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Introduction générale

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI) sont des maladies
idiopathiques dont les symptdbmes apparaissent par intermittence avec des phases de
rémission. Les MICI détériorent significativement la qualité de vie du patient et provoquent
une morbidité élevée. L’hospitalisation des patients peut étre nécessaire en cas de crises
sévéres. En Europe, 2,5 a 3 millions de personnes sont touchées par une MICI générant un
colt en soins directs de santé de 4,6-5,6 milliards d’euros par an. En Amérique du Nord 1,2
millions de personnes souffriraient d’'une MICI avec des colts médicaux directs de plus de
1,2 milliard de dollars au Canada et supérieurs a 6 milliards de dollars aux Etats-Unis, en
2004. Les MICI sont largement représentées par deux maladies distinctes : la maladie de

Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH).

La RCH est caractérisée par une inflammation rectale continue, sans intervalle sain, plus
ou moins étendue, pouvant atteindre au maximum le ceecum. La RCH étant incurable, le
traitement médical sert majoritairement a induire et maintenir la rémission. Les corticoides
suppriment trés efficacement I’inflammation et produisent un soulagement rapide des
symptdmes mais ils ne sont pas capables de maintenir la rémission. De plus, de nombreux
effets indésirables peuvent survenir lors de traitements aux corticoides. Les aminosalicylés
sont généralement utilisés en thérapeutique de premiere ligne dans le traitement de la RCH et
permettent de maintenir la remission. Cependant, seulement 40 & 50% des patients atteignent
la rémission avec ce dernier traitement. Dans ce contexte, la recherche de nouvelles molécules
anti-inflammatoires parait étre un enjeu majeur. La curcumine, un polyphénol naturel, a
démontré une forte propriété anti-inflammatoire. Elle est donc une molécule anti-
inflammatoire prometteuse pour le traitement de la RCH. De plus, la RCH est associée a une
perte de fonction de la barriére intestinale médiée par une altération des jonctions serrées. La

curcumine préviendrait également I’altération de ces jonctions.

Effectivement, le r6le clé de la perturbation des jonctions serrées a aussi été mis en
évidence dans la pathogénese de la RCH. Cette perturbation inhibe le transport des
phosphatidylcholines jusqu’a la couche de mucus intestinal. Il en résulte une diminution de
I’incorporation de phosphatidylcholines dans la couche de mucus diminuant ainsi sa fonction

de barriere. Un tel défaut conduit alors a une augmentation de 1’exposition des cellules du



systtme immunitaire aux antigénes luminaux. L’apport de phosphatidylcholines exogénes

permettrait alors de rétablir la composition en phospholipides de la couche de mucus.

Une prise par voie orale de molécules bioactives offre une facilité d’administration. Dans
ce cas, I’encapsulation de la curcumine et des phosphatidylcholines est nécessaire pour
augmenter leur biodisponibilité au niveau de la région enflammée. Effectivement, cela
permettrait d’inhiber la digestion et 1’absorption précoce des phosphatidylcholines au niveau
de la partie haute du tractus gastro-intestinal et d’outrepasser la faible solubilité et la faible

absorption de la curcumine.

Dans ce contexte, ’objectif général proposé dans ce travail est double. Dans un premier
temps, il s’agit d’étudier Dl’interaction de la curcumine avec des membranes modeles
composées de phosphatidylcholines, en bicouche et en monocouche. Le second objectif est de
développer un nouveau systéme de délivrance combinant I’encapsulation d’un agent anti-
inflammatoire et de phosphatidylcholines afin de restaurer la fonction de barriere de la couche
de mucus. Ce systeme de délivrance est développé a partir de particules lipidiques solides
dont I’interface solide/liquide est stabilisée par des nanoparticules solides. Pour cela, nous
avons stabilisé des nanoparticules solides lipidiques par des nanoparticules de silice en
utilisant ’effet de Pickering. La présence de nanoparticules solides a la surface de cette
matrice lipidique permettrait d’augmenter la biodisponibilité des molécules bioactives dans la
région enflammée. Afin de mettre en évidence la localisation intraparticulaire des
phosphatidylcholines et la stabilisation de particules lipidiques par des nanoparticules de

silice, le systéme de délivrance cible a été décomposé en deux systémes moins complexes.

Pour donner un apercu de la structure de la these, le chapitre | présente un bilan
bibliographique des travaux effectués sur la rectocolite hémorragique ainsi que sur les
systemes de délivrances lipidiques permettant son traitement. Le contenu du chapitre Il
porte, dans un premier temps, sur I’étude de I’interaction de la curcumine avec une bicouche
phospholipidique, i.e., une suspension vesiculaire, exclusivement constituée des deux
molécules bioactives d’intéréts. Leur interaction a été étudiée par spectroscopie et en
monocouche. Les résultats sont étayés par des calculs de chimie théoriques et de modélisation
moléculaire. Dans un second temps, ce chapitre présente 1’étude des interactions dans un
systéeme ternaire en monocouche, composé de curcumine, de DOPC et d’un céride, le
palmitate de cétyle. Ce dernier est choisi pour rigidifier le vecteur cible et assister

I’internalisation de la curcumine dans une monocouche lipidique. Le chapitre 11 est quant a



lui, constitué de deux parties distinctes. La premiére présente les résultats sur I’influence de la
stratégie de formulation de particules lipidiques sur la localisation intraparticulaire des
phospholipides. La seconde partie porte sur I’étude du concept de stabiliser une interface

solide/liquide par des nanoparticules solides en utilisant I’effet de Pickering.

Enfin, une conclusion générale et les perspectives de travail a poursuivre sont donneées a la

fin du manuscrit.
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1. Etat de ’art

1.1. Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI)

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI) sont des maladies
idiopathiques, c’est-a-dire de cause inconnue. Cependant, les spécialistes s’accordent sur le
fait que les symptdmes pathologiques résultent de I’inflammation chronique d’une partie de la
paroi du tube digestif. Les épisodes symptomatiques ont la particularité d’apparaitre par
intermittence avec des phases de rémission. Les MICI dégradent fortement la qualité de vie du
patient. Les symptdmes associés aux MICI se caractérisent le plus souvent par des douleurs
abdominales, une diarrhée fréquente parfois sanglante ou encore une atteinte de la région
annale (fissure, abceés). Ces symptémes s’accompagnent souvent d’une perte d’appétit et donc
de poids, de fatigue, de carences, etc... Les crises sévéres meénent souvent les patients a
I’hospitalisation. Ces maladies peuvent étre diagnostiquées a tout age mais elles se
manifestent généralement a 1’adolescence ou chez le jeune adulte. Les MICI sont largement
représentées par deux entités ou formes, la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de
Crohn (MC). Elles comprennent également des formes aux frontieres de ces deux premieres,

dénommeées « MICI non-classées ».

Les premiers cas de MICI ont été observés durant ’antiquité.! C’est en 1875 que Wilks et
Moxon ont introduit le terme de RCH dans le langage médical.? L’iléite régionale,
correspondant a I’inflammation de I’intestin gréle, ft reconnue en 1932 a la suite d'un article
de Crohn et al.® Cette publication incitait la communauté médicale a reconnaitre deux formes
distinctes de MICI : la RCH et la MC.

1.1.1. Epidémiologie et colt des MICI

D’un point de vue épidémiologique, les études révelent que les MICI ne se répartissent pas
de facon homogeéne a travers le monde et au fil du temps. Les pays occidentaux présentent une
prévalence plus importante des MICI par rapport aux pays en voie de développement
(Figure 1). Cependant, méme si les pays occidentaux sont pour le moment les plus concernés,
I’incidence, soit I’apparition de nouveaux cas sSur une période donnée, augmente
considérablement plus vite dans les pays en développement.* Les études épidémiologiques

semblent donc indiquer une mondialisation de cette pathologie, avec cependant des disparités
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Figure 1. Prévalence globale des MICI en 2015, tirée de G.G. Kaplan,® 2015.

entre les différentes régions du globe ce qui révele entre autres un impact environnemental

et/ou génétique sur le développement des MICI.

Enfin, le colt direct et indirect associé aux MICI dans le monde occidental est
considérable. En Europe, les MICI touchent 2,5-3 millions de personnes avec un co(t en soins
directs de santé de 4,6-5,6 milliards d’euros par an. En Amérique du Nord, 1,2 millions de
personnes sont touchées par les MICI avec des colts médicaux directs dépassant 6 milliards
de dollars aux Etats-Unis en 2004 et plus de 1,2 milliard de dollars au Canada. Les principales
dépenses directes liées aux MICI sont les hospitalisations, les interventions chirurgicales, les
soins ambulatoires ainsi que les produits pharmaceutiques. Méme si le codt de la chirurgie a
diminué, I’essor des biothérapies (anti-TNFo depuis 2006 dans la RCH) a entrainé une
augmentation considérable des dépenses de santé.®> A cela s’additionnent les co(its indirects
liés a la baisse de productivité au travail des personnes atteintes. D’aprés une étude

canadienne, cela générerait des dépenses biens supérieures aux codt des soins directs.®
1.1.2. Etiologie des MICI

Les MICI sont des maladies complexes issues de causes multiples, au croisement entre la
génétique, ’environnement, ’immunité et le microbiote intestinal (ensemble des micro-
organismes tels que : archées, bactéries, fungi et aussi virus qui se trouvent dans le tractus
digestif humain). Méme si I’étiologie des MICI reste encore inconnue, on considere
cependant que ce type de maladie se développe chez des individus génétiquement prédisposés
et évoluant dans un environnement favorable au développement de la maladie. Aucun de ces
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facteurs en soi ne suffit au développement de la maladie. Cependant, I’augmentation de
I’incidence et de 1I’émergence dans des populations auparavant a faible risque fournit des
preuves solides de I’effet de I’environnement sur le développement de la MC ou de la RCH.
Les progres en analyse géneétique et 1’étude du microbiome ont démontré un role clef de
I'interface entre la réponse immunitaire et le microbiote intestinal (Figure 2). Bien qu'un
certain nombre d'associations aient été identifiées, de nouvelles études sont encore

nécessaires.

Environnement

Microbiote

Figure 2. Facteurs responsables de MICI : interactions entre la génétique, I’immunologie, I’environnement et le

microbiote intestinal.

1.1.2.1. Facteurs génétiques

Initialement, 1’implication des facteurs génétiques dans le développement des MICI a été
suggerée par des eétudes d’agrégation familiale ou encore menées sur des jumeaux
homozygotes et hétérozygotes.* Les études d’agrégation familiale montrent qu’un patient
atteint respectivement d’une MC ou d’une RCH déclare des antécédents familiaux de MC
dans 2 a 14 % des cas, et de 7 a 11 % dans les cas de RCH. Si les deux parents sont atteints
d'une MICI, le risque de développer une MICI avant 30 ans chez 1’enfant est de 1 sur 3. Les
études menees sur les jumeaux monozygotes montrent une concordance plus importante de

développer une MC ou une RCH par rapport aux jumeaux hétérozygotes.

L’analyse du génome de patients atteints de MICI a permis 1’identification de 200 loci
(emplacement d’un géne sur un chromosome) de prédisposition a ces maladies.”® La grande

majorité de ces loci, environ 70%,® est partagée entre les deux maladies avec des effets
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similaires, bien que certains loci (tels que NOD2 et ATG16L1) soient spécifiguement associés
a la MC seule et d’autres uniquement a la RCH.” Les génes de susceptibilité au
développement des MICI influent sur : la réponse immunitaire innée, le maintien de l'intégrité
de la barriere épithéliale, la réponse immunitaire adaptative, la réparation des lésions, la
réponse au stress oxydant et les mécanismes de défense de 1’hote contre les agents
pathogénes.® Cependant, il convient de noter que les facteurs génétiques seuls ne permettent
pas d’expliquer le développement de la MC et de la RCH. D’autres facteurs jouent alors un

role important dans la pathogenése des MICI.*°
1.1.2.2. Dysbiose intestinale

Les MICI ont été associées a une dysbiose,'>*? définie comme la diminution de la diversité
microbienne en raison d’un changement d’équilibre entre les bactéries commensales
(bactéries colonisant 1’organisme sans provoquer la maladie) et potentiellement
pathogéniques.’® 1l est reconnu que le microbiote intestinal a un role important dans
I’induction, la formation et le fonctionnement du systéme immunitaire.** Ainsi, étudier les
déséquilibres du microbiote intestinal est important dans le cadre des MICI. Le microbiote
humain sain est représenté par 4 phyla bactériens majoritaires : Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria et Actinobacteria.’® Les changements les plus cohérents dans le cadre des
MICI sont une réduction de la diversité du microbiote intestinal, comprenant notamment une
diminution de 1’abondance des Firmicutes en parallele d’une augmentation de la proportion

des Proteobacteria.

Par exemple, Dardefeuille-Michaud et al.!® ont identifié des souches d’Escherichia coli
adhérentes et invasives (AIEC) en amont du cblon (= iléon) présentes dans 22 % des patients
souffrant de MC alors qu’elles ne sont présentes qu’a 6 % chez les patients sains. Chez les
patients atteints de RCH, Machiels et al.l” ont observé d’une part la diminution d’espéces
appartenant au phylum Firmicutes, Roseburia hominis et Faecalibacterium prausnitzii, par
rapport aux témoins sains, et d’autre part une réduction d’acides gras a chaine courte chez les
patients atteints de RCH.Y’ Ces bactéries auraient des propriétés bénéfiques, dont notamment
la production de butyrate!®!® qui est une source d'énergie importante pour les cellules
épithéliales du colon (colonocytes).?® De plus, le butyrate posséderait des propriétés

immunomodulatrice et anti-inflammatoire.182
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1.1.2.3. Facteurs environnementaux

Le tabagisme est un facteur largement étudié dans le développement des MICI. Les
fumeurs actifs sont moins susceptibles de développer une RCH que les non-fumeurs, mais
sujet a un risque accru de développer la MC.?2 Le tabagisme est un facteur aggravant en cas
de MC, entrainant une augmentation des poussées, des complications plus fréequentes de la
maladie et est lié a une hausse du dosage des traitements et des actes chirurgicaux.
Inversement, la RCH est généralement une maladie plus bénigne chez les fumeurs par rapport
aux non-fumeurs, ou I’on observe une diminution du taux d’hospitalisation, des besoins en
traitement médicamenteux et chirurgicaux.?®> Cependant, le mécanisme de 1’impact du
tabagisme sur les MICI reste mal connu, tout comme la raison de son effet protecteur sur la

RCH, et son impact délétére sur la MC.2*

Le role de I’appendicectomie (ablation de I’appendice) a également été établi dans
I’apparition des MICI. Tout comme le tabagisme, I’appendicectomie a un effet divergent entre
la RCH et la MC. Il apparait que les patients ayant subi une appendicectomie avant I’age de
20 ans seraient moins disposés a développer une RCH.? Inversement, une appendicectomie
pratiquée chez un patient avant 1’dge de 10 serait un facteur de risque pour le développement
de MC.%

Le stress et la dépression peuvent influencer l'inflammation intestinale par le biais de
divers mécanismes, entrainant la production de cytokines (protéines permettant la
communication cellulaire) pro-inflammatoires, I'activation des macrophages et l'altération de
la perméabilité intestinale et du microbiote intestinal.?’ Par exemple, chez la souris,
I’exposition a un stress social réduit la diversité du microbiote intestinal.?® De plus, des souris
soumises a une injection de réserpine (imitant une dépression) présentent une colite sévere,
qui peut étre atténuée par I'administration d'un désipramine (un antidépresseur).?® Des études
observationnelles dans de grandes cohortes confirment une association entre les principaux
facteurs de stress de la vie, l'anxiété, la dépression et le risque accru de développer une
MICIL.33% Frolkis et al.® ont observé que les traitements antidépresseurs étaient
sélectivement protecteurs vis-a-vis de la MC ou de la RCH pour des patients ayant un

historique de dépression.

L’association entre une activité physique réguliére et le développement des MICI a peu été
étudiée. Il apparait tout de méme que les professions sédentaires augmenteraient le risque de
développer des MICI.3*
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De nombreux autres facteurs environnementaux, tels que la pollution, les antibiotiques,
I’alimentation ont été envisagés pour expliquer 1’émergence des MICI dans les pays
développés. Cependant, leur réelle implication dans le développement des MICI reste
controversée.®® Le tabac et I’appendicectomie restent les deux principaux facteurs
environnementaux définis dans le développement des MICI. Les autres facteurs identifiés,

d’une importance moindre, soutiennent le caractére multifactoriel des MICI.
1.1.2.4. Implication du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est une fonction physiologique chez ’'Homme constitué¢ d’un
ensemble coordonné d’éléments de reconnaissance et de défense qui discrimine le « Soi » du
« non-soi ». Le systéme immunitaire peut étre divisé entre I’'immunité innée et I’'immunité
adaptative. L’immunité innée intestinale est constituée de la barriére épithéliale et de la
couche de mucus intestinal, de cellules immunitaires et des molécules de I’immunité innée.
Contrairement a I’'immunité adaptatrice, I’immunité innée est non spécifique, c’est-a-dire
qu’elle agit en premiére ligne de défense de 1’organisme contre n’importe quel agresseur. Elle
permet également 1’activation des cellules du systéme immunitaire adaptatif en présentant des
antigenes (substances que le systeme immunitaire d'un individu reconnait comme étrangéres)
aux lymphocytes T-CD 4 naifs entre autres (lymphocyte n’ayant pas rencontré leur antigéne).
Les macrophages et les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules du systeme immunitaire
inné capables de présenter des antigenes aux lymphocytes naifs. Une fois activés par la
reconnaissance d’un antigéne, ces lymphocytes T-CD 4 naifs seront amplifiés (= expansion
clonale) et différenciés en différents sous-groupes tels que les lymphocytes T auxiliaire 1
(TH1), T2 et TH17. Les cellules de I'immunité innée, de I’immunité adaptatrice et d’autres
cellules ou tissus sont capables de communiquer entre elles via la synthese de cytokines. Ces
cytokines peuvent par exemple amplifier un message inflammatoire (cytokines pro-

inflammatoires) ou I’inhiber (cytokines anti-inflammatoires).

Le tractus gastro-intestinal est exposé en permanence a divers antigenes présents dans les
bactéries et I’environnement. A I'état normal, I'noméostasie intestinale (1’équilibre intestinal)
est maintenue en supprimant les réponses immunitaires excessives dues aux antigénes
étrangers. Lors de MICI, la réponse immunitaire parait anormale.®® L'immunologie a dominé
la recherche sur la pathogénése des MICI a partir des années 1970. Cela était justifié compte
tenu que les processus inflammatoires de la MC et de la RCH, sont principalement médiés par

les cellules immunitaires. Initialement, les recherches étaient axées sur les réponses aux
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anticorps, puis sur les lymphocytes T et enfin sur les cytokines. La recherche est actuellement

davantage axée sur I'immunité innée.%’

1.1.2.4.1. Immunité innée

1) Cellules de l'immunité innée

Chez les patients atteints de MICI, les cellules de I’immunité innée présentes au niveau de
la muqueuse intestinale enflammée, induisent I'expression de protéines provoquant I'apoptose
(= mort cellulaire programmée) des cellules épithéliales en produisant des cytokines pro-
inflammatoires tels que le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) et I’interférons-y (IFN-y) et,
en méme temps, ces cytokines inhibent I’expression de protéines anti-apoptotiques. L’action
combinée sur les protéines pro- et anti-apoptotiques conduit & une augmentation de la
perméabilité de la barriére intestinale et donc & une perte de sa fonction.® Les cellules de
I’immunité innée incluent les macrophages, les DCs, les granulocytes et les cellules « natural

killer ».

