et les doses administrées puisque cette nouvelle forme
galénique permettrait une meilleure disponibilité. Toutefois, nous serons limités par la toxicité
nerveuse du médicament; une nouvelle posologie et un nouveau protocole de traitement

devraient &tre mis en place.

Dans le cas des traitements antileucémiques

Les formes nanoparticulaires (nanoparticules, nanosuspensions) pourraient présenter
un double avantage :
- Elles sont abondamment captées par la moelle osseuse, un des organes du SPM, riche
en macrophages (Gibaud, 1997; Miiller et coll., 2001)
- Elles passent difficilement la BHE et pourraient permettre de diminuer les risques
d’encéphalopathie, si elles possedent des propriétés de surface qui empécheraient la
fixation des composants sanguins reconnus par les récepteurs cérébraux (Olivier et

coll., 1999).
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La mise au point et I’évaluation de ces différentes formulations constituent I’objectif
de cette these. Nous présentons d’abord les formulations galéniques qui ont été mises au
point : les nanoparticules polymériques et les nanosuspensions, ainsi que les complexes avec
les cyclodextrines. Ensuite, nous discuterons les études pharmacocinétiques que nous avons

réalisées ainsi que les innovations cliniques qui pourraient étre réalisées a la suite de ce

travail.
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1. Mise au point de systémes nanoparticulaires polymériques

Les premiers essais qui avaient ¢té réalisés pour mettre au point des nanoparticules de
mélarsoprol, ont commencé en 1999 (Goisnard, 1999). Ce travail avait pour objectif de
mettre au point des nanoparticules a base de poly (isohexylcyanoacrylate) et chargées en

mélarsoprol. Ce dernier s’est avéré relativement difficile a encapsuler.

Nous avons essayé dans un premier temps de réaliser des nanoparticules a base
d’autres polyméres comme la polycaprolactone (PCL) et I’acide polylactique (PLA) (cf.
chapitre 1 de la premiére partie expérimentale). A la suite de ce travail, nous avons obtenu
¢galement des taux de fixation faibles. La solubilité des composés lipophiles dans différents
polyméres a ét¢ étudiée par Layre et coll. (2005). Ces auteurs ont attribué la faible
encapsulation a la diffusion importante de ces principes actifs dans le milieu de dispersion
lors de la préparation des nanoparticules. La solubilité dans les polymeres utilisés ne peut pas
a elle scule renseigner sur le taux d’encapsulation. Ce travail a plutét mis 1’accent sur
I’importance de !’affinité du polymere vis-a-vis du principe actif. Une meilleure affinité¢ du
polymére et une faible solubilit¢ dans le milieu de dispersion permettrait une meilleure
encapsulation du principe actif peu soluble. Dans notre cas, le résultat obtenu peut étre
expliqué par une faible affinité du mélarsoprol vis-a-vis de la PCL et du PLA et une diffusion
massive vers la phase externe du mélange acétone-eau. La formation de cristaux lors de

I’évaporation de I’acétone confirme la faible fixation du mélarsoprol par le polymére.

Paralléelement, la réalisation de nanocapsules a été également étudiée. La faible
solubilit¢ du mélarsoprol dans différentes huiles a été révélée lors des expériences
préliminaires de solubilité. Toutefois, le mélarsoprol s’est montré particuliérement soluble
dans le DMSO (> 200 mg/ml) et les essais de fabrication des nanocapsules ont été réalisés
avec des mélanges de DMSO et d’huile (ex: benzoate de benzyle). Méme ces essais n’ont pas
permis d’encapsuler suffisamment le mélarsoprol (TE ~1 %), sans doute par une fuite du
DMSO dans le milieu aqueux entrainant avec lui le mélarsoprol préalablement soluble (Hapca,

2002).
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Enfin, la mise au point des nanoparticules polymériques du mélarsoprol est restée
limitée par sa faible solubilité dans les huiles utilisées d’une part, et par sa faible affinité vis-
a-vis des polyméres testés d’autre part. Une alternative prometteuse pour la formulation de ce

principe actif serait la mise au point des nanosuspensions.