Les recherches sur I’'immunité innée semblent montrer que les granulocytes neutrophiles
(appelés neutrophiles = cellules du systeme immunitaire inné) contribueraient a la
pathogénése des MICI a travers une variété de mécanismes tels que I’altération des fonctions
de la barriére épithéliale et la perpétuation de l'inflammation par la libération de multiples
médiateurs inflammatoires.®® L’implication des macrophages a également été étudiée. Dans la
muqueuse intestinale saine, les macrophages humains affichent une signature anergique (=
tolérance du systeme immunitaire), en inhibant la production de cytokines pro-
inflammatoires, mais en conservant des activités phagocytaires, bactéricides et toutes les
activités compatibles avec les fonctions de « scavenger » (= ‘charognard’). Chez les patients
atteints de la MC, un sous-ensemble de macrophages, les macrophages CD 14*, dont le
nombre serait largement augmenté dans la muqueuse enflammeée et non-enflammee,
produiraient davantage de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-23, interleukine-23) qui
contribueraient de maniére synergique a la production d’IFN-y par les lymphocytes Ty,
Comme cité précédemment, les cellules dendritiques (DCs) permettent la présentation
d’antigénes aux lymphocytes T-CD 4 naifs. Cependant, dans la muqueuse colique de patients
atteints de RCH, les interactions entre les DCs et les cellules Ty seraient renforcées et

augmenteraient la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.**
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il) Molécules de I'immunité innée

Les molécules de I’immunité innée contiennent notamment les récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptor, PRR). Les PRR
permettent la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogénes (Pathogen
Associated Molecular Pattern, PAMP). Les PAMP sont des motifs moléculaires conservés
chez les pathogénes. La reconnaissance des PAMP par les PRR déclenchera alors une réponse
inflammatoire. Les récepteurs de type toll (Toll-like receptors, TLR) font partis des PRR. Dix
membres des récepteurs TLR ont été identifiés chez I’THomme. Parmi eux, TLR4 est activé
par la reconnaissance de structures moléculaires conservées telles que les
LipoPolySaccharides (LPS; composants de la membrane externe des bactéries a Gram
négatif). Durant la réponse inflammatoire, les TLR4 reconnaissent les PAMP (notamment les
LPS) présents au niveau du c6lon. Cela induira la libération de médiateurs pro-inflammatoires
et le recrutement des cellules du systéme immunitaire adaptatif. Les PRR permettent le lien
entre I’immunité innée et adaptatrice. L’expression du récepteur TLR4 est augmentée dans les

tissus intestinaux humains souffrant de RCH et dans un modéle animal de RCH.*243

1.1.2.4.2. Immunité adaptative

La réponse immunitaire adaptative est complémentaire a la réponse innée contre I’invasion
de pathogenes. Les lymphocytes Thl et Th2 sont en eéquilibre dynamique dans des conditions
normales. Elles se régulent mutuellement via la production de cytokines. La MC est désignée
comme condition TH1 via une production élevée de TNF, IL-6 et d’IFN-y, alors que la RCH a
été caractérisée comme une condition TH2 atypique basée sur une production accrue d'IL-5 et
d'IL-13. Ce paradigme Th1/TH2 est révisé avec la découverte des cellules Th17 productrices
d’IL-17 et des cellules Tw9 productrices d’TL-9 (Figure 3).***® D’autres études ont également
démontré I’implication des lymphocytes NKT (natural killer T) produisant 1’IL-13

.....

lors de RCH.**
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Figure 3. Cellules pro-inflammatoires et profiles cytokiniques des cellules T dans la pathologies des MICI,
schéma tiré de Neurath,* 2017. Différents sous-groupes de cellules T et leur signature cytokinique qui ont été
identifiés chez les patients souffrant de MICI. Les cellules Tl et Tyl7 ont été identifiées dans la maladie de
Crohn. Les cellules Tu2, Tn9 et Tw17 ont été identifiées dans la rectocolite hémorragique. Le profil de cytokines
de chaque sous groupe de cellules T est indiqué. NK cell pour natural killer cell ; Treg cell pour regulatory T
cell.

La classification des MICI selon une balance Thl/Th2 a donné lieu & des essais
thérapeutiques visant a bloguer le médiateur central de chaque profil, avec des résultats aussi
bien décevants que révélateurs. Par exemple, en 2015, le blocage d’IL-13 n’a pas permis
d’améliorer la RCH.*® De la méme maniére, le blocage de I’'TFNy n’a pas amélioré la MC,*' et
la neutralisation de I’IL-17 I’a, au contraire, aggravé.*® L'hypothése simpliste selon laquelle
chaque type de MICI serait induit par un type particulier de réponse immunitaire s'est révélée
inexacte. De plus, des études expérimentales et cliniques ont montré une fluctuation des
réponses Tul et T2 au cours de I'évolution de la maladie.*>* Toutes ces observations sont
fondamentales car elles démontrent que la mesure de parametres immunitaires isoleés ne
conduit pas nécessairement au développement d’une MICI. Méme si le systéme immunitaire
est un acteur principal de I’inflammation intestinale, son role dans la pathogénése des MICI
semble avoir pris une place trop importante et il pourra pleinement étre compris en 1’intégrant

avec les autres composants de la pathogénése des MICI.3
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1.2. Le gros intestin et la rectocolite hémorragique (RCH)

La RCH et la MC sont les deux principales maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin. Historiquement ces deux maladies ont été étudiees ensemble car elles ont de
nombreux points communs, tels que les symptdémes, une inflammation chronique, des
dommages structuraux, pour ne citer que les principaux. Cependant, elles présentent des

signes cliniques distincts prouvant que ce sont bien deux formes de maladies inflammatoires.
1.2.1. Anatomie-Physiologie du gros intestin

Le gros intestin est le dernier segment du tube digestif, il est situé a la suite de I’intestin
gréle. 1l s’étend de la valvule iléo-caecale au canal anal. Le gros intestin est composé du cdlon
et du rectum. Le c6lon se divise en 5 segments : le caecum, le cdlon ascendant, le cdlon

transverse, le clon descendant et le c6lon sigmoide.

Les principales fonctions du gros intestin sont 1’absorption d’eau et d’électrolytes, ainsi
que la formation et le contrdle de 1’évacuation des feces. Avant son arrivée dans le célon, le
bol alimentaire est digéré dans 1’estomac puis dans I’intestin gréle, ou environ 90 % d’eau et
la grande majorité des éléments nutritifs utiles au fonctionnement de 1’organisme sont
absorbés. Les substances non digérées et non absorbées, appelées le chyme, arrivent alors au
niveau du colon sous forme liquide. Le réle du c6lon est d’absorber 1’eau résiduelle et les
électrolytes contenus dans le chyme, ainsi que certaines vitamines (vitamines K et B)
produites par le microbiote colique.>® Le colon a également pour objectif de transformer le
chyme en féces et de controler leur progression jusqu’au rectum. Le transit colique nécessite
plusieurs heures a presque 3 jours pour une personne en bonne santé.>! La fonction principale

du rectum est de stocker les selles avant leur évacuation.
1.2.2. Histologie du gros intestin

La paroi du gros intestin se compose de 4 tuniques concentriques, de la couche la plus
externe vers la lumiére, elles sont dénommeées i) la sous-séreuse, ii) la musculeuse, iii) la
sous-muqueuse et iv) la muqueuse (Figure 4) :

i) La sous-séreuse correspond a la couche la plus externe. Elle est constituée d’un tissu

conjonctif contenant des adipocytes. Elle est bordée par la séreuse qui est présente
sur toute la longueur du c6lon mais absente sur la partie basse du rectum ou le tissu

adipeux est alors nommé mésorectum.
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i) La musculeuse est responsable des contractions du gros intestin. Elle est composée de
deux couches : une couche longitudinale externe et une couche circulaire interne,
constituées de cellules musculaires lisses.

iii) La sous-muqueuse est composée d’un tissu conjonctif contenant des vaisseaux
sanguins et lymphatiques. Elle soutient la muqueuse.

Iv) La muqueuse est la couche la plus interne en contact avec le lumen. La muqueuse du
gros intestin est lisse, sans les villosités trouvées dans l'intestin gréle. Elle a
uniquement des cryptes appelées cryptes de Lieberkiihn (ce sont des invaginations
de la muqueuse). L’épithélium des cryptes est principalement constitué¢ de cellules
caliciformes (cellules sécrétant le mucus) et de colonocytes. En progressant dans le
colon, le nombre de colonocytes diminue alors que celui des cellules caliciformes
augmente. La muqueuse se compose d’un épithélium recouvrant la lamina propria
qui repose sur une fine couche de fibres musculaires lisses : la muscularis mucosae
(seulement présente dans la partie haute du rectum). La lamina propria est infiltrée
de vaisseaux sanguins et également de tissus lymphoides. L’épithélium de la
muqueuse représente la frontiére physique entre 1’environnement externe et

interne, elle constitue donc une importante barriere de défense du corps humain.

Plexus périglandulaire

Péritoine viscéral (séreuse)

A = z
lissu conjonctifl sous-séreux } SOUS-Sereuse
Couche longitudinale

Stroma intermusculaire Musculeuse

Couche circulaire

Sous-muqueuse ]» Sous-muqueuse

Glandes intestinales

Muscularis mucosae Muqueuse

Muqueuse et glandes
intestinales

Lumiére intestinale

Figure 4. Représentation des tuniques concentriques constituant la paroi du cdlon, tirée de Franck N.

Netter,%? 2019. De la couche la plus externe vers la lumigére: i) la sous-séreuse, ii) la musculeuse, iii) la sous-

mugqueuse et iv) la muqueuse.
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1.2.3. Topographie de la RCH

Contrairement a la MC qui est parcellaire et pouvant atteindre tout le tube digestif, la RCH
est caractérisée par une atteinte rectale continue, sans intervalle sain, plus au moins étendue,
pouvant atteindre au maximum le ceecum (la premiére partie du célon). La présence de lésions
anopérinéales ou au niveau de la derniére partie de I’intestin gréle (iléon) n’est pas observée.*
La classification de Montréal®* permet de classifier la RCH en trois sous-groupes, selon

I’expansion de la maladie (Tableau I).

D’un point de vue histopathologique, la RCH se caractérise par une atteinte non-
transmurale (seule la surface de 1’épithélium est atteinte) et peut étre associée a une
architecture de crypte déformée, a une inflammation des cryptes, a la présence d’abces et

d’ulcération dans les cas les plus graves.

Tableau I. Classification de Montréal de I’extension de la RCH. Images reprises de Ungaro et
al.,* 2017.

Etendue Topographie

E1 : rectite Atteinte limitée au rectum

_ Atteinte en dessous de
E2 : colite gauche
I’angle gauche

) Atteinte dépassant 1’angle
E3 : pancolite
gauche
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1.3. Physiopathologie de la RCH : rdle et implication de la barriere

intestinale

1.3.1. ROle de la barriére intestinale saine

En contact direct avec 1’environnement externe, la barriére intestinale joue un réle essentiel
au maintien de I'homéostasie (= maintien de 1’équilibre). Elle doit agir comme une barriére
semi-perméable, permettant 1’absorption des électrolytes et de 1’eau provenant de la lumiére
de I’intestin tout en limitant le transport d’antigénes et de microorganismes potentiellement
nocifs. Le maintien de cet équilibre est réalisé par une interaction entre les composants
structurels et moléculaires au niveau de la muqueuse, qui operent de facon dynamique pour
maintenir 1’intégrité de la barriére et I’homeostasie immunitaire. Des dommages structuraux
de la muqueuse ou des changements plus subtils de la régulation de cette barriére peuvent
compromettre son fonctionnement. La barriére intestinale fait référence ici a la couche de

mucus et a I’épithélium.
1.3.2. Couche de mucus
1.3.2.1. Role de la couche de mucus

La muqueuse colique est protégée des grosses molécules et de 1’invasion bactérienne par
une barriére qui est une couche de mucus d’environ 830 um d’épaisseur. Cette couche est
particuliérement importante sachant que le célon contient 102 bactéries.>® Le mucus colique
forme une double couche ; la couche de mucus interne (= 120 pum) qui est dense, fermement
attachée a 1’épithélium et imperméable aux bactéries ; la couche externe, quant a elle, est
lache et perméable aux bactéries (Figure 5).°%%7 La couche de mucus est essentiellement
composée de glycoprotéines, de lipides, de protéines et d’acides nucléiques.®® L’intégrité de la
barriere de mucus est principalement maintenue via le squelette formé par une famille de
glycoprotéines, les mucines. Les couches externe et interne du mucus colique contiennent
principalement de la mucine 2 (MUC 2) qui est sécrétée par les cellules caliciformes de
I’épithélium. II est a noter que I’intestin gréle ne comporte qu'une couche de mucus lache et
non attaché a 1’épithélium intestinal ou la MUC 2 est également la mucine prépondérante.>®

Cette couche labile est capable de se mouvoir jusqu’au rectum a partir de 1’iléon.®

21



Colon

Lumen

QOuter
mucus layer
: Couche de mucus externe :
Formation of L . . .
loose mucus by perméable aux bactéries
endogenous
proteolysis
Inner | Couche de mucus interne :
mucus layer imperméable aux bactéries
) L. i 1 5 /. \ | \ .\ | . i
Epithélium { l AR \ l | /,/ \al
i 1 =5
Crypt 9 "‘_
W Sy v
: 4 Mucus secretion,

expansion and
attachment
Stem cell

Figure 5. Apercu général de la couche de mucus colique, tiré de Johansson et al.,%® 2016. Dans le cblon, les
bactéries sont localisées dans la couche de mucus externe tandis que la couche interne attachée a 1’épithélium est
presque exempte de bactéries et protége I'épithélium. Outer mucus layer-couche de mucus externe; inner mucus

layer-couche de mucus interne ; crypt-cryptes de Lieberkiihn.

1.3.2.2. Altération de la couche de mucus lors de RCH

Tandis que la couche de mucus serait plus épaisse chez les patients atteints de MC, il
apparait que 1’épaisseur de cette derniére soit diminuée chez les patients atteints de RCH.®* Le
role crucial de la couche de mucus dans le maintien de la barriére intestinale a été démontré
sur des souris depourvues de MUC 2 qui développent alors une colite sévere. Ces souris ne
possédant pas de couche de mucus, le microbiote est directement au contact de 1’épithélium
intestinal 6283 Fait intéressant, aprés 1’exposition au dextran sulfate de sodium (DSS), utilisé
comme systeme modéle pour provoquer des atteintes inflammatoires du tube digestif, la
couche de mucus interne de cdlons murins devenait perméable a la pénétration de bactéries
sans que 1’épaisseur ne soit modifiée, indiquant donc une altération des propriétés de la
couche de mucus.% Il est reporté que le DSS a été associé a une augmentation de la
perméabilité de 1’épithélium et & une disjonction des jonctions serrées,®® ainsi qu’a une
diminution de phospholipides dans le cdlon murin.®® La fonction de barriére de la couche de
mucus est notamment liée & son caractére hydrophobe. L’hydrophobicité de la couche de
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mucus augmente graduellement du duodénum & 1’iléon et reste constante jusqu’au colon.®’
Braun et al.®® ont montré que I’hydrophobicité de la couche de mucus était diminuée dans le
cas de RCH ce qui permettrait ainsi une augmentation de la perméabilité de la couche de

mucus aux toxines hydrophiles et aux bactéries luminales.
1.3.3. Epithélium colique
1.3.3.1. Role de I’épithélium colique

L’épithélium colique est un médiateur central des interactions entre la muqueuse et
I’environnement luminal. Il est situé entre la couche de mucus et la muqueuse colique.
Comme cité ci-dessus, le mucus empéche les grosses molécules ou les bactéries de venir au
contact de 1’épithélium intestinal. Cependant, il ne constitue pas une barriére au flux trans-
muqueux d’eau ou de solutés tels que les ions ou encore les molécules pro-inflammatoires
(toxines, antigéenes). Cela reléve de la fonction de 1’épithélium qui confere a la muqueuse
intestinale des propriétés de perméabilité sélective.®® L'épithélium est constitué d’une
monocouche cellulaire polarisée, formant au niveau apicale (du c6té luminal du gros intestin),
une frontiere continue résultant de I'alignement des cellules juxtaposées. Dans un épithélium
intact, cette surface limite le passage de la plupart des solutés hydrophiles en 1’absence de
transporteurs spécifiques. Cependant, pour limiter les flux trans-muqueux, 1’espace
paracellulaire doit également étre « scellé ». La régulation des transports paracellulaires est

réalisée par une série de jonctions intercellulaires’.
1.3.3.2. Jonctions intercellulaires

L’étanchéité paracellulaire et les fonctions de 1’épithélium sont contrblées par des
complexes jonctionnels, qui sont au nombre de trois ; du pdle basolatéral au pdle apical, il y a
tout d’abord les desmosomes puis les jonctions adhérentes qui sont sous-jacente au troisieme
complexe, les jonctions serrées (Figure 6).%° Les desmosomes et les jonctions adhérentes
permettent une forte adhésion intercellulaire maintenant ainsi une bonne proximité cellulaire.
Elles sont également des sites de communication intercellulaire.”* Les jonctions adhérentes
sont nécessaires a I’assemblage des jonctions serrées qui scelleront alors 1’espace
paracellulaire. Les jonctions serrées ou tight junction sont les seules a intervenir dans la
perméabilité sélective au niveau paracellulaire.®>’2 Les jonctions serrées sont des complexes
multi-protéiques composées de 4 protéines transmembranaires : les claudines, les occludines,

les tricelullines, et les JAM (junctional adhesion molecule).”
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Figure 6. Photographie électronique et schéma des complexes jonctionnels des cellules intestinales
épithéliales, tiré de J.R. Turner et al.,®® 2009. Au plus prés du p6le apical, la membrane plasmatique des cellules
adjacentes semble fusionnée au niveau des tight junction (jonctions serrées, fleche rouge). En dessous les

jonctions adhérentes puis les desmosomes sont observables.

1.3.3.3. Altération des jonctions serrées lors de RCH

La RCH est associée a un défaut de la fonction de la barriere épithéliale caractérisé par une
absorption réduite et une augmentation des « fuites » de la muqueuse.”®’* Des études se sont
intéressées a 1I’expression de protéines de la famille des claudines démontrant une expression
plus forte de la claudine-2 dans les échantillons de cdlon de patients atteint de RCH. Ils ont
également observé une réduction concomitante des claudines -3, -4 et -7.%® Une étude
génomique de 2014 a permis d’identifier des clusters de genes gouvernant I’assemblage et la
régulation des jonctions serrées, comme étant associés au développement de la RCH.”’
Comme énoncé précédemment, le systéme immunitaire a également un réle important dans la
déstabilisation de cette barriere. Dans une étude, Stremmel et al.”® ont observé par
microscopie électronique a haute résolution (Figure 7 Al), par microscopie optique (Figure 7
A2, A3 et A4) et par microscopie confocale (Figure 7 B1, B2, B3) des échantillons de cbélons
de patient sains, atteints de RCH ou de MC (Figure 7). lls ont observé des fentes
intercellulaires plus larges et une architecture de cryptes déformées associées a une perte de
I’attachement cellule-cellule chez les patients atteints de RCH (Figure Al, A3 et B2) mais pas
chez les patients sains ou atteints de MC.
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Figure 7. Images de cryptes élargies par la perturbation des jonctions serrées chez des humains atteints de
RCH, tirées de Stremmel et al.,’® 2017. (A1) Photographie électronique d’une biopsie du célon d’un humain
atteint de RCH en rémission présentant une perturbation épithéliale (la fleche rouge montre 1’élargissement de la
fente intercellulaire). Photo de microscopie optique aprés une coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine d’une
mugueuse non-enflammée avec un élargissement des cryptes chez les patients atteints de RCH (A3) par rapport
aux témoins sains (A2) ou aux patients atteints de maladie de Crohn (A4). (B) Exposition au NBD-PC (marqueur
fluorescent) de biopsie colique montrant une altération de la coloration paracellulaire et du mucus chez les
patients atteints de RCH (B2), mais pas chez les témoins sains (B1) ou chez les patients atteints de maladie de
Crohn (B3). Barre d’échelle = 25 um.

1.4. Les phosphatidylcholines (PC) : role et implication dans la RCH

1.4.1. Les PC dans la barriére intestinale

L’intégrité de la couche de mucus est maintenue via des interactions entre les mucines et
les lipides.®” Bien que les phospholipides ne soient qu’une part mineure du mucus intestinal,
ils sont indispensables au maintien de la fonction de barriéere. La composition en
phospholipide du tractus digestif a été analysée chez différents animaux tels que le chien, le
porc et le rat.”*®% 1l en ressort que les phosphatidylcholines (PC) sont les phospholipides
majoritairement présents (35-72%). Les autres phospholipides détectés en proportion mineure
sont les phosphatidylethanolamines (10-32%), LysoPhosphatidyCholines (LPC) (5-33%),
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phosphatidylinositols (3-5%), phosphatidylglycerols (1-5%), sphingomyélines (5-11%) et
phosphatidylsérines (0-5%). Une étude de 2017, menée par Korytowski et al.®? rapporte une
forte affinité de la mucine pour le DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
indépendante d’interaction électrostatique. Effectivement, ils ont démontré par des techniques
de diffusion dynamique de la lumiére et de microcalorimétrie, que la mucine intestinale,
chargée négativement, interagit plus fortement avec les PC zwitterioniques qu’avec des
lipides cationiques (DOTAP, 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane), ou anioniques
(DOPG, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)). Cette interaction entre les PC
et la mucine établirait alors une forte barriére hydrophobique contre 1’invasion bactérienne.
Ehehalt et al.®® rapportent que les PC et les LPC représentent plus de 90 % de la fraction de
phospholipide du mucus intestinal chez I’humain suggérant alors un transport sélectif pour ces

molécules.
1.4.2. Mécanisme de transport des PC dans la couche de mucus

Le mécanisme du transport des PC au niveau de la couche de mucus a été étudié par
Ehehalt et al.%° qui ont établi que, chez le rat, la majorité des PC est sécrétée au niveau de la
bile mais que I’iléon est également un organe majeur de sécrétion de PC, avec 28 % des PC
totales sécrétées dans le lumen intestinal. Le pourcentage de PC sécrétées au niveau du cdlon
représente seulement 1 %, il a donc été proposé que les PC sécrétées au niveau de 1’iléon
seraient capables de se déplacer jusqu’au cdlon.® Ils ont tout d’abord mis en évidence que les
PC sont transportées de la circulation systémique vers la couche de mucus au niveau de
’espace paracellulaire & travers les jonctions serrées.®® Le mécanisme de transport jusqu’au
lumen intestinal est le suivant : les PC sont transportées dans le sang par des lipoprotéines qui
sont incapables de traverser la barriére endothéliale vasculaire. Cependant, il existe une
fraction de PC libres en équilibre avec les PC contenues dans les lipoprotéines qui sont
capables de traverser cette barriére. Apres avoir traversé I’endothélium vasculaire, les PC sous
une forme soluble se retrouvent alors au niveau des jonctions serrées ou elles sont
transloquées dans la couche de mucus. Le transport serait guidé par un gradient électrique
négatif, généré par la sécrétion apicale de ClI- et HCOs médiée par les protéines CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator). Aprées le passage a travers les jonctions
serrées, les PC sont liées a la MUC 3 puis sont transférées a la MUC 2. La couche de mucus
contenant les PC liées aux MUC 2 peut alors se déplacer vers le rectum sous I'impulsion de la

motricité colique (Figure 8 A).8
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Figure 8. Schéma illustrant le mécanisme physiopathologique proposé de la RCH, schéma tiré de Stremmel
et al.,”® 2017. (A) Les phosphatidylcholines (PC) dans le mucus établissent une barriére hydrophobe contre le
microbiote intestinal. Les PC proviennent de la fraction libre de PC des lipoprotéines plasmatiques et
s’accumulent sélectivement dans le mucus via une voie paracellulaire de translocation & travers les jonctions
serrées. Le transport est dirigé par un gradient électro-négatif, ou les PC se lient a la mucine 3 et 1’équilibre est
ensuite déplacé vers la mucine 2. Lors de RCH (B), I’altération des jonctions serrées inhibe la sécrétion
paracellulaire de PC, résultant ainsi en une faible teneur en PC et donc en une réduction de I’hydrophobicité du

mucus. Cela prédispose le colon a une invasion du microbiote et a une inflammation.

1.4.3. Les PC dans la RCH
1.4.3.1. Altération de la barriére hydrophobe de la couche de mucus

Indépendamment de 1’état inflammatoire, les patients souffrant de RCH montrent une
diminution de 70 % des PC et des LPC dans la couche de mucus rectal. Il a également été
montré que la quantité de PC diminue fortement dans la couche de mucus iléal et colique
comparé a des témoins sains ou des patients souffrant de MC.%88 La carence en PC dans la
couche de mucus a des consequences fonctionnelles. En effet, en-dessous d’une certaine
concentration, la barriere hydrophobe se rompt et devient vulnérable aux attaques
bactériennes.® La tension de surface de la couche de mucus a été étudiée comme marqueur de
cette déficience. Il en ressort que la tension de surface est significativement diminuée dans le

cas de patients souffrants de RCH par rapport aux patients atteints MC ou aux controles.®
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1.4.3.2. Mécanisme physiopathologique du transport des PC

Stremmel et al.”® ont mis en évidence le role clé de la perturbation des jonctions serrées
dans la pathogénese de la RCH chez des souris génétiquement modifiées. Ces souris
expriment des jonctions serrées (tight junctions) déficientes, ce qui entraine alors une
diminution de PC dans la couche de mucus. Comme dit précédemment, I’incorporation des
PC dans le mucus intestinal a partir de la circulation systémique est régie par une voie de
transport paracellulaire via les jonctions serrées. Dans le cas de la RCH, les jonctions serrées
sont perturbées et ne permettent pas un transport efficace des PC dans le mucus intestinal. 1l
en résulte une diminution de I’incorporation de PC dans la couche de mucus diminuant ainsi
son hydrophobicité. La couche de mucus est alors vulnérable a I’invasion de bactéries du
microbiote intestinal et en conséquence cela entraine une inflammation de la muqueuse
(Figure 8 B). Ils rapportent également que I’inflammation peut étre prévenue par
I’administration orale de PC chez ces souris génétiquement modifiées. Cela est en adéquation
avec les résultats d’études cliniques qui montrent que 1’apport de PC exogenes est bénéfique

chez les patients atteints de RCH.8-%8

Sur la base de ces résultats, un des objectifs de cette these est de concevoir des systemes
lipidiques pour le transport de PC exogénes au niveau du cblon afin de rétablir la
composition en phospholipide de la couche de mucus et ainsi restaurer sa fonction de

barriére hydrophobe.

1.5. RCH : approches thérapeutiques

La RCH étant une maladie incurable, 1’objectif de la prise en charge médicamenteuse est
d’induire et de maintenir la rémission.?° Les traitements les plus courants sont les dérivés

salicylés, les corticostéroides, les immunomodulateurs et les anti-TNF.8%
1.5.1. Dérivés salicylés

Les aminosalicyles sont généralement utilisés en thérapeutique de premiére ligne dans le
traitement de la RCH. La mésalazine ou acide 5-aminosalicylique (5-ASA) est la molécule la
plus utilisée. Elle est également la molécule active de différentes prodrogues ; la sulfasalazine,

I’oslalazine et la balsalazide (Figure 9), qui une fois administrées seront métabolisées en 5-
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ASA. Ces molécules sont utilisées pour réduire 1’inflammation dans le traitement de RCH
Iégére ou modérée et maintenir la rémission. Le 5-ASA est mieux tolére par les patients par
rapport & la sulfasalazine bien que des diarrhées et des douleurs abdominales aient été
répertoriées.®! Cependant, seulement 40 a 50% des patients atteignent la rémission avec ce

traitement. %2
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Figure 9. Structures moléculaires de 5-ASA et des prodrogues dérivees.

Les mécanismes d’actions proposés de 1’effet anti-inflammatoire du 5-ASA sont divers. Le
5-ASA augmenterait I’expression et ’activation du récepteur nucléaire PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor = régulateur négatif de 1’inflammation) qui est exprimé dans
les cellules épithéliales et immunitaires de la muqueuse colique et serait impliqué dans la
régulation de la RCH.* Le 5-ASA permet également 1’inhibition de la cascade de réactions a
partir de 1’acide arachidonique par I’inhibition de cyclooxygénases (COX).%® Les COX
permettent la formation de médiateurs de I’inflammation via la métabolisation de 1’acide

arachidonique.
1.5.2. Corticoides

Les corticoides suppriment trés efficacement 1’inflammation et produisent un soulagement
rapide des symptomes mais ils ne sont pas capables de maintenir la rémission.® Ils sont
utilisés en seconde ligne dans le cas d’un échec du traitement au 5-ASA ou lors de colite
étendue. Cependant, de nombreux effets indesirables peuvent survenir lors de traitements aux
corticoides. Une thérapie sous corticoides de longue durée implique le risque de I’apparition

du syndrome de dépendance aux corticoides, ¢’est pourquoi un sevrage est réalisé avec des
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doses dégressives de médicament. L’arrét de la prise de corticoides a la rémission peut
engendrer une rechute précoce (moins de 3 mois) ou répétée (2 poussees ou plus en 6 mois).
Les effets secondaires sont nombreux et comprennent par exemple la prise de poids, la
rétention d’eau lors de traitement a court terme, et augmentent le risque de cataracte,
d’ostéoporose, de myopathie et d’affections associées a une suppression immunitaire lors de

traitement a plus long terme.%

Pour autant, un mécanisme d’action serait le suivant : le récepteur des glucocorticoides
(GR) est un récepteur nucléaire qui est active apres sa liaison avec les corticoides ; il est alors
transloqué dans le noyau ou il agit sur des génes cibles ; les corticoides ont une action anti-
inflammatoire et immunosuppressive générant une diminution de la production de cytokines
pro-inflammatoires (IL-1, IL-2, IL-6 et d’IFNY).

1.5.3. Immunomodulateurs
i) Thiopurines

Les thiopurines, telles que 1’azathiopurine ou la 6-mercaptopurine, sont des
immunosupresseurs utilisés pour le maintien de la rémission induite par les stéroides ou en
cas de cortico-résistance ou de cortico-dépendance.**8% Ces molécules sont des prodrogues
dont le métabolisme dépend d’une enzyme, la thiopurine S-methyl-transferase (TPMT). La
dose prescrite sera alors dépendante de I’activité de la TPMT retrouvée chez le patient. A
I’image des immunosuppresseurs, les thiopurines augmentent le risque d’infections et sont
associées au développement de cancer, en particulier les lymphomes ou des cancers de la

peau 94,95

Le mécanisme d’action des thiopurines est mal connu mais il semblerait que ces
médicaments soient métabolisés en 6-thioguanine qui inhiberait ensuite le gene RAC1
conduisant & I’inhibition de I’activation des cellules du systeme immunitaire inné et
adaptatif.*® Ces médicaments favoriseraient également une activité apoptotique sur les

lymphocytes T via I’inhibition de RAC1.%
ii) Inhibiteur de la calcineurine

L’utilisation des inhibiteurs de la calcineurine telle que la cyclosporine A est réservée a des

situations particulieres et se limite exclusivement a la colite aiglie séveére réfractaire aux
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stéroides.®° Néanmoins, la durée du traitement ne doit pas dépasser 6 mois pour limiter les

risques de néphrotoxicite.
1.5.4. Anti-TNF

Les anti-TNF, tels que I’infliximab, I’adalimumab et le golimumab, sont des anticorps qui
permettent d’induire et de maintenir la rémission en cas de RCH modérée et sévere. Les anti-
TNF sont des inhibiteurs du TNF qui est produit par de nombreuses cellules immunitaires et
non-immunitaires de 1’intestin enflammé chez les patients souffrants de RCH. Cette cytokine
a de nombreux roles dans la paroi intestinale. Par exemple elle active la production de
cytokines pro-inflammatoires par les macrophages, elle augmente 1’apoptose des cellules

épithéliales®” et régule I’apoptose des lymphocytes T.%

Les anti-TNF ne sont utilisés qu’en cas d’échec des traitements conventionnels non-
biologiques, incluant les thiopurines. Les anti-TNF ont montré une bonne efficacité de la
gestion et du traitement de la RCH. Cependant, seulement 30-50 % des patients souffrant de
MICI répondent aux thérapies anti-TNF.*® Ces traitements sont associés a de nombreux effets
indésirables qui peuvent étre graves. Ils augmentent notamment le risque d’infection et de

mélanome.®
1.5.5. Nouveaux traitements naturels pour le traitement de la RCH

Afin de répondre aux limitations des traitements actuels, de nouvelles molécules naturelles
ont été étudiées pour le traitement de la RCH. Par exemple, le 6-gingérol, un composant
extraits du gingembre, améliore la colite chez 1’animal via une action anti-oxydante et anti-
inflammatoire.'® Les dérivés indoles naturels tels que 1’indigo et 1’indirubine extraits de
I’indigotier et I’indole-3-carbinol retrouvé dans le brocoli et le chou , ont montré un effet anti-
inflammatoire et renforceraient les jonctions serrées de la muqueuse intestinale.’® 1l y a
également le magnolol, extrait de Magnolia officinalis, qui a démontré un effet anti-
inflammatoire chez des souris modéles de RCH.1%2 Les probiotiques pourraient aider a
contrler la dysbiose intestinale et a ameliorer le fonctionnement du microbiote intestinal. Du
fait de leur forte innocuité, les probiotiques ont fait 1’objet d’études cliniques mais peu de

données montrent une capacité a induire et & maintenir la rémission en cas de RCH.%®

Parmi ces molécules, la curcumine reste 1'un des composés naturels le plus largement
étudié par la communauté scientifique. La curcumine est le composant qui donne la couleur

jaune orange au curcuma (aussi appele safran des Indes) ou au curry. Cette molécule fait
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partie de la famille des polyphénols naturels et est isolée du rhizome du curcuma longa (c.
longa), une plante herbacée originaire du sud de I’ Asie. Le c. longa appartient a la famille des
zingibéracées, de la méme famille que le gingembre. Une fois son rhizome réduit en poudre,
on obtient le curcuma, une épice incontournable de la cuisine indienne. Outre son utilisation
culinaire sous forme d’épice, de colorant ou de conservateur, le curcuma est également
employé en médecine traditionnelle indienne, la médecine Ayurvédique, pour traiter diverses
affections telles que la fiévre, I’arthrite, les problémes gynécologiques et gastriques, les

désordres hépatiques et sanguins, I’acné, le psoriasis, et d’autres infections chroniques.

De plus, le curcuma contient d’autres molécules polyphénoliques appelées curcuminoides
qui sont en plus de la curcumine (60-70 % en poids d’extrait brut du curcuma), la
déméthoxycurcumine (20-27 %), la bisdéméthoxycurcumine (10-15 %) et la cyclocurcumine
identifiée plus récemment (Figure 10). D’apres les différents travaux effectués, la curcumine a
démontré un potentiel thérapeutique contre les maladies inflammatoires, le cancer, les
maladies neurodégénératives, la dépression, le diabéte, 1’obésité et 1’athérosclérose et

notamment vis-a-vis de la RCH,104105

(0] (0] (0] (0]
OMe O ™ = O OMe H O A = O OMe
HO OH HO OH

Curcumine Déméthoxycurcumine

o O
H O X = O H
HO OH

Bisdéméthoxycurcumine Cyclocurcumine

Figure 10. Structure des curcuminoides.
1.6. Curcumine pour le traitement de la RCH

1.6.1. Cibles moléculaires de la curcumine associées a la RCH

Comme vu précédemment, I’inflammation joue un rdle clé dans le développement de la
RCH. La curcumine peut interagir avec de nombreuses cibles moléculaires telles que NF-«xB
(nuclear factor-kappa B), TLR4, PPARYy et des enzymes comme la cyclooxygénase-2 (COX-
2) ou la 5-lipoxygénases qui sont impliquées dans le métabolisme de 1’acide arachidonique.

La littérature rapporte un grand nombre de cibles de la curcumine comme cela est exposé dans

32



la publication de Kunnumakkara et al.!® La partie qui suit présente une liste non-exhaustive

des cibles de la curcumine.
1.6.1.1. NF-xB (nuclear factor-kappa B)

Il apparait que la curcumine interagirait avec le facteur de transcription NF-xB.1041% Ce
dernier est nécessaire a l'initiation ou a la régulation de la transcription de génes. La
transcription est un processus de copie du matériel genétique en ARN. NF-«kB joue un role
central dans I’inflammation et son activation est fortement impliquée dans la pathogénicité de
la RCH.1% [’activation de NF-xB peut-étre initiée par différents stimuli tels que les cytokines
pro-inflammatoires (soit TNFa, IL-1pB, IL-2). L’activation de NF-kB induit & son tour la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (tels que TNFa, IL-1f, IL-6 et IL-12) qui sont
responsables de I’activation des cellules immunitaires présentes au niveau de la lamina
propria. Cet enchainement d’activation et de sécrétion perpétue ainsi I’inflammation de la
mugqueuse colique car le TNFa induit par la voie NF-kB provoquera a son tour 1’activation de
NF-kB perpétuant alors I’inflammation. D’aprés certaines études, il semblerait que la
curcumine inhibe 1’expression de NF-xB. En effet, pour que NF-«xB soit activé, il faut que sa
molécule inhibitrice IkB soit dégradée. Des études rapportent que la curcumine inhibe la

dégradation d’IxB et par conséquent inhibe I’expression de NF-xB (Figure 11).107:108
1.6.1.2. TLR4 (Toll Like Receptor 4)

D’autre part, I’expression du récepteur TLR 4 serait augmentée chez les patients souffrant
de RCH.* Celui-ci reconnait les LPS présents au niveau du clon. Cette reconnaissance induit
alors D’activation de NF-«kB qui provoquera a son tour la libération de médiateurs de
I’inflammation. Il est rapporté que TLR4 serait une cible de la curcumine qui inhibe
I’activation du récepteur en bloquant sa dimérisation et donc sa voie de signalisation en
aval.1® Des études in vivo ont montré que la curcumine est capable de réguler la réponse

inflammatoire en modulant la voie TLR4/NF-«xB (Figure 11).110.111

33



Sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires tels que :
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Figure 11. Interaction de la curcumine avec quelques cibles moléculaires. NF-xB est maintenu dans le
cytoplasme sous forme inactive associé & IkB. Cette interaction bloque la capacité de NF-«xB a étre transloqué
dans le noyau (1). IkB est degradé lorsque TNFa ou IL-1p se lient & leur récepteur conduisant a 1’activation de
NF-xB (2). La reconnaissance de LPS par TLR4 induit I’homodimérisation de TLR4 permettant également
I’activation de NF-xB (3). Aprés son activation, NF-«xB est transloqué dans le noyau ou il se lie avec des génes

cibles pour induire leur expression (4). Cela conduit a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (5). La
curcumine inhibe (X) la dégradation de IxB empéchant I’activation de NF-«xB et donc sa translocation dans le

noyau. La curcumine inhibe également (X) I"homodimérisation de TLR4 et par conséquence ’activation de
NF-kB. PPARy inhibe I’inflammation (6). La curcumine permet d’augmenter 1’expression de PPARy ( /') ou

elle agirait comme un agoniste du récepteur.

1.6.1.3. PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor y)

Par ailleurs, il a été suggére que le récepteur nucléaire PPARYy serait étroitement lié a la
pathogenese de la RCH. Au niveau des cellules épithéliales coliques, des voies de
I’inflammation sont inhibées par PPARYy, notamment la voie NF-xB.1*2 Puisque PPARY est un

médiateur anti-inflammatoire, sa surexpression est capable de soulager la colite.l!3
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Inversement, la suppression de PPARYy favorise le développement de colite.!** L utilisation
d’agonistes synthétiques de PPARYy, comme la troglitazone ou la rosiglitazone, a démontré un
effet bénéfique chez des modeles de rongeurs souffrants de colite.}*>1® |>administration de
rosiglitazone a également induit la rémission chez des patients souffrant de RCH dans une
étude clinique.'’ Comme vu précédemment, le récepteur PPARYy est la cible d’une classe de
médicaments, les 5-ASA, utilisée pour induire et maintenir la rémission en cas de RCH. Il est
démontré que 1’expression épithéliale de PPARy est diminuée au cours de la RCH.!® La
curcumine agirait également sur le récepteur PPARy. Le mécanisme d’action de la molécule
est encore mal connu, il ressort cependant que la curcumine permettrait d’augmenter
I’expression de PPARy au niveau des cellules de 1’épithélium colique et/ou elle agirait comme

un agoniste de ce récepteur (Figure 11).1914
1.6.2. Activite de la curcumine sur les cellules du systeme immunitaire

La curcumine a été identifiée comme le constituant le plus actif du curcuma et a démontré
une forte propriété anti-inflammatoire. D’aprés la littérature, la curcumine affecte également
la fonction et la différenciation de nombreuses cellules immunitaires impliquées dans la
pathogénicité de la RCH. Selon Cong Y.et al.,*?? la fonction de présentation d’antigéne des
cellules dendritiques est inhibée en présence de curcumine induisant alors une diminution de
la libération de cytokines pro-inflammatoires de la part du systéme immunitaire adaptatif.
Sous I’action de la curcumine, ces cellules stimuleront également la différenciation des
cellules Treg (lymphocyte T régulateur) intestinales, qui dans des modéles de colite murine,
préviennent le développement de la RCH.'?? Dans des modéles de colite chez le rat, la
curcumine permet de réguler la balance Tw1/Tn2 au niveau de la muqueuse colique.!”® La
curcumine inhibe également I’activation de NF-«B des macrophages, entravant alors la
production de nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que 1L-12, IFN-y, IL-1p et de
TNFa.'?* La curcumine réduit également I’infiltration des neutrophiles au niveau des sites
inflammatoires en affectant la formation du gradient de chimiokines (cytokines contrélant la
migration des cellules du systtme immunitaire).!?® En plus de son effet sur les cellules
immunitaires, la curcumine altére la production générale de cytokines tels que : TNFa,?
d’IFN-y,*2" ’IL-1,% et d’IL-17,'%° tout en augmentant la production de cytokines anti-
inflammatoires (I1L-10 et TGF-B).1%3
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1.6.3. Activité de la curcumine sur la barriére épithéliale

Comme énoncé précédemment, la pathogénése de la RCH est associée a une perte de
fonction de la barriere épithéliale médiée par une altération des jonctions serrées. Les
cytokines TNFa et I’'IL-1B ont un rdle prépondérant dans la déstabilisation de la barriere
intestinale indépendamment de leur effet pro-apoptotique sur les cellules épithéliales
intestinales lors d’inflammation.’3%*3! En effet, ces cytokines altérent les jonctions serrées et
augmentent la perméabilité paracellulaire en redistribuant et en relocalisant les protéines
transmembranaires telles que les claudines, les occludines, les JAM et les tricellulines.®? Le
mécanisme d’action de ces cytokines serait medié par I’augmentation de la transcription et de
I’expression de la kinase des chaines légeres de la myosine (MLCK, Myosin light-chain
kinase) qui contribuent a la perturbation des jonctions serrées. Le TNFa induit 1’augmentation
de I’expression de MLCK via I’activation de NF-kB. Pour cela, IxB est dégradé permettant
ainsi la translocation nucléaire de NF-xB et conduisant a la transcription et 1’expression de

MLCK favorisant ’ouverture des jonctions serrées.!*

Il a été rapporté que la curcumine prévient I’augmentation de la perméabilité des jonctions
serrées en présence de TNFa dans un modéle cellulaire intestinal humain (Caco-2). Cette
propriété a été attribuée a I’effet inhibiteur de la curcumine sur NF-xB.3* L’IL-p, quant a elle,
induirait ’augmentation de I’expression de MLCK via I’activation d’une kinase (p38 MAPK).
Une étude de 2017 a démontré que la curcumine permettrait d’inhiber la voie de signalisation

induite par 1’IL-B en inhibant la production d’IL-B et I’activation de la voie p38 MAPK.*®

Ghosh et al.1® rapportent que la curcumine serait capable de réduire 1’espace paracellulaire
et donc de rétablir la fonction de la barriere en augmentant 1’expression de la claudine-1 et de
la ZO-1 (= protéine cytoplasmique permettant la liaison de diverses protéines membranaires,

comme les occludines, au cytosquelette d’actine).
1.6.4. Potentiel thérapeutique de la curcumine lors de RCH

La curcumine semble avoir de nombreuses propriétés chez 1’animal suggérant un potentiel
effet thérapeutique lors de RCH. Dans ce cadre, des études cliniques ont été menées,
notamment de 2006 a 2017, en vue de déterminer son effet pharmacologique lors de RCH
douce a modérée chez I’Homme. Durant ces études, la curcumine était administrée comme
adjuvant a la mésalazine (anti-inflammatoire), c’est-a-dire, afin de compléter ou de renforcer

’action de cette derniére. Lang et al.’®*” montrent que I’addition journaliére de 3 g de
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curcumine a la mésalazine induisait une rémission clinique et endoscopique supérieure par
rapport au groupe de patients traités avec le placébo additionné a la meésalazine (pour info :
essai controlé aléatoire, effectué sur 50 patients, en double aveugle et contre placebo, les 50
patients ne répondaient pas a la dose maximale de mésalazine apres deux semaines de
traitement oral et topique). Dans une autre étude, Singla et al.**® ont évalué 1’efficacité d’une
préparation standardisée de curcumine (NCB-02 ; comportant 72 % de curcumine, 18,08 % de
déméthoxycurcumine et 9,42 % de bisdéméthoxycurcumine) en lavement. Les auteurs de
cette étude rapportent que le groupe de patients traités avec la préparation NCB-02 montrait
aussi une réponse clinique par une rémission clinique et endoscopique supérieure au groupe
traité avec le placebo (pour info : étude contrdlée aléatoire, en double aveugle et contre
placebo sur 45 patients souffrant de RCH douce a modérée traités avec NCB-02 en addition
de mésalazine ou par le placebo en addition de mésalazine par voie orale). Hanai et al.'* se
sont intéressés a la capacité de la curcumine a maintenir la rémission chez des patients avec
une RCH quiescente. Cet essai clinique a été mené sur 89 patients avec une RCH quiescente
dans les mémes conditions citées précédemment. Ainsi, sur les 43 patients traités avec 2 g par
jour de curcumine en addition de mésalazine ou de sulfasalazine, 2 patients (4,65 %) ont eu
une rechute apres 6 mois de traitements tandis que 8 patients (20,51 %) ont présenté une
rechute avec le placebo en addition de mésalazine ou de sulfasalazine. Cette étude indiquerait
que la curcumine serait un bon candidat pour maintenir la rémission en cas de RCH. lls
rapportent également que la curcumine permettrait de diminuer la morbidité associée a la
RCH. Cependant, Kedia et al.}*® rapportent dans leur étude (controlée aléatoire en double
aveugle et contre placebo), qu'une faible dose de curcumine (0,450 g/jour) n’est pas efficace
pour induire une réponse ou une rémission clinique de la part de patients souffrant d’une RCH

douce & modérée.