2. Mise au point des nanosuspensions

Des nanosuspensions de mélarsoprol ont été réalisées selon la technique de Miiller et
coll. (1998). Elles présentent, comme nous I’avons détaillé dans la partie bibliographique,
deux avantages majeurs : elles peuvent étre préparées a partir de principes actifs peu solubles
a la fois dans I’eau et dans les solvants organiques (Miiller et coll., 2001), et leur préparation
est relativement simple (Miiller et coll., 1998). Elles peuvent étre produites par deux
techniques (cf. étude bibliographique, chapitre II, paragraphe 2). Nous avons choisi la
méthode ‘Disso Cubes’ qui a été brevetée par R.H. Miiller et mise en ceuvre a ’aide d’un

EmulsiFlex” de type B3 présenté dans la figure 17.
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FIG. 17 — Image de I’appareil EmulsiFlex” - B3 (Avestin, Inc. Canada).
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L’objectif de notre travail était de cibler la moelle osseuse avec des systémes
nanoparticulaires. Ce ciblage ne peut étre obtenu qu’en modifiant les caractéristiques de
surface ou la stabilité des vecteurs. En effet, les vecteurs passifs ne pouvant accéder a la
moelle osseuse en quantité suffisante compte tenu de la capture hépatique et splénique (60 a
90 % de capture par le foie et 2 a 20 % par la rate). L’obtention de temps de rémanence
sanguine élevé pourrait favoriser une biodistribution médullaire. Les travaux d’Illum et Davis
(1987) ont montré que la présence de poloxamers a la surface des particules réduisait leur
capture hépatique. Si de nombreux travaux ont été réalisés pour limiter la capture des
liposomes ou des nanoparticules polymériques par le Systéme Réticulo-Endothélial SRE
(greffage de polyéthyléne glycol, polysaccharides, acide sialique,...), les possibilités de
modifier les caractéristiques de surface des nanosuspensions sont beaucoup plus limitées. En
effet, aucun greffage covalent ne peut étre envisagé & la surface de particules constituées
exclusivement du principe actif. Toutefois, [utilisation de différents tensioactifs (poloxamers,
poloxamines,...) lors de la préparation permet d’envisager un recouvrement de la surface par

ces polymeres selon leur affinité (Miiller et coll., 2001).

La modification de la taille des nanoparticules nous laisse également envisager un
ciblage médullaire. En effet, il existe une valeur seuil semblant correspondre & une taille de
’ordre de 100 nm (Jani et coll., 1990). En dessous de cette taille, le vecteur est peu opsonisé;
il demeure dans le compartiment sanguin et est redistribué au niveau tissulaire pour des tailles
de ’ordre de 50 nm. De plus, Moghimi et coll. (1990) ont montré que des tailles au dessous
de 100 nm pourraient favoriser une capture médullaire, sauf chez le lapin. Au dessus de la
valeur seuil, le vecteur est majoritairement capturé par le premier organe du SPM (le foie).
Cependant, des nanoparticules de poly (alkylcyanoacrylate) de taille d’environ 200 nm se sont

retrouvées dans la moelle osseuse (Gibaud et coll., 1994).
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Au cours de la mise au point des nanosuspensions de mélarsoprol, nous n’avons pas
pu obtenir des tailles inférieures a 175 nm sachant que nous avons optimisé les conditions de
préparation au préalable (pression d’homogénéisation, nombre de cycles appliqués, type et
teneur en tensioactif, teneur en principe actif). Avec des nanosuspensions de poloxamer 188
(taille=239 nm), nous avons envisagé de réduire la distribution au niveau du cerveau en
favorisant la capture par le SRE. Avec des nanosuspensions de poloxamer 407, le résultat
attendu est beaucoup plus intéressant puisque ce type de polymeére s’est révélé étre plus

efficace en terme de spécificité médullaire (Porter et coll., 1992b; Storm et coll., 1995).

* Efficacité des nanosuspensions de mélarsoprol (Ns/Mel) in vitro

La cytotoxicit¢ du Mel sous forme de Ns/Mel vis-a-vis des cellules leucémiques
humaines (K562 et U937) a été conservée. Toutefois, nous avons noté une faible réduction de
I’activité dans les deux premiers jours d’incubation avec des cellules K562. Cela peut étre
expliqué par une lente transformation du mélarsoprol en ses métabolites actifs (ex : oxyde de
mélarséne) suite & une faible libération dans le milieu d’incubation. La cytotoxicité importante

mesurée a 72 h montre que le principe actif est en grande partie libéré au bout de 3 jours.