L’utilisation de la curcumine pour le traitement de la RCH semble prometteuse, de plus
I’ensemble des essais cliniques rapporte que la curcumine, aux doses administrées, n’induit
pas d’effets indésirables graves et serait bien tolérée. Une étude clinique de phase | rapporte
que I’administration de curcumine jusqu’a 8 g par jour pendant trois mois n'est pas toxique
chez I'Homme.*! Cependant, il est encore prématuré pour conclure sur 1’effet thérapeutique
de la curcumine sur la RCH. Deux méta-analyses, de 2018, sur la curcumine administrée en
tant qu’adjuvant lors de RCH concluent que les bases de données disponibles ne permettent
pas de statuer de maniere franche sur la contribution de la curcumine a obtenir une rémission

et une amélioration de la réponse clinique chez les patients atteints de RCH douce a
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modérée. 14214 Ces études rapportent que de nouveaux essais thérapeutiques seraient
nécessaires afin d’obtenir une taille d’échantillon suffisante, des doses en curcumine
adéquates et de limiter les biais afin de standardiser les protocoles et de conforter les résultats

des essais cliniques.
1.6.5. Limitation de la curcumine pour une prise par voie orale

La curcumine présente d’intéressantes propriétés pour le traitement de la RCH. Cependant,
de nombreuses études rapportent une faible solubilité, une forte dégradation au pH alcalin,
une mauvaise absorption et un métabolisme rapide de la curcumine réduisant
considérablement sa biodisponibilité.1** Effectivement, de nombreuses études chez ’animal et
I’Homme rapportent des concentrations en curcumine de 1’ordre du ng.mL™? aprés une
administration orale.!** Par exemple, une étude clinique de phase | montre une faible
concentration de curcumine dans le sérum (50,5 ng.mL™) aprés une administration orale
d’une forte dose de curcumine (12 g).1*® Wahlang et al.}*® se sont intéressés au transport de la
curcumine a travers 1’épithélium intestinal, en utilisant un model in vitro de cellules Caco-2.
IIs rapportent une faible perméabilité de la monocouche de cellules Caco-2 pour la curcumine.
lIs justifient ces résultats par une métabolisation de la curcumine absorbée et également par
une fraction de curcumine retenue dans la membrane cellulaire. En accord avec Zeng et al.,**’
ils excluent le role des systemes d’efflux (= mécanisme par lequel les cellules rejettent a
I'extérieur des composés) pour justifier la faible biodisponibilité de la curcumine. Zeng et al.
rapportent également une faible absorption et la faible perméabilité d’une monocouche de
cellules Caco-2 pour la curcumine. Fait intéressant, Frank et al.1*® montrent une augmentation
du transport (3,8 fois) de la curcumine solubilisée dans une solution micellaire a travers une
monocouche de cellules Caco-2. Cela est en accord avec une augmentation de la
biodisponibilité (185 fois) de la curcumine préparée dans une formulation a base du

tensioactif Tween 80 chez I’Homme. 14

Sur la base de ces resultats, un des objectifs de la these est d’érudier I’interaction de la
curcumine avec des modéles de membrane et de concevoir des systemes lipidiques pour le

transport et I’absorption de curcumine au niveau du c6lon afin d’en limiter ’inflammation.
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1.7. Systémes colloidaux lipidiques pour une administration orale

1.7.1. Généralités sur les systemes de délivrance de principes actifs pour une prise

orale

Les voies d’administration de principes actifs sont dépendantes de la localisation de
I’inflammation dans le tractus digestif. En cas de RCH, les zones affectées peuvent s’étendre
du rectum et au maximum, a toute la longueur du c6lon. Les formulations rectales telles que
les lavements ou les suppositoires peuvent atteindre le rectum et la partie inférieure du colon
ascendant. Cependant, celles-ci sont inefficaces en cas de pancolite, c’est-a-dire, lorsque
I’ensemble du colon est affecté. Une administration par voie orale est alors considérée comme
plus adaptée d’autant plus qu’elle permet une meilleure compliance des patients avec un codt
de mise en ceuvre plus faible. Cependant, la prise orale de médicament conduit a une
absorption précoce du principe actif (P.A.) au niveau de I’intestin gréle. La molécule active y
subira I’effet de premier passage hépatique, conduisant a sa métabolisation et son inactivation,
avant de rejoindre la circulation systémique ou seulement une faible fraction du principe actif

atteindra la région enflammée.

L’objectif des systémes de délivrance dans une stratégie de traitement de la RCH est de
réduire 1’absorption intestinale, permettant ainsi de diminuer les effets secondaires du principe
actif et d’augmenter leur concentration au niveau des sites inflammatoires. Cela permettra
aussi d’augmenter son activité thérapeutique et de réduire la fréquence et les doses de la prise
d’un médicament. En régle générale, 1’encapsulation de principe actif pour une prise orale
permet i) de prévenir ou réduire la dégradation précoce du principe actif qui conduit a une
perte d’activité pharmacologique ii) d’augmenter la concentration locale en principe actif au
niveau du site de la maladie en controlant sa libération dans le temps et I’espace iii) et de
diminuer la toxicité et les effets secondaires liés au principe actif. Paul Ehrlich (1854-1915),
prix Nobel de physiologie en 1908, fut le premier a formuler le concept de « Magic Bullet ».
Cette stratégie pionniere vise a cibler des agents pathogenes ou des cellules cancéreuses afin
de maximiser I’effet thérapeutique du principe actif tout en réduisant les effets secondaires
liés au médicament.’® Plus de cent ans aprés, ce concept reste d’actualité. Les connaissances
dans la physiopathologie de la RCH permettent le développement de systemes innovants de
libération de principe actif.
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1.7.2. Considérations générales du tractus digestif lors de RCH

Traditionnellement, les systemes de délivrance conventionnels de P.A. par voie orale
agissent selon différentes stratégies pour cibler le cdlon. En effet, libérer les principes actifs
aux sites d’intéréts expose notamment 1’enveloppe protectrice aux conditions physiologiques
du tractus gastro-intestinal telles que le pH luminal, le temps de transit, et le microbiote
intestinal (via la production d’enzymes).®! Cependant, les changements physiopathologiques
lors de RCH qui sont également dépendants de la gravité de la maladie, peuvent limiter les
stratégies établies mais une bonne connaissance de ces nouvelles conditions pourrait mener a
de nouvelles stratégies pour augmenter la concentration en P.A. au niveau des régions

coliques enflammées (Tableau I1).

Tableau I1. Changements pathophysiologiques du tractus gastro-intestinal en cas de RCH

Témoin sain RCH Références
pH luminal
e Intestin gréle 5,5-7,5 Non modifié 152
e Coblon 6,1-7,5 4.8-7,3 152
Temps de transit
e Intestin gréle 3-4h Non modifié 153
e Coblon 6-70 h 24 h 153
Flore bactérienne . o
) 10"® bactéries Diversité altérée 11,55
colique
Fonction de la Jonction serrées
o ) normale 77,78
barriére intestinale anormales

Epaisseur diminuée
Couche de mucus normale o 61,84
Diminution de PC

1.7.2.1. Temps de transit intestinal

Chez les personnes saines, le temps de transit au niveau de I’intestin est de 3-4 h
indépendamment de 1’état d’alimentation de la personne (jetine ou alimentée). Puis le passage
dans le célon peut durer de 6 a 70 h. En cas de RCH active, le temps de transit colique, c’est-
a-dire dans le colon, est diminué a 24 h en moyenne contrairement a celui de ’intestin gréle
qui parait étre invariable.’> Ce temps de transit diminué peut étre en partie attribué a une

fréquence de diarrhée augmentée.’> Ces conditions raccourciraient alors le temps de séjour

40



des systemes de délivrance au niveau des régions enflammées coliques diminuant ainsi leur

efficacité.
1.7.2.2. pH gastro-intestinal

Chez les témoins sains, le pH de I’intestin gréle est de 5,5-7,5 et augmente graduellement
jusqu’a atteindre 6,5-7,5 au niveau de I’iléon. Le pH diminue alors de la partie basse de
I’iléon jusqu’au niveau du caccum. Le pH augmente ensuite dans le cdlon gauche et dans le
rectum a 6,1-7,5.1%2 Les valeurs de pH montrent une grande variabilité interindividuelle mais
elles dépendent aussi de 1’état de la maladie chez le porteur de RCH. Effectivement,
contrairement au pH de I’intestin gréle qui ne varie pas en cas de RCH active, le pH luminal
du colon quant a lui diminue®®? avec des valeurs de pH qui ont été relevées a 2,3 au moment
d’une RCH active.'® Une diminution du pH colique en cas de RCH engendrerait alors une
libération incompléte du principe actif a partir des systemes de délivrance dépendants du pH,

réduisant ainsi leur efficacité.
1.7.2.3. Microbiote intestinal

Le c6lon humain présente une grande diversité de bactéries qui produisent de nombreuses
enzymes nécessaires a la fermentation des aliments non digérés au niveau de I’intestin gréle
tels que les glucuronidases, les galactosidases, les désaminases, les azoréductases etc...**® Ces
enzymes sont la cible de certaines prodrogues comme la sulfaselazine qui contient le 5-ASA
comme métabolite actif. Ces protéines permettent également le clivage des systéemes de
délivrance a base de polysaccharides, permettant la libération du principe actif au niveau du
cblon. Cependant, comme dit précédemment, la RCH est associée a une diminution de la
diversité bactérienne et donc a une altération de la diversité des enzymes bactériennes

cibles.'®’
1.7.2.4. Barriere intestinale enflammeée

Comme citeé dans la premiere partie de ce chapitre, lors de RCH, la barriere intestinale est
caractérisee par une structure altérée incluant une perméabilité accrue de 1’épithélium
attribuable a une dérégulation des jonctions serrées et méme a une perte totale de 1’épithélium
au niveau d’ulcération. La couche de mucus montre quant & elle, une diminution de son
épaisseur®? ainsi qu’une modification de sa composition en PC.2* Ces caractéristiques

physiopathologiques de I’épithélium colique sont également accompagnées par une invasion
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des cellules de I’immunité au niveau de la muqueuse enflammée telles que les neutrophiles,

les macrophages et les cellules dendritiques.t®®
1.7.3. Nanoparticules pour le ciblage des zones enflammeées

L’essor de la nanomédecine a permis le développement des systemes de délivrance a
Iéchelle nanométrique ayant pour objectif le traitement de différentes maladies, dont la RCH.
La nanomédecine fait référence a I’application des technologies a I’échelle nanométrique pour
le diagnostic, le traitement et la prévention de maladies.®™ Le terme nanoparticule (NP) référe
quant a lui a des particules d’une taille <100 nm, et par abus de langage, a des particules
submicroniques (<1000 nm).}%® La capacité des nanoparticules (liposomes, particules
polymeriques, lipidiques, ...) a agir efficacement comme des systemes de délivrance pour le
traitement de RCH est directement en lien avec leurs propriétés physico-chimiques induites
notamment par leur taille et leurs propriétés de surface. L’ensemble de ces propriétés
permettent de cibler préférentiellement les zones enflammées du célon, passivement ou
activement en ciblant des récepteurs cellulaires. Ces systémes ont un effet bénéfique par
rapport aux formulations conventionnelles car ils permettent un meilleur ciblage, une
meilleure bio-distribution dans les tissus visés, et ainsi moins d’effets secondaires. Ces
systemes de délivrance ont montré un effet thérapeutique similaire ou amélioré a des
concentrations en principe actif plus faibles par rapport aux formulations

conventionnelles. %8161
1.7.4. Effet de la taille du systéeme de délivrance

En 1985, Hardly et al.*®? ont montré que réduire la taille des formulations pharmaceutiques
(25 mm vs 0,5 a 1,8 mm) permet d’augmenter le temps de séjour au niveau du colon humain.
En 2001, Lamprecht et al.1% ont induit une RCH chez des rats avec de I’acide trinitrobenzéne
sulfonique (TNBS), puis des particules polymériques de 0,1; 1 et 10 um leur ont eté
administrées par voie orale. D’aprés leurs résultats, il y aurait une accumulation préférentielle
des particules dans un c6lon enflammé plut6t que dans un c6lon sain. Ils détectent aussi une
accumulation supérieure des particules de 100 nm par rapport aux particules de tailles
micrometriques dans le cdlon enflammeé. Il est a noter que les particules de cette étude
portaient une charge de surface négative. Vong et al.’®* rapportent des résultats similaires
aprés une administration par voie orale, de particules de polystyréne de 40, 100, 500 et 1000
nm, chez des souris modeles de colite. Effectivement, ils ont observé une accumulation

préférentielle des particules de 40 et 100 nm au niveau des sites enflammés du cdlon. La
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réduction de la taille des systemes de délivrance permettrait de cibler préférentiellement les
régions enflammées, et donc, d’augmenter la concentration locale en principes actifs au
niveau des lésions inflammatoires. L ’apport de nanoparticules pour le traitement de la RCH a
été étudié par Lamprecht et al.'®® Effectivement, ils ont démontré un effet anti-inflammatoire
prolongé et une réduction de 1’absorption systémique de rolipram chargé dans des particules
polymeriques (474 et 332 nm) en comparaison a une solution de rolipram. Ces particules ont
été administrées par voie orale chez des rats exprimant une colite. Les résultats ont montré
une accumulation efficace du principe actif dans les régions enflammées ainsi qu’une activité
pharmacologique prolongée. Cela a été attribué au temps de résidence des NP qui, de par leur

taille, a pu étre prolongé dans le célon.

En effet, les lésions inflammatoires engendrent une augmentation de la perméabilité de la
barriere intestinale permettant le passage, passif, des NP dans la muqueuse enflammée par
I’effet EPR pour « Enhanced Permeability and Retention ».1% 11 est également rapporté que
réduire la taille des nanoparticules permet d’augmenter leur absorption par les cellules du
systeme immunitaire dont leur nombre est largement augmenté dans la muqueuse
enflammée.’®” Par exemple, les cellules dendritiques et les macrophages ont la capacité
d’absorber des particules < 4 um par phagocytose (= absorption de particules étrangéres).'*
Reduire la taille des particules permet également d’augmenter le temps de résidence colique,
qui est largement diminué en cas de RCH, notamment a cause des diarrhées.® Les
formulations conventionnelles ne possédent pas ces avantages et sont majoritairement
congues afin de délivrer le principe actif dans une région du tube digestif selon certaines

conditions (temps, pH, enzyme bactérienne).

Fait surprenant, Schmidt et al.'®® ont étudié le potentiel des nano- et des microparticules a
étre absorbées dans la muqueuse rectale de patients humains souffrant de RCH. Ils rapportent
qu’il y a une accumulation des microparticules au niveau de la muqueuse colique enflammée
tandis que les nanoparticules n’étaient détectables qu’a 1’état de trace dans la muqueuse de ces
patients. Cela a été attribué a la translocation des NP dans des tissus plus profonds. La
contradiction obtenue entre ’Homme et 1’animal révéle une différence de la dépendance de la
taille des systémes de délivrance pour cibler les régions enflammées et demanderait davantage

d’études pour comprendre la disparité des résultats.
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1.7.5. Effet de la charge de surface des systéemes de délivrance

Réduire la taille a 1’échelle nanométrique des systemes de délivrance permettrait de cibler
passivement les lésions de 1’épithélium colique. Cependant, d’autres facteurs permettent de
moduler les effets de taille. Effectivement, Jubeh et al.'®® ont étudié les propriétés d’adhésion
de liposomes multilamellaires (800 nm) cationiques, neutres ou anioniques (potentiel de
charge de surface allant de 76 mV a -66 mV), sur des modeles de colite induite chez le rat ex
vivo. D’apres les résultats, une adhérence préférentielle des liposomes anioniques pour le tissu
enflammé serait deux fois supérieure aux liposomes cationiques ou neutres. lls révélent
également que I’augmentation de la densité de charge des liposomes anioniqueS serait
corrélée a une augmentation de 1’adhérence des liposomes sur le tissu enflammé. Quant aux
liposomes cationiques, ils adhéreraient trois fois plus a la muqueuse saine par rapport aux
liposomes anioniques ou neutres. La modulation de la charge de surface permettrait d’affiner
la stratégie d’une diminution de la taille pour le traitement de la RCH. Les charges de surface
pourraient influencer les interactions avec les composants du tractus digestif et pourraient

donc théoriquement permettre de cibler les régions enflammées du colon.
1.7.5.1. Systeme de délivrance chargé négativement

Les systemes de délivrance chargés négativement adherent préférentiellement aux tissus
enflammés via des interactions électrostatiques dues a la présence de nombreuses protéines
chargées positivement au niveau des régions inflammatoires. Effectivement, les régions
enflammeées des patients souffrants de RCH montrent une augmentation de protéines chargées
positivement sécrétées par les cellules du systéme immunitaire!’® et d’une surexpression de
transferrine dans la région enflammée.’’* En cas de RCH, la couche de mucus peut étre
diminuée, cependant il est indispensable aux nanoparticules de traverser cette premiére
barriéere afin de pénétrer la muqueuse enflammée. Contrairement aux particules chargées
positivement, les nanoparticules anioniques sont capables de diffuser dans la couche de mucus
a cause d’une diminution des interactions electrostatiques avec les mucines chargées

négativement.

Par exemple, Beloqui et al.®® ont démontré que des vecteurs lipidiques nanostructurés
(NLC) chargés en budesonide (=corticostéroide) étaient capables de réduire significativement
I’inflammation aprés une administration orale chez des souris modéles de colite. Ces NLC
sont chargés négativement (-40 mV) avec une taille d’environ 200 nm. lls ont également

montré une forte accumulation des NP au niveau du cdlon mais ils soulignent également la
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présence de ces NP dans I’intestin gréle. De plus, les NP pénétrent la muqueuse lors de colite,

alors qu’elles resteraient dans la couche de mucus chez les souris saines.
1.7.5.2. Systéme de délivrance chargé positivement

Contrairement aux systemes de délivrance anioniques, les systemes chargés positivement
révélent une faible pénétration dans le tissu enflammé colique ainsi qu’une adhérence
préférentielle pour la muqueuse saine a cause des interactions entre la muqueuse chargée
négativement et le systéme de délivrance chargé positivement.!>! Effectivement la mucine
porte une charge négative permettant 1’adhérence de ses systemes de délivrance. Cependant,
cela pourrait favoriser un meilleur contact avec la surface de la muqueuse, ce qui facilitera
leur absorption cellulaire et le relargage du principe actif. Cette meilleure adhérence permet

également un temps de résidence plus important du principe actif dans le colon.6?