3. La mise au point des complexes

Depuis les travaux de Friedheim en 1952 (Friedheim, 1952), le seul solvant utilisé¢ en
thérapeutique pour 1’administration du mélarsoprol est le propyléne glycol. Ce solvant
provoque une douleur importante au moment de 1’injection et entraine de nombreuses
veinites. De plus, nous suspectons une précipitation du principe actif aprés injection
intraveineuse comme cela a ét¢ démontré pour plusieurs principes actifs peu solubles
(Brewster et coll., 1995). La mise au point d’une forme soluble aqueuse et indolore est
souhaitée par de nombreux praticiens. La caractérisation des complexes Mel/RAMEB-CD et

Mel/HPB-CD a été réalisée selon des techniques courantes :
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e [’étude de la ‘solubilité de phase’ réalisée selon la méthode d’Higuchi et Connors
(courbe de type Ap avec un coefficient directeur < 1) était en faveur d’un complexe
équimoléculaire (1:1) et a montré une amélioration considérable de la solubilité, d’un
facteur égal 4 7,2. 10° pour les deux types de cyclodextrines.

e La stecechiométrie (1:1) a été confirmée en phase aqueuse par spectrophotométrie UV
(Job’s plot).

e La constante de stabilité (K;.)) a été¢ déterminée par titration selon la méthode décrite
par Benesi et Hildebrand.

e Enfin, I’étude du spectre 'H-RMN a permis de montrer précisément ’insertion du
mélarsoprol dans la cavité au niveau du cycle aromatique central et d’une partie du

cycle dithiarsolane.

Sur le plan pharmacologique, il a ét¢ montré que le complexe permettrait de protéger le site
d’hydrolyse de la molécule augmentant ainsi sa stabilité et conservant son activité

antileucémique.

a. Etude de la stabilité du Mel sous forme de complexe Mel/RAMEB-CD

La formation de complexe d’inclusion entre le Mel et la RAMEB-CD a montré un
effet protecteur sur le Mel. D’autres travaux se sont intéressés a la stabilité du Mel et ont
montré que ce composé n’est pas stable et doit étre conservé a sec a — 70°C (Ericsson et coll.,
1997). Le processus de dégradation se fait essentiellement par hydrolyse par ouverture du
cycle dithiarsolane pour donner des arsénoxydes (Berger et Fairlamb, 1994; Loiseau et coll.,
2000).

Dans notre étude, la dégradation du Mel s’est révélée significativement faible quand
ce compose est inclus dans la RAMEB-CD, puisque la demi-vie de la stabilité a doublé dans
la solution du complexe. A partir de ces résultats, nous pouvons conclure a I’effet protecteur
de la CD contre la dégradation du Mel et confirmer la géométriec du complexe qui a été
déterminée par les expériences RMN. Ainsi, le Mel est inclus dans la cavité de la RAMER-
CD par une partie de son cycle dithiarsolane limitant ainsi sa dégradation par hydrolyse en

arsénoxydes.
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b. Etude de activité antileucémique du Mel sous forme de complexe Mel/RAMEB-CD
Nous avons obtenu une inhibition de la croissance des cellules leucémiques (K562 et
U937) exposées au complexe Mel/RAMEB-CD similaire a celle qui avait été¢ obtenue en
présence du Mel seul. Cependant, le taux de mortalit¢ de ces cellules aprés deux jours
d’exposition était plus faible. Ces résultats peuvent étre expliqués par une protection du Mel
par la CD utilisée. Ainsi, le Mel est libéré lentement dans le milieu d’incubation. Cette
protection entraine un ralentissement de sa transformation en métabolites actifs qui se forment
par simple hydrolyse du Mel (Cristau et Placidi, 1972; Cristau et coll., 1972). Keiser et coll.
(2000) ont montré que 1’oxyde de mélarséne (principal métabolite du Mel) peut se former a
partir d’un ou de plusieurs composés arséniés. Enfin, notre étude nous a permis de conclure a

I’efficacité et I’opérabilité de la complexation.

4. L’étude pharmacocinétique

Apres injection intraveineuse, un principe actif se distribue dans ’organisme en
fonction de ses caractéristiques physico-chimiques (log P, pKa, masse moléculaire,...). Les
médicaments hydrosolubles séjournent préférentiellement en phase aqueuse alors que les
médicaments liposolubles peuvent diffuser plus facilement d’un compartiment a 1’autre et étre
stockés de maniére prolongée dans des secteurs constituant un compartiment profond tel que
la masse adipeuse. D’autres facteurs, comme la fixation aux protéines plasmatiques, peuvent
également influencer significativement la distribution des principes actifs. Le devenir d’un
principe actif apres injection intraveineuse dépend aussi des différents ingrédients de la
formulation. Certains travaux ont montré que des principes actifs trés peu solubles et injectés
par voie intraveineuse sous forme de solution non aqueuse (ex : propyléne glycol (PG))
peuvent précipiter immédiatement aprés injection. L’équipe de Doenicke a mis en évidence
une thrombophlébite au site d’injection chez des volontaires sains, aprés administration IV de

I’etomidate sous forme de solution dans le PG (35 %) (Doenicke et coll., 1994).
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Pour toutes les raisons citées ci-dessus, nous avons réalis¢ une étude
pharmacocinétique du mélarsoprol dans différentes formulations: solution organique
(DMSO/PG/NaCl) et solutions aqueuses & base de nanoparticules et de cyclodextrine. La
fixation aux protéines plasmatiques ainsi que la distribution tissulaire seront discutées pour
chaque formulation. Enfin, la pharmacocinétique du mélarsoprol sous forme de solution
organique a été comparée a celle de I’arsthinol, qui a I’avantage de présenter un meilleur

index thérapeutique (Gibaud et coll., 2006).

3.1. Pharmacocinétique du mélarsoprol en solution organique a base de

DMSO/PG/NaCl

La pharmacocinétique du mélarsoprol a d’abord été étudiée par Cristau et coll. dans
les années 1970 (Cristau et coll., 1972) et des études plus précises ont été réalisées au début
des années 1990. L’ensemble de ces travaux a permis d’estimer les taux sériques du
mélarsoprol ainsi que les concentrations au niveau du liquide céphalorachidien (LCR) chez
des patients atteints de trypanosomiase. L’élimination est biphasique avec une phase f
prononcée (tipp ~35 h). Généralement, peu de travaux ont été réalisés sur la distribution
tissulaire du mélarsoprol. Seule 1’étude de Gherardi et coll. qui a montré une affinité

particuliere pour la moelle épiniére (Gherardi et coll., 1990).

Dans nos travaux, la pharmacocinétique de 1’arsenic dans le cerveau apres injection
IV du mélarsoprol montre des concentrations assez élevées, avec une phase d’élimination
prolongée, confirmant les résultats des travaux précédents. Ainsi, une toxicité par
accumulation de ce principe actif dans le tissu cérébral peut étre prononcée. Plusieurs
hypothéses peuvent €tre émises a propos de son passage & travers la barri¢re hémato-
encéphalique (BHE) (figure 18). En effet, le mélarsoprol ayant une lipophilie extrémement
importante pourrait passer facilement a travers cette barriére. Le passage pourrait se faire soit
sous sa forme libre circulante, soit sous sa forme fixée aux protéines plasmatiques. Les
travaux de Keiser et Burri (2000) ont estimé une fixation protéique de mélarsoprol a 79 %.
Cette forme fixée pourrait passer la BHE par un mécanisme de transcytose généralement

emprunté par les protéines circulantes (ex: 1’albumine).
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D’apres les travaux de Bronner et coll. (1998), le mélarsoprol est en partie métabolisé
en arseénoxydes au bout de 15 min. Le principal métabolite, I’oxyde de mélarséne (Keiser et
coll., 2000) pourrait constituer une forme de passage a travers la BHE soit également sous
forme libre ou fixée aux protéines plasmatiques (72 % de fixation selon Keiser et Burri,
2000). Ce produit a été synthétisé par Friedheim en 1939 et fut utilisé pendant de nombreuses
années comme trypanocide. Mais, il a été abandonné a cause de sa toxicité. Certains auteurs
ont supposé que I’oxyde de mélarséne est plus toxique que le mélarsoprol (Bronner et coll.,
1998). A partir de ces travaux, nous pouvons également postuler que la toxicité cérébrale du
mélarsoprol pourrait étre due au passage d’oxyde de mélarséne a travers la BHE. Cette forme
serait majoritaire. Néanmoins, beaucoup de travaux doivent étre envisagés pour étudier le

métabolisme du mélarsoprol.

A. Voie B Voie C. Trancytose
paracellulaire trancellulaire
shtancy Mel ou Albumine ou autres
hydrosoluble métabolite protéines plasmatiques
%O O liposoluble »
— i = ek

- Jonction
sermé

Endothélium

Cerveau

Astrocyte

Astrocyte

FIG. 18 — Représentation schématique du passage a travers la BHE de substance hydrophile
par voie paracellulaire (A), de mélarsoprol (Mel) et/ou ses métabolites lipophiles par voie
transcellulaire (B) et de protéines plasmatiques qui peuvent se fixer au Mel et/ou aux

métabolites par transcytose (C).
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Lors de I’étude de la pharmacocinétique au niveau de la moelle osseuse, nous
supposons que le mélarsoprol passerait cette barriére sous forme métabolisée, puisque la
concentration maximale en arsenic est atteinte au bout de Sh. A cette durée, le mélarsoprol
serait transformé en totalité. Ainsi, nous ne pouvons pas avancer d’hypothése a propos du
mécanisme de passage des métabolites de mélarsoprol, sachant que nous manquons de

données nous renseignant sur leur nature.