Par exemple, Niebel et al.l’? ont étudié 1’efficacité de particules polymériques cationiques
(Eudragit RS) de 120 nm chargeées en clodronate dans deux modeles de colite murine apreés
une administration rectale. Seul, le clodronate est inefficace pour traiter I’inflammation, mais
en association avec les NP cationiques, il permet d’atténuer I’inflammation dans les deux
modeles de colites. Cependant, I’interaction avec la mucine empécherait le transport des NP
cationiques a travers la couche de mucus et risquerait une libération prématurée du principe
actif. Fait surprenant, en 2017, Igbal et al.l™ ont préparé des nanoparticules (= 110 nm)
de poly(éthyléne glycol)-bloc-poly(acide lactique-co-glycolique) chargées en siRNA (small
interfering RNA) dont la charge de surface est positive, neutre ou négative (+31 mV a -17
mV). Apres une administration par voie orale chez des modeles de colite murine, ils
rapportent des résultats contradictoires vis-a-vis de la littérature avec une accumulation
préférentielle des nanoparticules chargées positivement au niveau des régions inflammatoires

du cdlon et celles-ci seraient également plus efficaces pour traiter 1I’inflammation.
1.7.6. Autres stratégies

Méme si les stratégies dépendantes de la taille ou de la charge de surface des
nanoparticules semblent étre des critéres d’élaboration permettant un meilleur ciblage des
régions enflammées, des résultats antagoniques sont pour autant publiés. Ce manque
d’uniformité des résultats est principalement di aux modeles utilisés ou la majorité des
expériences sont tantdt menées ex vivo ou in vivo avec une administration rectale.®! D’autres

stratégies thérapeutiques sont continuellement proposées comme une modification de surface
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des systemes de délivrance par 1’ajout d’une couche de poly(ethyléne glycol) ou chitosan
connu pour favoriser, respectivement, la muco-pénétration ou la muco-adhésion des particules
au niveau des sites enflammés.*>174 Wilson et al.1™ ont, quant a eux, tiré avantage de la
surproduction d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS pour reactive oxygene species) au
niveau des régions enflammées du colon. Pour cela, ils ont formulé des nanoparticules
polymeriques qui se dégradent en réponse aux ROS. Par ailleurs, le ciblage actif des zones
enflammées via la fonctionnalisation de la surface des NP avec des ligands spécifiques de
récepteurs de surface cellulaire pourrait permettre d’augmenter le ciblage, et donc la

concentration locale en principe actif et de diminuer ainsi les effets secondaires.'’®

D’une maniére générale, il ressort de ces études que diminuer la taille du systeme de
délivrance a [’échelle nanométrique permet de cibler préférentiellement les régions
enflammées du célon lors de RCH et d’obtenir une activité pharmacologique du principe
actif prolongée. Une charge de surface négative permettrait une accumulation des NPs au
niveau de la muqueuse enflammée tandis que les systemes de délivrance cationiques

favoriseraient une interaction avec la couche de mucus.

1.8. Particules lipidiques pour le traitement de la RCH

Les systemes de délivrance de taille nanométrique pour une administration orale ont
démontré, lors d’études précliniques, la capacité de cibler préférentiellement les régions
atteintes par la RCH par rapport aux régions saines du c6lon. Ces résultats ont généré de
nombreuses stratégies d’élaboration de systemes de délivrance tels que des particules
polymeriques, des particules lipidiques ou encore des nanoparticules inorganiques permettant
une augmentation de ’efficacité de traitements conventionnels (Tableau Ill). Par exemple,
Moulari et al.}’” ont étudié I’efficacité d’une administration orale de 5-ASA chargée dans des
nanoparticules de silice (140 nm et potentiel Zeta négatif) dans un modele de colite murin. Ils
ont montré une adhésion du systéme de délivrance sélectif au tissu enflammé créant un
réservoir de médicament, diminuant ainsi la disponibilité du principe actif aux tissus sains. Ils
rapportent que I’encapsulation dans ce systeme de délivrance permet de réduire la dose de
5-ASA administrée par rapport a une solution de 5-ASA. Ali et al.}”® ont démontré 1’apport

d’une encapsulation de budésonide dans des nanoparticules polymériques dépendant du pH
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grice a un enrobage d’Eudragit®. Il a été constaté que la délivrance par des nanoparticules de
PLGA (poly(lactic-co-glycolicacid)) enrobées d’une couche d’Eudragit® atténuait la colite
induite de maniére significative par rapport aux nanoparticules de PLGA ordinaires, qui

étaient elles aussi, plus efficaces qu'un traitement avec du budésonide libre.

Parmi ces systemes de délivrance, les nanoparticules lipidiques solides (SLN) semblent
prometteuses. En tant que particules lipidiques, elles allient les avantages d’une matrice
biocompatible et biodégradable en raison de leur nature!’® et permettent une production a
grande échelle sans I’utilisation de solvants organiques.'® Parmi les particules lipidiques, on
retrouve également les liposomes, qui sont des vésicules composées exclusivement de
molécules lipidiques, les émulsions et microémulsions et les NLC (nanostructured lipid

carriers).

Tableau 1. Vue d’ensemble d’études précliniques prometteuses utilisant des systemes de
délivrance nanoparticulaires encapsulant des traitements conventionnels de la RCH pour une

administration orale

Principe Actif Systeme de délivrance Taille (nm) Potentiel Ref.
Zéta (mV)
5-ASA PCL 200-350 neutre 181
silice 140 Chargée 177
négativement
silice 90 - 182
Budésonide PLGA/Eudragit®S 100 260-280 - 183
NLC 280 -40 154
Eudragit® FS30D/RS100 250 - 184
Dexaméthasone/ SLN 75 - 185
cholesterol butyrate
Cyclosporine A PLGA 160 -30 186

5-ASA : acide 5-aminosalicylique ; SLN : solid lipid nanoparticles ; NLC : nanostructured lipid carriers ;

PCL : polycaprolactone ; PLGA : poly(lactic-co-glycolicacid)
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1.8.1. Liposomes

Les liposomes sont des vésicules artificielles sphériques composées d’une ou plusieurs
bicouches phospholipidiques (LUV ou MLV) entourant un compartiment aqueux. Les
phospholipides sont des molécules amphiphiles, possédant une partie hydrophile (la téte
polaire) et une partie hydrophobe (les chaines acyles). En solution, ils vont s’auto-organiser
dans la configuration thermodynamique la plus favorable : les tétes polaires sont exposées au
contact de I’eau tandis que les chaines aliphatiques vont se regrouper et former un espace
hydrophobe. Leur taille varie de 20 nm a quelques micromeétres.

1.8.1.1. Application des liposomes pour le traitement de la RCH

Du fait de leur biocompatibilité, de la possibilité d’encapsuler des substances actives
hydrophiles (dans le compartiment aqueux) et hydrophobes (dans la bicouche
phospholipidique), et de leurs propriétés physico-chimiques ajustables (taille, charge de
surface etc..), la capacité des liposomes a étre utilisés comme systeme de délivrance de
principe actif lors de RCH a été explorée (Tableau 1V). Les liposomes ont démontré la
capacité de cibler les régions enflammées du cblon ex vivo notamment grace a la modulation
de leur charge de surface,'®®!™* et de délivrer des principes actifs au niveau des sites
inflammatoires. Par exemple, Jubeh et al.!®” ont encapsulé des antioxydants dans des
liposomes anioniques d’une taille de 400 nm. Ils ont montré que ces formulations étaient plus
efficaces pour traiter une colite induite chez le rat que les antioxydants libres. lls ont attribué
cela & une meilleure adhérence des liposomes chargés negativement, a 1’épithélium enflammé
favorisant un temps de résidence plus important et donc une absorption plus importante des
antioxydants dans la muqueuse enflammée. Kesisoglou et al.’8 quant a eux, ont montré que
I’encapsulation de 5-ASA dans les liposomes réduit son absorption systémique chez des
souris saines et permet une concentration plus importante du principe actif dans un tissu

enflammé par rapport a un tissu sain.

Les suspensions liposomales conventionnelles montrent un fort potentiel pour une
utilisation en tant que systéme de délivrance dans le traitement de la RCH car ils permettent,
in vivo, le ciblage des régions enflammeées, une augmentation de la concentration en principe
actif dans les régions enflammées et une réduction de leur absorption systémique. Cependant,
ces derniers révelent une faible stabilité dans les conditions rudes du tractus digestif limitant

alors administration par voie orale.

48



Tableau 1V. Etude pré-clinique utilisant des liposomes comme systéme de délivrance par voie intra-colique pour le traitement de RCH.

o ) Potentiel
Principe . . Taille . .
) Composition Méthode Zeta EE (%) Modeéle d’étude Résultats/Ref.
Actif (nm)
(mV)
-PC Hydratation MLV Exvi Les liposomes cationiques adhérent 3 fois plus a la muqueuse saine.
, X Vivo
- DODAB (chargé +) | de film fin . o Liposomes anioniques adhérent deux fois plus & la muqueuse enflammée que les
- - DSPG (chargé -) 800 76 a -66 - Colite induite par DNBS o
. neutres ou cationiques.
- Cholestérol chez le rat
Adhérence liée a la densité de charge de surface. (2003)'6°
-PC Hydratation MLV In vivo Antioxydants encapsulés plus efficaces que les antioxydants libres. (2006)¢7
Antioxydant -PG ) de film fin -66 55a85 Colite induite par DNBS

- Cholestérol 400

chez le rat
Hydratation In vivo Suppression de la réaction inflammatoire.
Oligonucléotide | - POPC o o _
i - Cholestérol de film fin - - - Colite induite par DNBS | Liposomes permettent aux CD 40 de traverser la mugueuse. (2005)8°
antisens CD40

chez le rat

- Lécithine d’ceuf Evaporation LUV o5 35 In vivo Absorption systémique réduite de la 5-ASA.

5-ASA -PG de solvant Entre 0,5 et Colite induite par DSS Augmentation de la 5-ASA au niveau des régions enflammées. (2005)188
- Cholestérol 1,5 um chez le rat
Injection In vivo Carnitine encapsulée améliore significativement la colite induite. (2006)!%
Carnitine - POPC d’éthanol 85 - - Colite induite par TNBS

chez le rat

-PC Injection Ex vivo Transferrine est induite dans les régions enflammées de RCH.

- B (F;E lestérol d’éthanol 420 -35a-4 - Colite induite par DNBS | La transferrine permet I’accumulation préférentielle des liposomes anioniques sur

- Cholestéro

chez le rat les régions enflammées. Mais pas pour les liposomes neutres. (2009)17

EE (%) : efficacit¢ d’encapsulation (%); PC: phosphatidylcholines; DODAB : Dimethyldioctadecylammonium bromide ; DSPG : 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol ; PG :
phosphatidylglycérols ; POPC : 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine ; MLV : multilamellar vesicles ; LUV : Large unilamellar vesicles ; DNBS : acide diazobenzéne sulfonique ;

DSS : Dextran sulfate de sodium ; TNBS : Acide trinitrobenzéne sulfonique.
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1.8.1.2. Limitations de I’utilisation des suspensions liposomales conventionnelles

pour une administration orale

Apres une administration orale, les liposomes conventionnels (non modifiés) sont soumis
aux conditions gastro-intestinales pouvant leur étre déléteres, car ils subiront les effets
combinés du pH acide de I’estomac, des sels biliaires et des lipases pancréatiques présentes au
niveau de I’intestin et menant a une diminution de la concentration en liposomes et a une
libération précoce des substances actives encapsulées.'®* Par exemple, une incubation de 120
min dans un fluide intestinal simulé induit des dommages de la membrane liposomale
indiquant une hydrolyse partielle des phospholipides de la bicouche par les lipases
pancréatiques. De plus, ’augmentation de la concentration en sels biliaires s’avére aussi
néfaste pour I’intégrité de la membrane.’® Les sucs pancréatiques, qui contiennent des
enzymes lipolytiques telles que les lipases, les phospholipases A2 et des cholestérol estérases
hydrolysent les phospholipides contenus dans les liposomes conduisant & la perte de leur
structure.® Les sels biliaires ont une action détergente permettant la formation de micelles
contenant des phospholipides afin de promouvoir ’activité des lipases intestinales. Les sels
biliaires pourraient également s’insérer dans la bicouche liposomale rendant ainsi la
membrane plus fluide, ce qui conduirait également a une libération précoce du principe

actif 192
1.8.2. Nanoparticules lipidiques solides (SLN)

Les SLN sont des systemes de délivrance prometteurs pour la délivrance de principe actif
lors de RCH. lls sont généralement constitués de lipides solides a température ambiante
stabilisés par la présence de tensioactifs ou de co-tensioactifs. L’utilisation d’une matrice
lipidique solide offre une meilleure maitrise de la libération de principes actifs via une

mobilité réduite au sein d’une telle matrice.
1.8.3. SLN de seconde génération : les NLC (nanostructured lipid carriers)

Une seconde génération de SLN, nommeée les NLC (nanostructured lipid carriers), a été
développée afin de lutter contre les faiblesses des systémes homologues, notamment pour
augmenter la quantité de principe actif encapsulé et aussi contrdler 1’expulsion des composés
bioactifs durant le stockage. lls sont composés tout comme les SLN de lipides solides mais ils
incluent également des lipides liquides a température ambiante. L’incorporation d’un lipide

liquide a la matrice solide de la nanoparticule augmente le nombre d’imperfections facilitant
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I’incorporation du principe actif tout en préservant la stabilité du systéeme de délivrance. lls
offrent donc une meilleure incorporation de principe actif dans la matrice lipidique et
permettent de réduire 1’expulsion du principe actif durant le stockage d0 a un indice de

cristallinité plus faible et & des transitions polymorphiques plus lentes. %1%
1.8.4. Application des SLN et des NLC pour le traitement de la RCH par voie orale

Les nanoparticules lipidiques (SLN et NLC) paraissent étre des systemes de délivrance
prometteurs pour le traitement de la RCH. En effet, elles allient les avantages d’une matrice
biocompatible et biodégradable en raison de leur nature lipidique,'”® d’une protection du
principe actif, d’une libération davantage contrélée par rapport aux émulsions et permettent
une production & grande échelle sans I’utilisation de solvants organiques.'®® Ces bénéfices ont
conduit a la réalisation d’études pré-cliniques utilisant ces systemes de délivrance afin de

traiter par voie orale des colites induites chez ’animal (Tableau V et VI).

Par exemple, en 2016, Beloqui et al.,*® ont encapsulé de la curcumine dans trois systémes
de délivrance lipidiques différents : des systémes de délivrance de principe actif auto-
nanoémulsifiants, des nanocapsules recouvertes de protamines (= polypeptide augmentant la
pénétration cellulaire) et des NLC. Lors d’une administration in vivo de ces systemes de
délivrance chez des modeéles de colite induite chez la souris & une concentration en curcumine
de 1,9 mg.kg?, seules les NLC étaient capables de diminuer significativement 1’inflammation.
Plus récemment, en 2019, Sharma et al.® ont réalisé des SLN a partir d’acide stéarique et de
tristéarine permettant 1’encapsulation de curcumine. Ils ont montré qu’une administration par
voie orale de ce systeme de délivrance chez des cochons d’Inde, a une dose de curcumine de
15 mg.kg™, permet de traiter significativement la colite induite. Ils relévent également une
forte concentration de curcumine dans les tissus enflammés confirmant une bonne rétention

du systeme de délivrance et/ou une pénétration dans la muqueuse enflammée.

Ces résultats montrent le potentiel des nanoparticules lipidiques a étre utilisées comme
systeme de délivrance en cas de RCH. Effectivement, au-dela de leur biocompatibilité ou de
la facilité de production sans [utilisation de solvant, ils permettent d’augmenter la
biodisponibilité d’un principe actif et de contréler sa libération dans le temps et dans
DUespace, permettant ainsi une libération soutenue et ciblées du principe actif
principalement au niveau des régions enflammées en cas de RCH. Ces propriétés
permettent également de diminuer ’absorption systémique du médicament et donc de

diminuer ses effets secondaires.

51



Tableau V. Etudes pré-cliniques utilisant des SLN comme systéme de délivrance par voie orale pour le traitement de RCH.

o ) o ] Taille Potentiel ]
Principe Actif Composition Meéthode EE (%) Model d’étude Résultats/Ref.
(nm) Zeta (mV)

Cyclosporine A* - Precirol Homogénéisation Effet immunosuppresseur dépendant de la dose des formulations.

- Taurocholate de sodium | a chaud suivi par ) (2015) 17

o 121202 . 98 In vitro
-PC ultrasonication -30a-15
Cellules Jurkat

- Tween 80

- Pluronic® F127
Cyclosporine A - Precirol Homogénéisation Les formulations ne sont pas efficaces pour réduire 1’inflammation

- Taurocholate de sodium | a chaud suivi par In vivo colique. (2016)%%

-PC ultrasonication 200 -28a-16 97 Colite induite par DSS

- Tween 80 chez la souris

- Pluronic® F127
Dexamethasone/ - Epikuron™ 200 Microemulsion a Invi La combinaison dexamethasone et butyrate co-chargé dans des SLN

n vivo
cholesterol - Sodium glycocholate chaud o est efficace pour réduire I’inflammation.
160 -28 - Colite induite par DSS o . . .
butyrate -PC . Effet anti-inflammatoire supérieur lorsque les PA sont combinés par
chez la souris .
rapport a I’utilisation séparée de I’'un ou de I’autre. (2017)%8°

Curcumine - Acide stéarique emulsification La formulation montre un effet anti-inflammatoire supérieur par
(15 mg.kgt) - Tristéarine /évaporation  de 190 In vivo rapport a la curcumine seule.

- Lécithine de soja solvants suivis par -28 83 Colite induite par DSS La formulation est davantage localisée au niveau de la région

- Pluronic F123
- Alcool polyvinylique

ultrasonication

chez le cochon d’Inde

enflammée. (2019)%

EE (%) : efficacité d’encapsulation (%) ; PC : phosphatidylcholines ; SLN : solid lipid nanoparticles ; DSS :
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Dextran sulfate de sodium




Tableau VI. Etudes pré-cliniques utilisant des NLC comme systeme de délivrance par voie orale pour le traitement de RCH.

Potentiel
Principe Actif Composition Méthode Taille (nm) EE (%) Model d’étude Résultats/Ref.
Zeta (mV)
Budésonide - Precirol ATO®5 Homogénéisation nvi Budésonide encapsulé dans les NLC réduit plus efficacement
; nvivo
- Miglyol 812 a haute pression o I’inflammation par rapport au budesonide en solution.
- Tween 80 204 -40 95 Colite induite par T de résid ter dans le colon, (2013)'
emps de résidence augmenter dans le colon.
- Poloxamer 188 DSS chez la souris P J
Curcumine - Precirol ATO® Homogeénéisation . Compare NLC, SNEDDS et NC.
- Miglyol 812N/F | , In vivo . Lo
(1,9 mg.kg?) aly! & haute pression o Seul les NLC montrent un effet anti-inflammatoire in vivo.
- Tween 80 280 -10 95 Colite induite par (2016)1%
- Kolliphor® P188 DSS chez la souris
Vitamine D3 -PC Emulsification i La formulation permet une présence de vitamine D3 prolongée.
n vivo
-PS évaporation de 110 o (2018)%%°
- Monostéarate de Want -17 60 Colite induite par
solvant avec
glycerol o DSS chez la souris
- Pluronic F127 ultrasonication
Budésonide - Compritol ATO Homogénéisation NLC nues : NLC nues : NLC nues : La formulation recouverte en surface par du mannose montre une
888 a haute pression 284 13 93 meilleur sélectivité des régions enflammeées et des propriétés anti-
- Labrafac WL 1349 In vivo infl toi L. t3laf lati
) : inflammatoires supérieures par rapport a la formulation sans
Stearylamine Colite induite par 200
- Span 80 Mannose en Mannose en Mannose en DSS chez le rat mannose en surface. (2018)
chez le ra
- Polysorbate 80 surface : surface surface
- Poloxamer 188
-p-mannose 302 8 9

EE (%) : efficacité d’encapsulation (%) ; PC : phosphatidylcholines ; PS : phosphatidylsérines ;

SNEDDS : self-nanoemulsifying drug délivery systems

NLC : nanostructured lipid carriers; DSS : Dextran sulfate de sodium ; NC : nanocapsules ;
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1.9. Conclusion et objectifs de la these

La rectocolite hémorragique fait partie des maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin, dont les épisodes symptomatiques ont la particularité¢ d’apparaitre par intermittence
avec des phases de rémission. Actuellement, en France, le Vidal recommande différents
traitements selon ’activité et les complications liées a la maladie. Cependant, la RCH reste
une maladie incurable et ’efficacité des traitements est encore modeste, souvent accompagnés

de nombreux effets secondaires, parfois graves.

Dans ce contexte, 1’utilisation combinée de curcumine, qui a démontré un fort potentiel
anti-inflammatoire, et de phosphatidylcholines exogenes, permettant de rétablir la fonction de
barriere hydrophobe de la couche de mucus, semble étre une solution de choix pour le
traitement de la RCH. Malgré leur fort potentiel thérapeutique, ces deux molécules souffrent

d’une faible biodisponibilité lors d’une prise par voie orale.

Dans ce cas, I’encapsulation de curcumine et de phosphatidylcholines dans des systemes
de délivrance permettrait d’inhiber la digestion et I’absorption précoce des
phosphatidylcholines au niveau de la partie haute du tractus gastro-intestinal et d’outrepasser
la faible solubilité et la faible absorption de la curcumine. De nombreux systémes de
délivrance sont rapportés dans la littérature, parmi eux, les systémes de délivrance lipidiques
semblent étre les plus prometteurs. Effectivement, de par leur nature lipidique, ils offrent une

excellente biocompatibilite.

Parmi les systemes de délivrance lipidigues, on peut citer les liposomes (non-modifiés), qui
semblent avoir une bonne capacité a cibler les régions enflammées du célon. Cependant, ces
derniers sont sensibles aux dures conditions gastro-intestinales en cas de RCH aprées une
administration orale. Les nanoparticules lipidiques solides, quant a elles, ont montré leur
capacité a cibler la région enflammeée du c6lon, tout en assurant une libération prolongée des

principes actifs apres une administration orale.