3.2. Pharmacocinétique des systémes nanoparticulaires

La mise au point de nanoparticules polymériques permettant de cibler la moelle
osseuse était notre premier objectif. Le ciblage médullaire de ces formulations est déja bien
connu. Comme nous 1’avons expliqué dans la partie de la mise au point galénique, nous
n’avons pas réussi a réaliser des nanoparticules polymériques mais plutdt des
nanosuspensions. Toutefois, le ciblage médullaire des nanosuspensions a €té trés peu étudié.

Lors de notre étude, nous avons pu remarquer que les nanosuspensions de
mélarsoprol (Ns/Mel) sont beaucoup plus concentrées dans le foie que dans d’autres organes,
confirmant I’hypothése d’un ciblage vers le foie. Nous ne pouvons donc pas exclure la
limitation de la distribution de ces particules par la capture au niveau du SPM. Peters et coll.
(2000) ont observé que les nanosuspensions de clofazimine sont plus concentrées dans le foie
par rapport aux liposomes.

A Tl’inverse, nous ne pouvons démontrer la réalité d’un ciblage médullaire avec les
nanosuspensions de mélarsoprol puisque les concentrations médullaires étaient comparables a
celles de la forme libre du mélarsoprol. En effet, le poloxamer 407 connu pour faciliter le
passage des nanoparticules a travers la barri¢re hémato-médullaire, ne correspond pas ici au
lot utilisé auparavant (Porter et coll., 1992; Moghimi et coll., 2001). De plus, le modéle
animal sur lequel a été testé était différent du notre (le lapin).

Au niveau du cerveau, les nanosuspensions ont €t¢ moins concentrées confirmant
I’hypothése selon laquelle les poloxamers ne peuvent pas cibler le cerveau. En effet, les
polysorbates et non les poloxamers ont permis I’augmentation de I’effet pharmacologique de
dalargine au niveau du systéme nerveux central (Kreuter et coll.,, 1997). D’ailleurs, cela

explique notre choix.
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Pour éclairer ces résultats, plusieurs explications seront proposées :

Aprés injection intraveineuse de médicament sous forme de particules, ces vecteurs
généralement hydrophobes sont reconnus comme substances étrangéres et sont rapidement
¢liminés de la circulation sanguine par les macrophages du SPM. Ces particules, une fois dans
le compartiment sanguin, vont étre « décorées » d’une série de protéines dont certaines sont
les opsonines. Ces derniéres vont pouvoir guider les nanoparticules vers des récepteurs
spécifiques qui sont localisés a la surface des cellules de Kuppfer du foie (macrophages ayant
des récepteurs spécifiques qui reconnaissent des opsonines plasmatiques) et les macrophages
de la zone marginale de la rate. Aprés avoir interagi avec le récepteur macrophagique, les
vecteurs sont internalisés par la voie de 1’endocytose et ils finiront dans des lysosomes ou ils
pourront éventuellement étre dégradés par les enzymes lysosomiales (Couvreur et coll.,
1977). La composition biochimique et I’hydrophobicité de la surface des particules
déterminent son interaction avec les composants sanguins. En effet, 1’adsorption de
fibronectine a la surface des particules de Latex a partir de la solution de fibrinogéne et du
plasma humain frais a été notée par 1’équipe d’O’Mullane (O’Mullane et coll., 1988). La
modification de la surface de ces particules par un polymere hydrophile et non ionique
comme le poloxamer 338 (cf. tableau 7) qui s’adsorbe et couvre toute la surface hydrophobe,
aurait ainsi diminué I’adsorption de la fibronectine et donc I’interaction des particules avec le
SPM (Illum et Davis., 1984). En général, les surfaces hydrophiles montrent une faible
adsorption des protéines plasmatiques par rapport aux surfaces hydrophobes (Muller, 1991).
Cette adsorption protéique dépendrait de la nature du polymeére hydrophile & la surface des
particules (figure 19); ce qui explique dans notre cas une différence dans la distribution des
nanosuspensions recouvertes de poloxamer 188 et de poloxamer 407.