Ainsi, comprendre les interactions entre la curcumine et les phospholipides permettrait
d’améliorer I’efficacité thérapeutique de la curcumine, permettant ainsi d’améliorer son
absorption au niveau de la muqueuse du célon. De plus, la réalisation de particules lipidiques
de tailles submicroniques, les SLN, permettrait de contréler la libération de curcumine et de
phosphatidylcholines au niveau de la région enflammée du colon et d’assurer une libération

prolongée.
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2. Interactions curcumine - phospholipides

2.1. Introduction

Les phospholipides sont, a la fois, des constituants de choix pour développer des vecteurs
de principes actifs, dont la curcumine, et les principaux constituants des membranes
biologiques, cibles de certains médicaments ou alors passage obligatoire de certains principes
actifs (PA) avant d’atteindre leur cible. En effet, les vecteurs phospholipidiques qui sont
généralement des liposomes, ont été largement étudiés comme systémes d’encapsulation et de
libération de la curcumine par voie orale. Cependant, les liposomes de phospholipides ne sont
pas des structures colloidales tres stables dans les conditions gastro-intestinales. C’est
pourquoi, ce type de vecteurs nécessite des modifications structurales ou I’ajout d’additifs
pour rigidifier leur membranes et assurer ainsi I’acheminement et la libération des principes
actifs jusqu’aux régions d’intéréts. Le vecteur a donc pour but de préserver les PA de la
dégradation durant le transport. Une fois les principes actifs libérés, le passage a travers les
membranes est une étape clé, dans le cas des MICI, le passage a travers la muqueuse
intestinale. Ainsi, étudier les interactions entre la curcumine et les phospholipides qui
constituent le vecteur permettrait, & la fois, d’améliorer I’efficacité du transport et les

mécanismes d’absorption des PA et donc leur biodisponibilité.

Dans ce chapitre nous allons décrire dans un premier temps quelques généralités sur les
phospholipides et leur mode d’organisation, en bicouches liposomales ou en monocouches
lipidiques, car ces systémes sont considérés comme des modéles de membranes biologiques.
Nous allons ensuite présenter quelques caractéristiques physico-chimiques sur la curcumine
et sur les interactions curcumine-phospholipides. Enfin, les résultats exposés et discutés dans
ce chapitre se focaliseront sur [’étude des interactions entre la curcumine et des vésicules de
lecithine de soja. Puis, sur [’étude des interactions dans un systéme ternaire, composé de
curcumine, de DOPC et d’un céride, le palmitate de cétyle. Ce dernier a été choisi pour
rigidifier le vecteur phospholipidique et favoriser [’internalisation de la curcumine dans la

monocouche lipidique.
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2.2. Généralités sur les phospholipides

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles composées de deux chaines
aliphatiques (dites lipidiques) pouvant étre saturées ou insaturées et d’un groupement
phosphate de nature polaire. La famille des phospholipides est divisée en deux sous-groupes,
les phosphoglycérides et les sphingomyélines (Figure 1). Cette distinction a été faite a cause
de la nature chimique du groupe de jonction entre les chaines carbonées et la téte polaire
phosphatée.

Sphingomyéline :
Sphingosine

OH 0

[
N P R
OH

D HaC\/\/\/\/\/\/\/\[T,NH

o]

Glycérophospholipide :

0
/\/\/\/\/\/\/\)L =
M he ~O—CHj
2 . O—CH sn-2 10
i 7 Y
.C—0—P—
0] sn-3 | \R
OH
Squelette glycérol

CH3

Figure 1. Structure chimique d’une sphingomyéline et d’un glycérophospholipide. (1) Chalnes d’acide gras

saturé ou insaturé (2)

2.2.1. Les phospholipides

La plupart des phospholipides sont des phosphoglycérides ou deux fonctions alcool du
glyceérol sont estérifiées en position sn-1 et sn-2 par des acides gras, formant ainsi la partie
hydrophobe des phospholipides. La troisieme fonction alcool est estérifiée par 1’acide
phosphorique, lui-méme pouvant porter différents groupements polaire (éthanolamine,
glycérol, choline, sérine, inositol), et constituer ainsi la téte polaire du phospholipide (Tableau
). Les phospholipides sont donc des molécules amphiphiles bicaténaires qui en solution

aqueuse s’organisent en liposome pour minimiser I’interaction des chaines grasses avec I’eau.
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Tableau I. Exemples de groupements chimiques associés au groupement phosphate des
phospholipides

Nom Formule chimique
Phosphatidyléthanolamine (PE) -CH,-CH,-NH3*
Phosphatidylglycérol (PG) -CH,-CHOH-CH,0OH
Phosphatidylcholine (PC) -CH2-CH2-N(CHa)s*
Phosphatidylsérine (PS) -CH2-CH(COO")-NHs*

2.2.2. Organisation des phospholipides en bicouche

De par leur caractere amphipathique et leur géométrie, le principal mode d’organisation
des phospholipides est en bicouche, les liposomes unilamélaires étant le modéle le plus

simpliste.

En fonction du mode de préparation, plusieurs types de liposomes peuvent étre formés
avec des tailles et des structures internes différentes. Les liposomes formés d’une seule
bicouche concentriqgue entourant un compartiment aqueux sont nommés vésicules
unilamellaires. Les vésicules multilamellaires (multilamellar vesicles ou MLV) quant a elles
sont constituées de plusieurs bicouches concentriques, communément appelées structure en

oignon.?

Les vésicules unilamellaires peuvent également étre classifiées selon leur taille : les petites
avec une taille comprise entre 20 et 100 nm (small unilamellar vesicles ou SUV), les grandes
dont la taille varie de 100 a 1000 nm (large unilammellar vesicles ou LUV) et les géantes
présentant une taille supérieure & 1 um (giant unilamellar vesicles ou GUV).23

Les bicouches peuvent adopter des états physiques différents appelés phases lipidiques
(Figure 2).
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Figure 2. Représentation schématique d’un liposome unilamellaire. Les zooms dans la bicouche

phospholipidique liposomale schématisent une phase fluide désordonnée (ou L,) et une phase gel ordonnée (ou
Lp)

2.2.2.1. Température de transition de phase des phospholipides

Lorsque les vésicules sont composées d’un seul type de lipides, I’augmentation de la
température du systéme conduit a une transition de phase et a une réorganisation réversible
des lipides d’une configuration dite phase gel ordonnée (Lg ou de configuration trans) vers
une phase fluide désordonnée (L, ou de configuration gauche) (Figure 2). La température a
laquelle se fait cette transition est appelée « température de transition de phase » ou Tm. A une
température inférieure a Tm, les chaines hydrocarbonées sont ordonneées, paralléles entre elles,
étirées au maximum et peu mobiles. Lorsque la température se rapproche de Tm, la mobilité
moléculaire accroit, ainsi que la probabilité d’une isomérisation trans-gauche. Au-dela de Tnm,
les bicouches passent dans un état « fluide » ou les chaines hydrocarbonées sont
désordonnées. La température de transition de phase dépend de la longueur et de la saturation
des chaines des phospholipides. Ainsi, Tm augmente avec la longueur de la chaine
hydrocarbonée et inversement, diminue avec 1’augmentation du nombre de liaisons insaturées
ou encore avec la ramification. Si les phospholipides a deux chaines insaturées (cas du
DOPC) sont dans une phase fluide a température ambiante, les phospholipides a deux chaines

saturées ont une température de transition de phase comprise généralement entre 40 et 50 °C.
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2.2.2.2. Fluidité membranaire

En solution, les bicouches des liposomes ont un caractere dynamique. Effectivement, les
phospholipides peuvent diffuser librement dans la membrane, tourner librement autour de leur
axe, perpendiculairement au plan de la membrane ou diffuser latéralement. Au sein de la
bicouche, les phospholipides sont capables de passer d’une monocouche a [’autre par
mouvement de « flip-flop » (= diffusion transversale). Cependant ce processus, frequent dans
les membranes biologiques sous 1’action des flipases, est moins fréquent et lent dans les

liposomes synthétiques. Des échanges inter-liposomaux peuvent également se produire.*

L’aptitude des phospholipides a diffuser dans la membrane définit la fluidité membranaire.
Une bicouche phospholipidique dans un état gel ordonné se caractérise par une diminution de
la fluidité par rapport a son état désordonné de type fluide. La perméabilité et la fluidité des
liposomes augmentent lorsque la bicouche passe d'un état « gel » ordonné a une phase fluide
désordonnee. La température influence donc fortement 1’organisation de la bicouche
phospholipidique augmentant ainsi la perméabilité des liposomes ce qui entrainerait un
relargage prématuré du ou des principes actifs encapsulés a cause de 1’altération de la paroi

liposomale.*
2.2.2.3. Addition de « tampons » de fluidité

La fluidité des bicouches peut étre modifiée soit en variant le ratio entre les lipides saturés
et insaturés soit en ajoutant des molécules (non nécessairement lipidiques) qui peuvent
s’intercaler entre les chaines grasses ou alors entre les tétes polaires, modifiant ainsi
I’empilement (le packing) et donc la fluidité. Dans ce contexte, le cholestérol est largement
utilisé dans les suspensions liposomales car il permet a la fois d’augmenter ou de diminuer la
fluidité selon les phospholipides constituant les bicouches. Il s’intercale dans la membrane en
exposant son groupement hydroxyle vers la phase aqueuse et sa partie apolaire parallelement
aux chaines hydrocarbonées.® Le cholestérol permet ainsi un meilleur empilement des lipides
au-dessus de la Tm, ce qui augmente la rigidité de la phase fluide ; et inversement, il permet de

fluidifier les lipides de la membrane en phase gel.®
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2.2.3. Organisation des phospholipides en monocouche

Etant amphiphiles, les phospholipides peuvent s’organiser en monocouche aux interfaces,
et notamment s’organiser en film a celle entre 1’air et I’eau, nommée film de Langmuir. Dans
cette configuration, les tétes polaires hydrophiles, sont immergées dans la phase aqueuse
tandis que les queues hydrophobes sont dirigées vers 1’air. La balance de Langmuir est
communément utilisée pour étudier en compression les différents états physiques des lipides

(gaz, liquide expanse, liquide condensé ou solide) dans le film formé a I’interface air/eau.
2.2.3.1. Monocouche de Langmuir

De maniére générale, les monocouches de Langmuir sont obtenues en épandant a
I’interface air/eau une solution de molécules amphiphiles solubilisées dans un solvant
organique volatil et non miscible a I’eau (comme le chloroforme). La balance de Langmuir est
composée d’une cuve en Téflon® surmontée de deux barriéres limitant la surface d’étalement
des lipides aux dimensions formées par les bords de la cuve et les barrieres mobiles. La
présence de phospholipides a la surface de 1’eau modifie alors sa tension superficielle. La
compression symétrique des barriéres réduit la surface disponible autour des phospholipides

et donc ’aire disponible par molécule (Figure 3).

Lame en platine (

% - " \’ L o . = o w

/ L
W ¢

Aire disponiblediminue
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Aire disponiblediminue
= Taugmente

Figure 3. Principe de la compression des films monomoléculaires par la technique de Langmuir, schéma extrait
de la thése de Robin,” 2014.
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Sous ’effet de la compression, 1I’ordre des molécules amphiphiles augmente et la tension
superficielle diminue (et donc la pression de surface augmente). Cette tension superficielle est
mesurée a 1’aide d’une électro-balance a laquelle est reliée une lame en platine (plaque de
Wilhelmy) partiellement immergée entre les deux barrieres pendant la compression du film
(Figure 3). La pression de surface (I7) est définie comme la différence entre la tension
superficielle du liquide pur (yo) et celle du liquide recouvert par un film monomoléculaire (y)

selon I’équation 1 :
nH=y,— vy Equation 1

L’association de la plaque de Wilhelmy et de la balance de Langmuir permet donc de
suivre la pression de surface (I7) en fonction de 1’aire moléculaire moyenne (A) occupée par
un phospholipide & une interface air/eau. Il est ainsi possible de tracer 1’isotherme de

compression ; pression de surface-aire par molécule (77-A).
2.2.3.2. Compressibilité d’une monocouche

Lors de la compression, la monocouche lipidique passe par différentes phases
d’organisation. Afin de determiner la nature de ces phases, la valeur du module de
compressibilité peut étre calculée. La compressibilité de la monocouche (Cs) est déterminée a

partir de I’isotherme de compression selon I’équation 2 :

C;=-4 (Z—ﬁ)T Equation 2

Dans cette équation, A est I’aire moléculaire moyenne donnée a une pression de surface /7
et a une température T. L’inverse de la compressibilité (Cs?), aussi appelé module de
compressibilité, rend compte de la capacité de déformation de la monocouche.
L’augmentation de Cs exprime un film plus rigide, et inversement, une diminution indique
un film plus fluide. La valeur maximale de Cs* correspond également a I’empilement le plus

compact des molécules dans la monocouche.

Le comportement d’un lipide en monocouche dépend principalement de ses propriétes
physiques et chimiques, de la température et de la composition de la sous-phase. Par exemple,
différents états de la monocouche peuvent exister en fonction de la longueur des chaines
hydrocarbonées et des forces cohésives ou répulsives existantes entre les tétes polaires.® Par
exemple, Dynarowicz-L. atka et al.® ont observé 1’effet de la saturation des chaines acyles sur

la compressibilité de monocouches a une interface air/eau a 20 °C en comparant trois
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phospholipides : le 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (deux chaines saturées,
DSPC), le 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (une chaine insaturée, SOPC), le
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (deux chaines insaturées, DOPC). La valeur du
module de compressibilité est maximale pour le DSPC (330 mN.m™) et diminue & environ
100 mN.m lors de I’introduction d’une (SOPC) ou de deux (DOPC) insaturations. Il apparait
alors que I’insaturation des chaines acyles du phospholipide tend a diminuer 1I’empilement des

molécules et donc la rigidité du film.
2.2.3.3. Détermination des phases lipidiques

Comme montré dans la Figure 4, les isothermes de compression permettent de mettre en
évidence les différents états de la monocouche lipidique. L’ensemble de ces phases lipidiques

n’est pas nécessairement observé pour tous les phospholipides.

LC

LC/LE A
- 6ot

Pression de surface, M (mN.m™)
1

. LE/G ¢

T T T T T T T T T T T T T

Aire par molécule, A (AZmolécule™)

Figure 4. Représentation schématique d’un isotherme de compression de molécules amphiphiles & une
interface air/eau, d’aprés Kagener et al.,’% 1999. G : gaz ; LE : Liquide Expansé ; LC : Liquide Condensé ; S :

solide.

La phase gaz correspond a une trés grande aire par molécule (A). Les molécules sont
éloignées et n'exercent aucune force les unes sur les autres. Les valeurs de pression de surface

et de Cs! sont nulles. 112
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Sous compression, la diminution de 1’aire par molécule entraine une condensation des
molécules et une augmentation de la pression de surface. Les chaines acyles du lipide restent
désorganisées mais elles se redressent et commencent & interagir entre elles. Cette phase est
appelée phase liquide expansé (LE). La valeur du module de compressibilité est d’environ
50-100 mN.m1 1112

En poursuivant la compression, le passage de la phase liquide expansé a une phase liquide
condensé (LC) peut étre observé. Cette phase est caractérisée par un arrangement compact
des tétes polaires et un agencement paralléle/oblique entre les chaines alkyles par rapport a

I’interface. Cette phase est atteinte pour des valeurs de Cs* supérieures a 100 mN.m*,11:12

La derniére phase est la phase solide. Elle correspond a un fort empilement des chaines de
lipides. Les valeurs de module de compressibilité de cette phase sont généralement

supérieures a 250 mN.m1,11:12

Enfin, une compression supplémentaire du film entraine le collapse de la monocouche, qui
est alors désorganisée et conduit a la formation d’agrégats tridimensionnels. Les valeurs de la

pression de surface et de Cs* chutent.!!1?

Hormis pour la phase gaz, la compression de chaque phase entraine une augmentation de la
pression de surface. Dans notre exemple, des transitions de phase G/LE et LE/LC sont
discriminées sur ’isotherme de compression par 1’apparition d’un plateau, ou la valeur de
pression de surface est constante lors de la diminution de I’aire moléculaire moyenne. Ces
transitions de phases, qui sont dépendantes de la température et de la nature du lipide,
correspondent a la coexistence de deux phases, ici, G et LE ainsi que LE et LC,

respectivement.
2.2.3.4. Effet de la température sur une monocouche de phospholipide

En fonction de la température, certaines phases de I’isotherme de compression peuvent ne
plus étre observées. Pour illustrer cet effet, nous prendrons comme exemple les travaux menés
par Toimil et al.® qui ont étudié ’effet de la température sur les différentes phases du 1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) (Figure 5).
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Figure 5. Isotherme I7-A d’un film de DPPC a différentes températures, tiré de Toimil et al.,*® 2010. Courbe
1,30 °C ; courbe 2, 25 °C ; courbe 3, 20 °C ; courbe 4, 15 °C ; courbe 5, 10 °C.

Il apparait que la pression de surface correspondant au plateau et donc a la transition de
phase LE-LC augmente avec la température. Ceci est aussi le cas pour certains acides gras

comme I’acide myristique.!* Cette augmentation de pression est accompagnée par une
diminution de la largeur du plateau jusqu’a sa disparition.

2.3. Etat de ’art sur les interactions curcumine - phospholipides
2.3.1. Propriétés physico-chimiques de la curcumine (CC)

D’un point de vue chimique, la molécule de curcumine (CC) posséde deux noyaux
phenoliques connectés par un motif g-dicétone-a,f-insaturée (Figure 6). Les propriétés
physico-chimiques de la curcumine, et notamment ses propriétés optiques, sont gouvernées
par 1’équilibre céto-énolique. En effet, le motif dicétonique peut subir une tautomérisation
(migration d’un hydrogéne du méthyléne di-cétonique sur 1’oxygeéne cétonique) qui conduit a
la formation de 1’énol. L’équilibre entre les deux isomeéres dépend généralement de la polarité
du solvant®®, de la température!®!” et du pH®*” de la solution (Figure 6).
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Certains travaux montrent que cet équilibre peut également étre influencé par le micro-
environnement. Par exemple, Dutta et al.!31° ont montré que des tensioactifs anioniques ou
cationiques, a une concentration inférieure a leur CMC (concentration micellaire critique),
stabilisent davantage la forme dicétone par complexation entre la CC et la téte polaire du
tensioactif. En revanche, a des concentrations en tensioactif supérieures a la CMC, la forme
énol de la curcumine est stabilisée dans le coeur hydrophobe de la micelle (Figure 7 A).
L’encapsulation dans des y-cyclodextrines permet également de stabiliser la forme dicétone de

la curcumine (Figure 7 B).%
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Figure 7. (A) Stabilisation de la forme p-dicétone de la curcumine a une concentration en SDS inférieure &
sa CMC, Dutta et al.,'® 2013. (B) Schéma du complexe y-cyclodextrine/curcumine, Lépez-Tobar et al.,?°
2012.

La caractérisation physico-chimique des tautomeres se fait essentiellement grace a leurs
propriétés optiques, notamment dans un milieu complexe ou 1’utilisation de la RMN reste
difficile. En effet, la spectroscopie UV-visible et la spectroscopie de fluorescence sont des
techniques de choix pour étudier ’impact de I’environnement sur le comportement physique
et chimique de la molécule de curcumine. Ces techniques ont ainsi permis d’étudier I’effet du
solvant (protique/aprotique, polaire/apolaire),’>?1?2 de la température ou encore de

16,17

I’encapsulation sur 1’équilibre céto-énolique. Elles ont également permis de mettre en

79



évidence les interactions entre la curcumine et des protéines ou des liposomes de lécithine,?*

ou encore d’étudier sa cinétique de dégradation.?

2.3.1.1. Caracteérisation des formes tautomeéres de la curcumine par spectroscopie
UV-Visible

Typiquement, le spectre d’absorption de la curcumine dans 1’eau présente deux bandes
d’absorption, correspondant respectivement a I’absorption des motifs féruloyles conjugués (de
la forme énol) et aux motifs féruloyles non-conjugués (de la forme céto). Dans 1’cau, le
maximum d’absorption apparait a 427 nm et correspond a une transition n-n* de la forme
énol, tandis que, les transitions n-n* et n-n* conduisent & un épaulement a 360 nm attribué a
la forme céto. Selon le solvant, le spectre d’absorption de la curcumine s’étends entre 350 a
480 nm et présente des bandes d’intensité relatives variables (Figure 8), dues a la fois au
moment dipolaire du solvant et au déplacement de 1’équilibre de tautomérisation céto-
énolique. Ainsi, ’augmentation de la polarité du solvant résulte en la disparition graduelle de
la premiére bande d’absorption (~ 370-380 nm), qui correspondrait a I’absorption de la forme
céto ; les spectres sont également élargis dans le domaine visible (> 480 nm). Par ailleurs, il a
été montré que les spectres d’absorption de la forme énol présentent des maxima d’absorption
variant entre 406 et 430 nm dans les solvants polaires ou apolaires alors que la forme cétone
conduit a un épaulement de 370 a 380 nm dans les solvants non polaires (Figure 8).15%
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Figure 8. Spectres d’absorption de la curcumine mesurés dans des solvants présentant des polarités

différentes, d’apres Sadigh et al.,'® 2017 : A) solvants non polaires, B) solvants polaires.