D’autres travaux indiquent que I’interaction entre les nanoparticules et le tissu ciblé
dépend essentiellement des propriétés de surface de ces formes galéniques et également de la
nature de tous les constituants de la surface, y compris le principe actif lui-méme (Olivier et
coll., 1999). Dans notre cas, les nanosuspensions du mélarsoprol recouvertes par le poloxamer
188 ou par le poloxamer 407 possederaient des propriétés de surface non spécifiques au

compartiment médullaire et de ce fait elles sont plus concentrées au niveau du foie.
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La quantité qui atteint la moelle osseuse étant insuffisante. Au niveau du cerveau, elles sont
moins concentrées. Cela est peut étre du a la capture massive par le foie ou a la présence de

poloxamers a la surface, ou les deux.

Protéine

i Capture SFM
® favonsée
/{’ adsorption des
Surfactant protétmss Capture SPM

plasmatiques réduite

adsorbé

=

nanosuspension

FIG.19 — Schéma de particule de nanosuspensions recouverte par le surfactant. L’adsorption
des protéines plasmatiques dans le sang est en fonction des propriétés de la couche de
surfactant a la surface de la particule (ex : charge, hydrophobicité). La capture par le SPM se

trouve favorisée ou non, selon la nature des protéines adsorbées (opsonines).

D’autres méthodes doivent étre envisagées pour déterminer la composition de la
surface en protéines adsorbées a partir de la circulation systémique (analyse des protéines par
¢lectrophorese sur gel) afin de comprendre les mécanismes de reconnaissance de ces

nanosuspensions par les récepteurs hépatiques, médullaires et cérébraux.
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3.3. Pharmacocinétique du mélarsoprol complexé a PHPB-CD

Les parameétres pharmacocinétiques du Mel sont significativement modifiés en
présence de I'HPB-CD. Les concentrations dans tous les organes sont également différentes et
généralement plus élevées aprés injection du complexe. Par ailleurs, des résultats similaires
ont été obtenus. En effet, 1’administration parentérale de flurbiproféne a des rats, sous forme
complexé avec ’HPB-CD ou dans une solution de plasma, a mis en évidence une différence
significative entre les deux formulations concernant la teneur du médicament dans les organes
(foie, cerveau, rate et reins) au bout des dix premiéres minutes (Frijlink et coll., 1991). Les
auteurs ont noté des teneurs plus élevées apres injection du médicament dans la solution de
cyclodextrine. Nous pourrions donc expliquer nos résultats par une amélioration de la
présentation du mélarsoprol aux membranes biologiques en présence de ’HPB-CD. 1l est en
effet bien démontré que I’effet pharmacologique d’un médicament aprés fixation sur son
récepteur au niveau des tissus extravasculaires dépend essentiellement de la fraction non liée
dans le plasma. De ce fait, L’HPBCD doit étre capable d’atteindre 1’endothélium vasculaire et
de libérer le principe actif dans I’espace interstitiel (Sideris et coll., 1994). La libération de
principe actif dépendrait de la constante de stabilit¢ du complexe et de la constante
d’association avec les protéines plasmatiques. En effet, d’autres travaux ont montré qu’apres
administration parentérale, la force majeure qui gouverne la dissociation de complexe a faible
constante de stabilité (~10° M™) semble étre essentiellement la dilution dans le compartiment
sanguin. Pour des molécules fortement lides (constante de stabilité de I’ordre de 10* M ou
plus), un déplacement compétitif par des substances endogénes, la fixation aux composants
plasmatiques et tissulaire et 1’élimination rapide de la cyclodextrine, peuvent contribuer a la
libération de 1’agent thérapeutique (Stella et coll., 1999). Ainsi, le mélarsoprol se libérerait de
la cavité¢ de I’HPB-CD en présence d’agent compétiteur (figure 20). Le nouveau complexe
ainsi formé devrait avoir une constante de stabilité (Ky) supérieure a celle du complexe
Mel/HPB-CD (Ki.; ~5.10* M™)). Une libération incompléte du médicament in vivo a partir de
la cavité de la CD peut étre critique pour I’effet pharmacologique puisque seulement la forme

non liée peut interagir avec le récepteur correspondant.
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FIG. 20 — Représentation schématique du passage du mélarsoprol (Mel) & travers la
membrane cellulaire, & partir de son complexe avec la cyclodextrine (CD), en présence d’un
agent compétiteur (ex : cholestérol). K4 : constante de dissociation du Mel/CD, Ka : constante

d’association du Mel/CD, Kst : constante de stabilité¢ du complexe agent compétiteur/CD.