De maniére générale, la position du maximum d’absorption des différentes formes de la
curcumine est affectée par le changement de polarité du milieu du fait de la solvatation de la
curcumine (solvatochromisme). En effet, dans ce cas, la forme céto présente un faible

déplacement bathochrome (absorption vers de plus grandes longueurs d’onde, ou vers le
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rouge) avec I’augmentation de la polarité du solvant. La forme énol, quant a elle, subit un
déplacement bathochrome dans les solvants polaires alors qu'un déplacement hypsochrome
(absorption vers de plus faibles longueurs d’onde, ou vers le bleu) est attribué a un

environnement apolaire.™

2.3.1.2. Caractérisation des formes tautomeres de la curcumine par spectroscopie de

fluorescence

Les spectres d’émission de la curcumine sont également dépendants de la polarité¢ du
solvant comme indiqué dans la Figure 9 ; puisque dans les solvants apolaires, le maximum
d’émission de la forme ¢énol est déplacé vers le bleu, et inversement, dans les solvants
polaires, il est déplacé vers le rouge.’® Dans I’eau, la forme énol de la curcumine présente un

maximum d’émission a ~ 550 nm.26
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Figure 9. Spectres d’émission de la curcumine mesurés dans des solvants présentant des polarités

différentes, d’aprés Sadigh et al.,'® 2017: A) solvants non polaires, B) solvants polaires.

Concernant le caractere fluorescent de la forme dicétone, celui-ci est peu rapporté dans la
littérature. Cependant, Mouslmani et al.?’ ont étudié la fluorescence de la curcumine
encapsulée dans des nanocapsules de polyallylamine. Sous une excitation a 355 nm, ils
observent 1’émission de la forme énol (~ 540 nm) et un second pic d’émission a ~ 456 nm. Il a
aussi €t¢é montré qu’une augmentation de la température peut favoriser la forme céto non-
conjuguée. Par exemple, Moussa et al.” observent que lors d’une excitation a 355 nm, la
curcumine encapsulée dans des liposomes de rhamnolipides présente un pic d’émission de la
forme énol a ~ 503 nm et également un pic supplémentaire, décalé de 73 nm vers le bleu, a
~ 430 nm, dont I’intensité augmente avec I’augmentation de la température. Les travaux de
Mouslmani et al. et de Moussa et al. attribuent ces émissions & une désactivation radiative

sans subir ’ESHT (excitated-state hydrogen transfert), ce qui est possible uniquement pour la
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forme céto (Figure 10).1727 Il est & noter que ces deux exemples révélent un déplacement
hypsochrome de 1’émission de fluorescence de la forme énol (~ 540 et 503 nm) par rapport a
la curcumine dans I’eau (~ 550 nm), suggérant un changement d’environnement de la
curcumine et confirmant ainsi son encapsulation. Par ailleurs, Bhatia et al.*® ont observé
I’effet de la température sur 1’équilibre tautomérique de la curcumine solubilisée dans une
solution aqueuse contenant 5 % d’éthanol. Lors d’une excitation a 350 nm, ils ont observé un
déplacement hypsochrome du signal d’émission de fluorescence de la forme énol, de ~ 550 a
~ 500 nm a forte température (50 °C). Cela a été attribué au déplacement de 1’équilibre des
formes tautomeres vers la forme dicétone dii a ’augmentation de la température.
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Figure 10. Processus d'absorption et de désactivation de I'état excité de la CC sous les formes céto et énol

d’aprés Mouslmani et al.?’

2.3.2. Encapsulation de la curcumine dans des bicouches liposomales

Les liposomes, en tant que systéme d'administration de médicaments, peuvent améliorer
I'activité thérapeutique et la stabilité des principes actifs. L'influence de la composition des
liposomes sur la fluidité de la membrane a été étudiée par Coderch et al.® et Calvagno et al.?
IIs ont déterminé une différence significative dans les profils de libération du principe actif en
fonction de deux facteurs : (i) la fluidité de la bicouche et (ii) la force d’interaction entre le

principe actif et le lipide formant la suspension liposomale.
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2.3.2.1. Fluidité de la bicouche

Hasan et al.?® ont étudié par anisotropie de fluorescence I’interaction de la curcumine avec
des lécithines de soja, de saumon et de colza. Ils ont observé que la présence de curcumine
augmente la fluidité membranaire de tous les liposomes. La forme énol de la curcumine étant
rigide et planaire, sa présence peut affaiblir les interactions entre les chaines alkyles des
phospholipides. Son incorporation perturberait alors 1’arrangement des phospholipides au sein
de la bicouche. Ils ont également observé une diminution de la taille des liposomes lors de
I’encapsulation de curcumine qui proviendrait d’une forte interaction entre la curcumine et la

Iécithine entrainant une compaction du cceur des liposomes.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Niu et al.?* qui ont étudié la variation de
I’anisotropie de fluorescence en fonction de la concentration de curcumine encapsulée dans
des liposomes de L-a-phosphatidylcholine (L-a-PC). Ils observent alors une diminution de
I’anisotropie avec I’augmentation de la concentration en curcumine. Etant donné que les
résultats de Barry et al.*® suggérent 1’existence de liaisons hydrogéne entre le groupement
phénolique de la curcumine et le groupement phosphate du lipide ainsi que des interactions de
van der Waals entre les cycles aromatiques de la curcumine et les chaines acyles du
phospholipide ; la diminution de I’anisotropie de fluorescence avec I’augmentation de la
concentration en curcumine indiquerait une perturbation de 1’empilement des phospholipides

de la bicouche lorsque la concentration en curcumine augmente.

D’aprés ces études, il semblerait donc qu’a forte concentration, la curcumine modifierait la

fluidité de la bicouche liposomale.
2.3.2.2. Interaction entre la curcumine et une bicouche liposomale

Patra et al.’! ont étudié¢ I’interaction entre des vésicules de DPPC et la curcumine en
déterminant la valeur du coefficient de partition (Kp) de la curcumine. Kp fournit des
informations sur la fraction de curcumine associée aux liposomes. Ils estiment la valeur de Kp
a 1,1 x 10% indiquant une forte affinité de la curcumine pour les liposomes de DPPC en phase
gel. Le coefficient de partition augmente avec la température, car il a été relevé a 2,65 x 10° &
la température de transition de phase du phospholipide et & 4,30 x 10°, au-dessus de la
température de transition de phase du DPPC. Par ailleurs, ils rapportent également qu’au
rapport équimolaire curcumine : lipide, la température de transition de phase du lipide est plus

faible que celle a plus faible concentration en curcumine (1 : 50 ou 1 : 25). lls justifient ces
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résultats par la présence de curcumine entre les chaines acyles du DPPC réduisant ainsi

I’empilement dans la phase gel.

Quant a Hung et al.,*? ils rapportent des valeurs similaires de Kp de la curcumine pour des
liposomes de DOPC (1,3 x 10°). IIs se sont également intéressés aux profils de densités
électroniques de la bicouche par diffraction de rayon X. Pour cela, ils ont étudié différents
rapports curcumine : DOPC (de 1:400 a 1:3). Pour lesquels ils ont constaté un
amincissement de la membrane. Dans leur cas, ce phénomene est dépendant de la
concentration en curcumine puisqu’a faible concentration 1’effet d’amincissement de la

membrane est plus marqué qu’a plus fortes concentrations.

En se basant sur les travaux de Hung et al.,*> Sun et al.>®* montrent par leur étude que les
interactions curcumine-bicouches lipidiques (de DOPC) suivent le méme modele que celui
des peptides amphiphiles. Leurs résultats suggerent qu’a faible concentration, la curcumine se
lie & l’interface des liposomes, puis elle s’insérerait plus profondément dans la région

hydrocarbonée de la bicouche phospholipidique a des concentrations supérieures.
2.3.2.3. Phytosomes : complexe phospholipide - curcumine

Plus récemment, les phytosomes ont été développés. lls permettent la conjugaison de
composés phytochimiques a des phospholipides tels que les phosphatidylcholines et ce, dans
le but de produire des complexes moléculaires pouvant améliorer 1’absorption et la
biodisponibilité de principes actifs, tels que la curcumine. Contrairement aux liposomes, les
phytosomes possédent un groupement du composé phytochimique directement lié a la téte
polaire du phospholipide. Cette différence peut conduire a un meilleur profil d’absorption

orale et une meilleure stabilité des phytosomes par rapport aux liposomes.3*

La curcumine phytosomale est généralement préparée par addition de phospholipides a une
solution hydro-alcoolique de curcumine, sous reflux. Les phytosomes peuvent alors étre isolés
par précipitation, lyophilisation ou atomisation. Un complexe curcumine phospholipide est

ainsi obtenu.3*

Par exemple, dans une étude, I’administration orale de 340 mg de curcumine phytosomale
chez le rat permet une augmentation de la concentration plasmatique en curcumine cing fois
supérieure a la curcumine non formulée.® De plus, Cuomo et al.*® ont étudié chez I’Homme

I’absorption orale d’un mélange de curcuminoides non formulés ou sous forme phytosomale,
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complexé avec de la 1écithine de soja (Merival). L’absorption des curcuminoides était environ

29 fois plus élevée dans de Meriva que pour les curcuminoides non formulés.
2.3.3. Interaction de la curcumine avec des monocouches phospholipidiques

Peu d’études ont exploré I’interaction entre la curcumine et une monocouche de
phospholipide en utilisant la balance de Langmuir. Par exemple, Karewicz et al.®" se sont
intéressés a ’interaction de la curcumine avec un film de L-a-Phosphatidylcholine (L-a-PC)
extrait d’ceuf. Ils observent que 1’addition de curcumine a la monocouche de lipide entraine
une augmentation de la valeur du module de compressibilité (105 mN.m™*vs 93 mN.m). Cet

effet suggeére que la curcumine rigidifie la monocouche de L-a-PC.

Ils se sont également intéressés a 1’interaction de la curcumine avec un mélange binaire
composé de L-a-PC et de dihexadecyl phosphate (DHP) qui lui-méme fluidifie la
monocouche phospholipidique. IIs ont également étudié 1’interaction avec un mélange ternaire
composé du phospholipide, de DHP et de cholestérol, qui, quant & lui, augmente 1’ordre dans
la monocouche du mélange binaire. L’addition de curcumine dans le mélange binaire
confirme son effet rigidifiant. En revanche, en présence de cholestérol, la curcumine perturbe
I’effet d’ordre du cholestérol et fluidifie la monocouche. Le caractére fluidifiant ou
condensant de la curcumine sur les monocouches a été aussi observé sur des suspensions
liposomales réalisées a partir des mélanges binaire et ternaire. En présence de curcumine, la
taille des liposomes du mélange binaire diminue et inversement, elle augmente, pour ceux
formés par le mélange ternaire. Il apparaitrait, dans ce cas, que I’effet condensant de la
curcumine en monocouche se traduirait par une diminution de la taille des suspensions
liposomales et inversement, par une augmentation de la taille des liposomes sous I’effet
fluidisant de la CC.

Dans une autre étude, Xu et al.® se sont intéressés a 1’interaction entre la curcumine et une
monocouche de DPPC a une interface air/eau. lls ont notamment observé que la curcumine
fluidisait la monocouche de DPPC. lIs ont également suggéré une interaction attractive entre
le DPPC et la curcumine, gouvernée par la création de liaisons hydrogene entre le groupement
ammonium du DPPC et les groupements phénoliques de la CC. Cette hypothese est
contradictoire avec 1’étude de Barry et al.®® qui excluent la possibilité d’une interaction
électrostatique entre les groupements méthoxyle et hydroxyle de la curcumine avec le
groupement choline de la phosphatidylcholine lors de I’encapsulation de curcumine dans des
vesicules de DPPC.
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2.4. Partie expérimentale

2.4.1. Produits

La curcumine (CC) d’une haute pureté (98,5 %) provient de chez Sigma-Aldrich
(Figure 11).

La lécithine de soja (LS) d’origine commerciale (pureté de 97 %, Acros Organics) utilisée
pour le travail présenté dans ce chapitre est un mélange contenant 65-75 % de phospholipides
avec des triglycérides et 33-35 % d’huile de soja. Les phospholipides les plus abondants sont
des phosphatidylcholines, des phosphatidyéthanolamines et des phosphatidylinositols.®® La
1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DOPC, 99%, Sigma-Aldrich) a été utilisée comme
phosphatidylcholine modele dans la partie théorique (Figure 11).

Le palmitate de cétyle (Sigma-Aldrich, 99 %), abrégé CP, est un ester gras utilisé afin de

rigidifier la membrane liposomale (Figure 11).

CP DOPC Curcumine
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0
| HO OH
| OCH, OCH;
| -
OH O

O # ®/
e = N
og 0" " >

Figure 11. Structure moléculaire du palmitate de cétyle (CP), de la 1,2-diocléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine

(DOPC) et des tautomeres de la curcumine (CC).

2.4.2. Préparation des liposomes

Les liposomes de lécithine de soja ont été obtenus par 1’hydratation d’un film lipidique
suivie par ultrasonication. Pour cela, la LS et la CC sont solubilisées ensemble dans du
tétrahydrofurane puis le solvant est évaporé a 1’évaporateur rotatif sous vide afin d’obtenir un

film lipidique. Le film est ensuite hydraté avec 20 mL d’eau a 60 °C de sorte a ce que la
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concentration finale en LS soit de 0,5 mg.mL™. La dispersion lipidique est ensuite passée a la
sonde a ultrason durant 30 min (30W, SONOPULS HD 2200, Bandelin). Dans le cadre de
cette étude les liposomes préparés contiennent entre 0 et 8 uM de CC. La suspension
liposomale est ensuite filtrée sur un filtre de polyéthersulfone de 0,450 um afin d’éliminer

toute particule de taille supérieure.

2.4.3. Caractérisation physico-chimique de I’interaction de la curcumine avec

une bicouche et une monocouche de phospholipide
2.4.3.1. Détermination de la taille des liposomes

La taille moyenne des liposomes a été déterminée par deux techniques de mesure : la
diffusion dynamique de la lumiére (DLS) (Zetasizer3000 HSA, Malvern) et la NTA pour
Nanoparticle Tracking Analysis (NS300 Nanosight, Malvern).

2.4.3.2. Mesure des spectres d’absorption et d’émission

Les spectres d’absorption UV/visible ont été enregistrées a 25 °C avec un
spectrophotometre Perkin-Elmer Lambda 1050 UV-Vis-proche IR en utilisant une longueur
de chemin optique de 1 cm. Tous les spectres ont été normaliseés par rapport a I’absorption de
la solution de liposomes ne contenant pas de CC, pour s’affranchir de I’absorption de la

Iécithine car celle-ci contient originellement des traces d’un pigment marron.

Les spectres de fluorescence obtenus aprés I’irradiation de 1’échantillon ont été enregistrés
avec un spectrofluorimetre Jobin Yvon Fluorologue-3 et les signaux ont été traités avec le
programme FluorEssence. La source d’excitation est une lampe Xenon 100 W, et le détecteur
utilisé est un R-928 opérant a un voltage de 950 V. La largeur des fentes d’émission et
d’excitation ont été fixées a 2 nm pour toutes les solutions, exceptée pour la mesure de CC
dans I’eau ou la fente d’émission a été réglée a 5 nm. Toutes les solutions ont été préparées

dans I’eau.
2.4.3.3. Isothermes de compression /7-A des monocouches

Les isothermes de compression (pression de surface-aire, 77-A) ont été réalisées avec une
cuve KSV NIMA — Biolin Scientific, cuve en téflon® thermostatée, d’une surface effective de
377 cm? et équipée de deux barriéres hydrophiles (Delrin®, compression symétrique). Les
isothermes de compression ont été réalisées pour étudier i) I’interaction entre la curcumine et

la lécithine de soja (systéme binaire) et ii) les interactions dans un systéme ternaire, composé
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de CC, de DOPC et de CP qui a eté choisi pour rigidifier le vecteur et favoriser
I’internalisation de la curcumine dans la monocouche lipidique. Les isothermes de
compression ont été mesurées pour les composés purs et leurs mélanges, a différents ratios
molaires. La pression de surface a été suivie en utilisant une plaque de Wihelmy en platine.
Avant chaque mesure, la surface de la sous-phase est nettoyée par aspiration sous balayage.
Ensuite le film est épandu sur la sous-phase. Les solutions sont épandues avec une seringue
Hamilton sur la surface libre de I’cau et laissées 15 min afin de permettre 1’évaporation du
solvant et d’atteindre 1’équilibre de la monocouche. Toutes les isothermes sont enregistrées
sous compression symétrique de la monocouche a une vitesse constante des barriéres de 5
mm.min?. Dans le cas des mélanges binaires ou ternaires, la pression de surface est
représentée par rapport a I’aire moléculaire moyenne, qui était obtenue en divisant 1’aire de la
surface totale par le nombre de molécules épandues sur la surface de la sous-phase. Pour
chaque composition de monocouche, les mesures ont été répétées aux moins trois fois. Les
isothermes I7-A ont été enregistrées a i) 25 £ 0,1 °C et a ii) a 18, 25 et 32 £ 0,1 °C pour le
systéme ternaire. L’écart-type obtenu & partir des isothermes de compression était de + 0,5 A?
pour I’aire moléculaire (A) et de + 0,2 mN.m™ pour la pression de surface. Les isothermes de
compression permettent de déterminer le module de compressibilité*?, Cs?, tel que décrit par
I’équation 3 :

-1 _ _ 6_1'[ .
C, =-A (6A)T Equation 3

2.4.3.4. Analyses thermodynamiques

L’énergie de Gibbs du mélange, AG™, est calculée a partir des isothermes I7-A des

mélanges ternaires*! en utilisant la formule suivante :
AG™* = fOH[A12 — (x14;1 + x,A5)1dII Equation 4

Ou A2 est l’aire moléculaire moyenne dans la monocouche du mélange ternaire
(DOPC/CPICC) a une pression de surface donnée, Az et A sont 1’aire moléculaire moyenne
du DOPC pure et du mélange CP/CC, respectivement, a la méme pression de surface, et x: et
X2 sont les fractions molaires du DOPC pur et du mélange CP/CC, respectivement, dans le
film. Ici, le modele thermodynamique appliqué aux monocouches est extrapolé a partir du
model en « bulk ». Dans ce travail, AG™* est définie comme un excés d’énergie relative par

rapport a 1’énergie additive des composants presents dans le film, selon
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AG™ = G — (x1G1 + x2G2). Donc, les valeurs de 4G™* dans la monocouche peuvent étre

positives ou négatives. Cela n’est pas le cas en « bulk » ol la valeur de AG™* est toujours

négative pour des composants miscibles et égale a zéro pour un systéme immiscible.*142
2.4.3.5. Microscopie a angle de Brewster

La morphologie des films composés a partir des constituants du mélange ternaire a été
visualisée avec une cuve de Langmuir KSV 2000 combinée a un microscope a angle de
Brewster (KSV Optrel BAM 300, Helsinki) via une interface informatique. Les dimensions de
la cuve Teflon® étaient de 58 x 6,5 x 1 cm ; les autres conditions expérimentales sont décrites
dans la partie ci-dessus « Isothermes de compression 77-A des monocouches».

2.4.3.6. Principe de la microscopie a angle de Brewster (BAM)

La microscopie a angle de Brewster est basée sur le principe de réfringence d’un faisceau
monochromatique p-polarisé, a I’interface air/eau, (Figure 12). La lumiére p-polarisée n’est
pas réfléchie par une interface homogene et propre lorsqu’elle arrive sous un angle incident
s, aussi appelé angle de Brewster. Cet angle vaut ~ 53° pour une interface air/eau (Figure 12
A). Lorsque des diélectriques tels que des molécules amphiphiles sont placées a I’interface, la
condition de Brewster est modifiée générant la réflexion de la lumiére (Figure 12 B). A cet
angle, I’intensité relative du faisceau réfléchi (I) est proportionnelle au carré de 1’épaisseur du

film moléculaire (d) comme indiqué par I’équation 5 :
1= |R,|" = a.d? Equation 5

Ou Rp est la composante incidente dans le plan d’incidence de la lumiére réfléchie et o est

un coefficient de proportionnalité.

Un dispositif de transfert de charges (caméra CCD), sensible a I’intensité¢ de la lumiére
réfléchie, enregistre des charges électriques proportionnelles a la quantité de lumiére recue
(Figures 12 C et D). Ces charges sont traduites en code monochrome. Ainsi, le contraste des
images BAM est observé lorsqu’il y a des différences locales d’indice de réfraction dues a des
différences de densité moléculaire locale. Le couplage de la technique de Langmuir avec la
saisie d’images BAM permet de mettre en évidence le changement morphologique d’un film

monomoléculaire au cours de sa compression.