L’étude in vitro de la fixation du mélarsoprol aux protéines plasmatiques en présence
de ’HPB-CD a été également réalisée. Les résultats témoignent que cette fixation devient de
plus en plus faible avec 1’augmentation de la concentration de I’HPB-CD. Cela pourrait étre
di a la compétition entre la molécule de cyclodextrine et les protéines plasmatiques pour
complexer le mélarsoprol. Frijlink et coll. ont étudié I’effet de cette CD sur la fixation aux
protéines plasmatiques de naproxéne et flurbiproféne in vitro et ont montré que cette fixation
diminue également avec I’augmentation de la concentration en cyclodextrine (Frijlink et coll.,

1991).
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A partir de la comparaison des résultats de la pharmacocinétique, nous avons suspecté

une précipitation de mélarsoprol dans le compartiment sanguin aprés injection de celui-ci sous

forme de solution organique (DMSO/PG/NaCl). Cela peut expliquer la différence

significative qui a pu étre mise en évidence entre cette formulation organique et les autres

formulations aqueuses, de point de vue de la distribution tissulaire. Une formulation de Mel a

base de cyclodextrine pourrait ainsi &tre utilement proposée comme alternative de la forme

commerciale.

34.

Pharmacocinétique de I’arsthinol

La détermination des concentrations de 1’arsenic dans différents organes aprés

administration intraveineuse de I’arsthinol, a montré que la distribution de ce principe actif

reste globalement comparable a celle du Mel avec quelques différences a préciser :

Au niveau du foie, les concentrations €levées de ’arsenic aprés injection du Mel par
rapport a celle trouvées dans le cas de ’arsthinol peuvent étre expliquées par le fait
que le premier passage hépatique du mélarsoprol; composé lipophile, serait plus
important que celui de 1’arsthinol; composé moins lipophile. Nous pouvons aussi
postuler ’hypothése selon laquelle des métabolites secrétés par la bile ne seraient pas
hydrolysés et pourraient retourner vers le foie sans atteindre la circulation systémique.
Ce phénomene serait beaucoup plus important dans le cas du Mel que dans le cas de
I”arsthinol.

Au niveau de la moelle osseuse, le taux de ’arsenic est également moins élevé apres
administration de I’arsthinol. Cette faible accumulation dans cet organe pourrait étre
compensée par I’activité antileucémique importante de ce composé.

Au niveau du cerveau, la concentration de 1’arsenic était faible par comparaison a celle
obtenue apres administration de Mel. Ceci est bien corrélé avec la faible toxicité de

’arsthinol précédemment démontrée (Gibaud et coll., 2006).
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L’arsthinol a été détecté par Chromatographie Liquide & Haute Performance dans le
sang, uniquement dans les premiéres minutes apres 1’injection. A I’inverse, les concentrations
de I’arsenic déterminées par la méthode colorimétrique détaillée dans la publication n°3,
restent élevées et détectables jusqu’a 20 h. Ce résultat rejoint celui de 1’étude menée par
Keiser et Burri (2000) qui a postulé une hydrolyse rapide des dithiarsolanes en leurs
arsenoxydes. La pharmacocinétique sanguine de 1’arsenic montre une forme bi-exponentielle
correspondant au modeéle a deux compartiments décrit par Burri et Keiser (2001). En effet, la
premiére partie de la courbe correspond & I’élimination de la fraction libre. La seconde phase

de la courbe correspondrait a I’élimination de la partie fixée aux protéines plasmatiques (74

%).
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Conclusion

Les travaux présentés dans ce document, s’inscrivent dans le cadre des recherches
menées sur l’optimisation galénique d’un antiparasitaire; le mélarsoprol, au sein du
laboratoire de pharmacie clinique & la facult¢ de pharmacie de Nancy. L’objectif de ces
travaux était de mettre au point des systémes nanoparticulaires pour des traitements a visée
antileucémique et également des solutions injectables pour le traitement trypanocide actuel.
Le but recherché par ces nouvelles formulations galéniques est d’améliorer 1’index
thérapeutique et la maniabilité de ce médicament ainsi que la qualité de vie des patients.

Sur le plan oncologique, il a été démontré par plusieurs recherches que le mélarsoprol
est efficace sur plusieurs types de leucémies et sur le myélome multiple dont le pronostic est
pessimiste (médiane de survie sous traitement est de 3 ans). Les résultats trés prometteurs ont
encouragé 1’ Assistance Publique des Hopitaux de Paris a lancer en 1998 un essai clinique qui
a malheureusement abouti a I’échec a cause de la sévere toxicité du médicament.

Pour toutes ces raisons, l’optimisation galénique du mélarsoprol est vivement

souhaitée en vue de réduire sa toxicité cérébrale et les douleurs provoquées par son injection.

La spécificité de notre démarche et apports essentiels :

Les potentialités thérapeutiques de ce travail sont particulierement intéressantes car
des modifications de la formulation galénique du mélarsoprol pourraient intéresser plusieurs

domaines de la thérapeutique.

Dans le domaine de la cancérologie, des nanosuspensions de mélarsoprol, bien
qu’aucune vectorisation médullaire ne soit assurée, permettraient de réduire sa concentration
au niveau cérébral et donc sa toxicité. En revanche, le ciblage au niveau de la moelle osseuse
pourrait étre favorisé par modification de la surface de ces particules en greffant notamment
des ligands spécifiques aux récepteurs médullaires. L’index thérapeutique du mélarsoprol

vectorisé a visée antileucémique en serait donc amélioré.

143



Conclusion

Dans le domaine de la parasitologie (trypanosomiase), les résultats obtenus
pourraient étre également intéressants. En effet, a partir d’une méthode de solubilisation et de
complexation avec les cyclodextrines, nous avons pu obtenir une formulation aqueuse de
mélarsoprol évitant ainsi I’utilisation de solvants non-aqueux. Cette solution qui n’induit pas
de douleur notable pour I’animal lors de I’injection contrairement au mélarsoprol commercial,
permettrait ainsi d’améliorer la tolérance et ’acceptabilité du traitement mais au prix d’une
toxicité neurologique centrale accrue du fait d’une plus forte diffusion cérébrale. Cependant,
ce point doit &tre relativisé du fait d’une possible réduction des doses compte tenu de la
meilleure disponibilité de la forme cyclodextrine. Toutefois, la marge thérapeutique du
mélarsoprol reste étroite et aucune étude de dose n’a été conduite permettant de définir un
schéma thérapeutique permettant [’éradication parasitaire avec minimisation des effets
toxiques. Des études expérimentales sur les modéles animaux infestés en utilisant notre

complexe Mel-CD seraient certainement a conduire dans ce sens.
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Résumé :

Le mélarsoprol est un composé organoarsénié qui s’est montré particuliérement efﬁcace sur
-un large éventail de lignées cellulaires leucémi_qces. Ce ‘méclicament est déja préconiSé dans le
“traitement de la trypanosomiase afticaine a la plrase nerveuse exclusiVemerlt. ll est trés lipophile et -
‘quasiment insolubles dans les princlpaux solvants organiqués Sa présentation injectablc sous forme de
solution du propylene glycol est trés douloureuse a I’injection et entraine des vemrtes De plus, sa »
hpophrhe conduit & une drstrrbut1on préférentielle au  niveau des lipides et favorise le risque
d’ cncephalopathle arsenicale. Les Ob_] ectifs de ce travail sont dong de réaliser une formulation aqueuse
a base de cyclodexfrine adapt_éc a ’injection int'_réveineuse et de limiter la bcl_istribut,ion'du mélarSoprol
| au niveau du Systéme nerv_éux'central par la réalisation des vecteurs rlanoparticulaires.

Cette étu_de décrit la mise au point et la caractérisation de nanosusperrs'vions‘ et de complexe
mélarsoprollcyclodextrine testés ensuite sur un modéle murin. Une étude prélimiﬁaire a-pérmis 'de'
,demontrer une act1V1te cytotoxrque du melarsopro] sur des cellules lcucemrques humames (U937 et
K562) Cette act1v1te antrleucemlque a été conservée dans les deux formulations mises au.point
(nanosuspens1ons et complexes de cyclodextrmes) Les resultats nous ont 1nc1tes a tester ces nouvelles
formulatrons galemques de melarsopxol in vivo, Amsr les nanosuspensrons de melarsoprol ont permrs
“de redurre sa concentratron au niveau cerebral Cet. avantage considérable est conﬁrme par une toxrcrte
aigue plus faible que celle du melarsoprol en solutron organique (DLso—O 25 mmol/kg vs 0,11
mmol/kg) A Pinverse, le complexe hydroxypropyl-p- cyclodextrmc/melarsoprol a conduit & une '
augmentat1on consrderable des concentratrons cerebrales qui pourrait étre. mrse a proﬁt dans le v

tra1tement de la phase cerebrale de la trypanosomiase afrrcalne

: Mots cles , ;
vMelarsoprol- Cyclodextrrnes- Nanosuspens1ons— Moelle Osseuse- Barriére hémato- -encéphalique-

‘ ‘Trypanosomrase africaine- Leucémies.
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