Le BAM utilisé est équipé d’un laser 10 mW a la longueur d’onde de 632,8 nm.
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Figure 12. Microscopie a angle de Brewster. (A) Condition de Brewster a I’interface air/eau. (B) Réflexion du
faisceau incident due a la présence d’un film monomoléculaire a I’interface. (C et D) Emission et traitement du

signal diffracté par la caméra CCD.
2.4.4. Modélisation moléculaire

2.4.4.1. Spectres d’émission et d’absorption de la curcumine calculés par la chimie
théorique (modélisation réalisée par A. Monari, LPCT, Univ. Lorraine)

Tous les calculs de chimie quantique ont été effectués a 1’aide de Gaussian09 DO1 révisé.
Les spectres d'absorption et les géométries de 1’état fondamental de la curcumine (CC) sous sa
forme céto et énol ont été optimisés par la théorie de densité fonctionnelle (DFT, density
functional theory) en utilisant la fonction de corrélation d’échange ®B97XD et la base de
Pople double-(6-31 +G (d, p). Les fréquences de vibration ont également été déterminées et la
solution aqueuse a été modélisée par un milieu a continuum polarisable (PCM polarizable

continuum medium) & réponse linéaire.*® Les spectres d’absorption ont été calculés par

90



I’addition de transitions verticales obtenues a partir de 100 ‘prises instantanées’, elles mémes
extraites de la distribution de Wagner obtenue a partir des fréquences vibratoires.**“® La
réorganisation de la densité électronique a été analysée en termes d’orbitales de transition
naturelles (NTO natural transition orbitales)*’ aprés le traitement de la gaussienne via le code
Nancy EX. Le caractére de transfert de charge a été quantifié a 1’aide de I’index ¢s appliqué
dans Nancy EX.*84° |es valeurs de ¢s proches de 1,0 indiquent une excitation locale, tandis
que les valeurs proches de 0,0 indiquent un transfert de charge important. Pour le calcul des
spectres d’émissions, 1’état excité le plus bas (S1) des formes céto et énol a été optimisé et les
fréquences vibratoires ont été déterminées a 1’aide du méme niveau théorique que pour 1’état
fondamental. Il est a noter que cette approche permet de prendre en compte les effets
vibratoires et dynamiques sur la fluorescence. Mais elle ne fournit pas de rendement
quantique exact, car seul le rendement radiatif est pris en compte via le calcul des forces de
I’oscillateur, i.e. la transition du moment dipolaire, alors que tous les processus non-radiatifs

sont negliges.

2.4.4.2. Simulation de dynamique moléculaire a 1’équilibre des tautoméres de la
curcumine dans une bicouche (modélisation réalisée par F. Dehez, LPCT,

Univ. Lorraine)

Les champs de force de la curcumine pour les formes céto et énol ont été paramétrés en
utilisant le programme CGENFF.5° La bicouche lipidique, décrite par le champ de force
CHARMM,® est constituée de 128 molécules de DOPC (1,2-dioléoyl-sn glycéro-3-
phosphocholine), totalement hydratées. Les paramétres diédres de 1’énol ont été ajustés pour
conserver la géométrie plane de la molécule apres optimisation par DFT. La dicétone et 1’énol
sont positionnés aléatoirement dans la phase aqueuse. Pour chaque systeme, une trajectoire de
800 ns a été créée, laissant assez de temps pour ’insertion de la curcumine dans la bicouche et
pour un bon échantillonnage du complexe bicouche-curcumine. Des conditions périodiques
aux limites ont été appliquées. La température et la pression ont été maintenues constantes a
300 K et 1 atm en appliquant, la dynamique de Langevin amortie et I’algorithme du piston de
Langevin, respectivement. Le schéma de répartition de la masse d’hydrogéne a été utilisé.
Toutes les masses d’hydrogéne non aqueuses ont été multipliées par 3, tout en diminuant les
masses des atomes lourds liés pour préserver la masse totale du systeme. Les équations de
mouvement ont été intégrées en utilisant le systeme pas a pas multiples —-RESPA, avec un
pas de 4 et 8 fs pour les interactions a courte et longue distance, respectivement. Les

interactions de van der Waals non liantes ont été progressivement ramenées a zéro entre 10 et
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12 A. L’algorithme PME (Particle Mesh Ewald) a été utilisé pour rendre compte des
interactions électrostatiques & longue portée. Toutes les simulations de dynamiques
moléculaires ont été effectuées en utilisant NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics), tandis
que les trajectoires ont été analysées et représentées a l'aide de VMD (Variational Mode

Decomposition).>

2.4.4.3. Calculs d’énergie libre de la partition des tautoméres de la curcumine dans
une bicouche (modélisation réalisée par C. Chipot, LPCT, Univ. Lorraine)

Le profil d’énergie libre associé¢ a la partition de la curcumine dans la bicouche a été
cartographié en utilisant un algorithme récent, de force de polarisation adaptative de
métadynamique étendue (metadynamics-extended adaptive biasing force, meta-eABF).>* La
coordonnée de transition a été définie comme la projection sur la direction z de ’espace
cartésien, i.e., étant donc la normale a la membrane de la distance séparant le centre de masse
de la curcumine de celle de la bicouche lipidique. La distance totale de perméation a été de 80
A, e, -40 < z < +40 A. Le chemin a été défini discret en cases larges de 0,1 A, dans
lesquelles des échantillons de la force locale, agissant le long de z, étaient accumulés.

L’échantillonnage total pour la curcumine s’¢léve a 1,5 us, pour les deux formes, céto et énol.

2.4.4.4. Dynamique moléculaire de monocouches constituées de DOPC, de CP et de
CC (modélisation réalisée par J. Korchowiec, Fac. de pharmacie, Univ.

Jagiellonian, Cracovie, Pologne)

Les structures géométriques des deux formes céto et énol localisées au niveau de théorie
B3LYP/6-311G (d,p) sont représentées dans la Figure 13. La correction de dispersion de
Grimme a été prise en compte. Tous les calculs ont été effectués en utilisant la derniére
version du programme Gaussian 09. La forme énol (Figure 13 A) est rigide et Iégérement plus
stable que la forme céto (Figure 13 B). L’enthalpie libre de la forme énol est inférieure de 4
kcal/mol dans le vide (T = 293 °K et p = 1 bar). La stabilisation plus importante peut étre
attribuée a I’effet de conjugaison des liaisons 7 et la formation de liaisons hydrogéne dans la
partie centrale de la molécule. La forme céto est plus flexible que la forme énol (rotation
impliquant les liaisons du groupement central —-CH>-). Les deux structures ont été utilisées
pour dériver les paramétres du champ de force CHARMM. Les parameétres ont été vérifiés par
des calculs typiques de solvants explicites (I’eau pour les formes énol et céto de la
curcumine). La dynamique moléculaire permet de localiser deux conformeres

supplémentaires de la forme céto. Ces conformeres sont montrés dans la Figure 14. Les deux

92


https://en.wikipedia.org/wiki/Particle_mesh_Ewald

structures ont eté réoptimisées au niveau de la théorie B3LYP/6-311(d,p). Il s’avére que le
conformére donnant lieu a des interactions de n-stacking est la forme céto la plus stable dans
le vide. Le modele de solvant implicite (B3LYP/6-311G**), appelé modele de continuum
polarisable modifie le classement, et le conformére illustré dans la Figure 13 B est le plus
stable. Néanmoins, la forme énol reste la forme la plus stable. L’enthalpie libre de la forme
énol est inférieure de 2 kcal.mol™ par rapport a la forme céto (T = 293 °K et p = 1 bar). Les
isomeéres céto et enol coexistent en solution. Comme montré dans le chapitre II, 1’équilibre

mutuel dépend de I’environnement (pH, le type de solvant et la température).

Figure 13. Vue schématique de la forme énol (A) et céto (B) de la curcumine localisées au niveau de théorie
B3LYP/6-311G(d,p).

Le systtme de dynamique moléculaire appliqué dans cette étude consiste en deux
monocouches épandues sur les cotés opposés d’un bloc d’eau. Chaque monocouche est
constituée de 100 molécules réparties sur une grille bidimentionelle. La rotation de chaque
molécule le long de I’axe z était aléatoire. Dans les monocouches a deux composants, les
molécules étaient a I’équimolarité et ont été choisies de maniére aléatoire. Les tétes polaires
du DOPC et du CP étaient immergées dans 1’eau tandis que les queues hydrophobes étaient
dirigées vers le vide. Les systémes suivants ont été considérés : DOPC, CP, DOPC/CP,
DOPC/CC, CP/CC. Les calculs pour les isomeres céeto et énol de la curcumine ont été réalisés

séparément.

Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées avec le programme NAMD. Le
champ de force all-atom CHARMM36 a été appliqué. Le modele TIP3P a été supposé pour
les molécules d’eau. Le thermostat et le barostat de Langevin ont été utilisés pour contréler la
température et la pression. Les interactions de van der Waals ont été désactivées a partir de 12

A. L’énergie électrostatique était calculée avec la méthode PME. Un pas de 1 fs était utilisé
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dans toutes les simulations. Les calculs ont été effectues avec des conditions aux limites
périodiques imposées au systéme. La taille initiale de la boite dans la direction z était de 1000
A. Les répliques translationnelles dans cette direction ont été séparées par un bloc de vide afin
de minimiser les interactions eélectrostatiques a longue distance. Tous les systémes
moléculaires ont été minimisés. Les simulations initiales ont été realisées en ensemble
canonique durant 5 ns. Les simulations finales ont été réalisées a une température de 293 K et
une pression de 1 bar, ainsi qu’a une tension de surface de 20 mN.m™ et maintenues
constantes. Les (N,T,pn,y) simulations étaient equilibrées durant 40 ns. Les données rapportées

ont été calculées a 1’aide de cycles de production de 10 ns.

Figure 14. Vues schématiques des conforméres empilés (A) forme en T interne (B) de la forme céto de la
curcumine localisés au niveau de la théories B3LYP/6-311G(d,p) .

2.5. Resultats : Interaction de la curcumine avec une bicouche lipidique
2.5.1. Détermination de la taille des liposomes chargés en curcumine

Les liposomes de lécithine ont été préparés comme décrits précédemment par hydratation
de film puis sonication, avec une concentration en CC allant de 0 a 8 uM. La taille des
vésicules a été mesurée par deux techniques complémentaires ou la premiére est basée sur la
mesure de 1’intensité de la lumiére diffusée et la deuxieme sur la comptabilisation par analyse
d’images du nombre de particules et de leur dimension. Les deux méthodes montrent une
population monodisperse (PolyDispersitylndex, PDI < 0,3) centrée entre ~ 90 et 130 nm selon
la concentration en CC. La taille des particules, obtenue en DLS, diminue nettement avec
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I’augmentation de la concentration en curcumine passant d’un diamétre hydrodynamique (Dn)
de 129 + 5 nm pour un liposome vide (0 uM CC) & 98 = 5 nm a partir d’une teneur de 1uM en
CC, puis les valeurs atteignent un plateau (Figure 15). Il semblerait donc que I’augmentation
de la concentration en curcumine entraine une diminution de la taille des liposomes. Cette
tendance est confirmée par NTA, méme si une diminution globale de la taille est observée par
rapport a I’analyse en DLS. Effectivement, la Figure 15 montre une diminution de la taille des
liposomes avec ’augmentation de la concentration en CC, passant de 121 nm pour les
liposomes non chargés en CC (0 uM CC) a 85 nm pour une concentration en curcumine de

1uM, puis, la encore, les valeurs des diametres semblent atteindre un plateau.

La diminution en taille des vésicules chargées pourrait étre une premiere indication de

I’interaction entre la curcumine et la bicouche lipidique.
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Figure 15. Evolution de la taille des vésicules en fonction de la concentration en CC déterminée par DLS et
NTA. Détermination du diametre hydrodynamique par DLS et du diamétre par NTA.
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2.5.2. Spectre d’absorption de la curcumine dans I’eau

Les propriétés spectrales de la curcumine sont dues aux groupements feruloyles qui sont
conjugués dans la forme énol et non-conjugués dans la forme céto. Le spectre UV-visible de
la curcumine dans I’eau (Figure 16 A ) présente un large pic d’absorption centré a 375 nm
qui, déconvolué, révéle deux pics d’absorption dont I’intensité maximum est centrée a ~ 430
nm et ~ 355 nm (Figure 16 B et C), correspondant respectivement a la forme énol et céto co-
existantes en solution aqueuse.®® Ces observations sont également confirmées par la
modélisation moléculaire. En effet, la faible différence d'énergie entre les structures
optimisées des deux isomeres dans I'eau atteste de leur possible coexistence a température

ambiante en milieu aqueux (Figure 17 A).

Fit Peak 1
0.08 4 0.08 4 = = Fit Peak 2
’\ Cumulative Fit Peak|
0.06 /
g 9 0.06 - \\
- e \
S gor ] g \
o o \
Q D 0.04 \
ke Re} \
< < \
P \
0.02 ~
: ’ <
0.02 4 4 A
7 enol
’
0.00 ,
- \
T T T T 0.00 T T T T
300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
A (nm) A (nm)
2.0
1.8 C
1.6
1.4
R 124
<
= 10
8 - | L} - | n -
§ 0.8
0.6
0.4
0.2
0.0 T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

[curcumine] (LM)

Figure 16. Spectres d’absorption obtenus pour différentes concentrations en curcumine dans I’eau a 25 °C : (A)
données expérimentales, (B) courbe expérimentale a 8 uM de CC dans ’eau (noir), courbe de déconvolution
résultante (gris), spectres simulés (verte et rouge), (C) évolution du rapport d’intensité d’absorption énol/céto

(Absaa0/Abssso) en fonction de la concentration en CC.
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2.5.3. Spectres d’émission et d’absorption calculés par la chimie théorique

Les spectres d’absorption simulés pour les deux tautomeres en tenant compte des effets
vibrationnel et dynamique par échantillonnage d’une distribution de Wagner sont en accord
avec les résultats expérimentaux (Figure 17 A). Le modele de conjugaison plus étendue de la
forme énol donne lieu a un décalage vers le rouge comme observé expérimentalement.
D’autre part, on observe sur le spectre simulant une distribution équimolaire des deux formes,
une large couverture du spectre UVA (315-400 nm) et une partie du spectre visible jusqu’a la
région du vert (~500 nm). Plus particuliérement, il est important de souligner qu’a une
longueur d’onde centrée a ~300 nm, les deux formes céto et énol peuvent absorber des

photons et étre excitées simultanément.
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Figure 17. A) Géométrie moléculaire optimisée de 1’état fondamental pour la forme céto et énol de la
curcumine, ainsi que les spectres d’absorption calculés correspondant aux tautomeéres (signaux rose et violet) et a
une distribution équimolaire des deux especes (bleu). (B) Spectre d’émission calculé pour la forme céto et énol

de la curcumine.

La nature des états excités peut étre analysée en considérant les orbitales naturelles de

transitions (NTOs natural transition orbitals), comme indiqué dans le Tableau II.

Le spectre de basse énergie de la forme énol est caractérisé par un premier état excité ayant
une force de I’oscillateur élevée et de nature n—n*, cet état Si se trouvant a 3,33 eV de I’état
fondamental So. Un second état excité, Sy, porte une énergie légérement plus importante (3,97
eV) et peut étre facilement classé comme une transition n-n*. Fait intéressant, en raison de la
délocalisation importante des orbitales m*, le second état excité possede un caractere de
transfert de charge relativement important comme en témoigne la faible valeur de 1’indice
topologique ¢s. La rupture de la planarité et I’abaissement de la symétrie globale

complexifient le panorama de la forme céto, dont le spectre de basse énergie est décrit par
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quatre états quasi-dégéneérés couvrant un intervalle compris entre 3,89 et 4,11 eV. Les états de
basse énergie ont également des forces de 1’oscillateur comparables et sont de nature mixte

n-n*/m—n*, en raison encore une fois de la rupture de la symétrie.

Tableau Il. Energies de transition verticale calculées pour la géométrie a 1’état fondamental
So pour les formes céto et énol de la curcumine. Les valeurs correspondantes a la force de
I’oscillateur (f), a I’indice topologique (¢s) et les couples NTOs décrivant les transitions sont

également indiquées.

AE ev f s Occ NTO Virt NTO
(A nm) (hole) (particle)

333(372) 2048 08

3.97 (313) 0.002 0.3

3.89 (320) 0438 0.7

3.89 (319) 0721 0.7

4.01 (309) 0.000 0.6

411(301) 0519 08

D’autre part, les différents alignements des états excités de basse énergie se reflétent dans
un spectre d’émission simulé trés différents pour les deux isomeres (Figure 17). En tenant
compte des regles de Kasha, lors de 1’absorption d’un photon d’énergie suffisamment élevée,
une molécule initialement dans son état fondamental singulet So est excitée dans n’importe
quels autres états électroniques supérieurs (noté S, ou n>1) et peut revenir a son eétat
fondamentale via une transition radiative, c’est-a-dire par émission de lumiere, seulement a

partir de I’état excité de plus bas énergie Si. En effet, préalablement a I’émission, des
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relaxations vibrationelles et électroniques non radiative ont lieu. La forme énol donne, en
effet, une bande beaucoup plus décalée vers le rouge que dans le cas de la forme céto. De
plus, la force de l’oscillateur pour la transition S1—=>Sp calculée pour la forme énol est
globalement plus importante que celle correspondant a la forme céto. Il est également
intéressant de noter que la plus grande flexibilité de la forme céto est liée a une bande

d’émission plus large.
2.5.4. Effet de la concentration en curcumine sur les spectres d’absorption

Lorsque la CC est encapsulée dans les liposomes, I’intensité d’absorption des deux
tautomeres augmente avec 1’augmentation de la concentration en CC (Figure 18 A) devenant
supérieure a celle de la CC dans I’eau (Figure 16 A). Fait intéressant, dans 1’eau, le ratio entre
I’énol et la céto reste constant indépendamment de la concentration en CC (Figure 16 C).
Tandis que dans les liposomes, une forte augmentation est observée au-dessus de 2 uM. A
partir de cette concentration, le rapport d’intensité d’absorption des bandes a 420 nm (énol) et
350 nm (céto) augmente linéairement avec 1’augmentation de la concentration en CC (Figure
18 B). On suppose que cette rupture peut étre attribuée au déplacement de 1’équilibre
tautomérique vers la forme énol avec I’augmentation de la concentration en curcumine dans

les liposomes.
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Figure 18. Spectres d’absorption UV-Vis des vésicules chargées en CC de 0 a 8 uM (A) et évolution du ratio

Abssz0/Abssse en fonction de la concentration en CC (B). Les spectres sont mesurés dans ’eau & 25 °C.
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Cette hypothése est en accord avec celle rapportée par Moussa et al.l” qui ont étudié
I’encapsulation de la CC dans des micelles de thamnolipides mais en désaccord avec Niu et
al.?* Ces derniers émettent I’hypothése que I’absorption de la bande & ~ 350 nm de la
curcumine dans 1’eau disparait avec 1’encapsulation dans des liposomes de lécithine et
attribuent cela a une diminution des interactions entre la CC et 1’eau au profit d’une

interaction entre la CC et la bicouche.
2.5.5. Spectre d’émission de fluorescence de la curcumine dans I’eau

Afin de confirmer le déplacement de 1’équilibre des formes tautomeéres de la CC, des
mesures de la fluorescence a 1’état d’équilibre (steady-state fluorescence) ont été réalisées.
Les propriétés de fluorescence de la CC ont d’abord été mesurées dans 1’eau, environnement
qui est connu pour diminuer 1’écart énergétique entre les formes énol et céto, notamment a
cause des fortes interactions intramoléculaires C=0---H-O-H---O=C stabilisant la forme céto
(Figure 19 A).2%® Les spectres de fluorescence ont été mesurés a deux longueurs d’onde
d’excitation, 338 et 418 nm, correspondant respectivement a 1’absorption des formes céto et
énol dans I’cau. Quelle que soit la longueur d’onde d’excitation, la fluorescence de la
curcumine dans 1’eau est trés faible, puisque la molécule y est peu soluble (Figures 19 B et C).
Lors de I’excitation a 418 nm, la curcumine présente un large spectre d’émission avec une
intensité maximum centrée a ~ 537 nm, ce qui est cohérent avec les valeurs obtenues dans la
littérature.?® La longueur d’onde d’émission est interprétée comme une premiére relaxation de
la CC via le transfert d’hydrogéne a 1’état excité (ESHT exited-state hydrogentransfer). Fait
plus intéressant, lors d’une excitation a 338 nm, le spectre d’émission de la curcumine dans
I’eau montre un signal différent, qui aprés deconvolution, révéle deux pics d’émission dont les
intensités maximales sont situées a ~ 537 nm comme précédemment et ~ 475 nm (Figure 19
B). Comme énoncé dans I’introduction de ce chapitre, en accord avec Mouslmani et al.?’ et
Moussa et al.,!” cette émission décalée vers le bleu est attribuée a une désactivation radiative
sans subir ’ESHT. Ce qui est uniquement possible par la forme céto. Les signaux d’émissions
de la curcumine dans I’eau sont donc attribués aux tautomeres énol (~ 537 nm) et céto (~ 475

nm).
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Figure 19. (A) Energie relative (kcal/mol) de prédictions théorique des complexes de la forme céto et énol de la

curcumine avec deux molécules d’eau dans une boite a eau, schéma tiré de Manolova et al.,* 2014. (B) et (C)

Spectres de fluorescence de la CC dans I’eau a 25 °C apres une excitation a 338 nm et 418 nm. Largeurs des

fentes d’émission fixées a 5 nm. Spectres expérimentaux (noir) ; spectres calculés (rouge et vert) ; déconvolution

résultante du spectre (gris).
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2.5.6. Effet de la concentration en curcumine sur les spectres d’émission de

fluorescence

La Figure 20 montre les spectres de fluorescence obtenus apreés excitation a 338 nm et 418

nm de la CC encapsulée dans des vésicules a des concentrations allant de 0 & 8 uM. Quelle

que soit la longueur d’onde d’excitation, I’intensité de fluorescence de la CC en présence de

liposomes est significativement augmentée par rapport a 1’intensité de fluorescence de la CC

seule dans 1’eau.
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Figure 20. Spectres de fluorescence de la curcumine encapsulée dans les vésicules a différentes concentrations

en CC (0-8 uM) aprés une excitation a 338 nm (A) et 418 nm (B). Ratio de ’intensité de fluorescence des

formes énol et céto (Faes/Faes) en fonction de la concentration en CC lors d’une excitation a 338 nm (C). Les

spectres ont été enregistrés dans 1’eau a 25 °C.
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D’autre part, on peut noter une allure différente des signaux de fluorescence en fonction de
la concentration en CC et de la longueur d’onde d’excitation (338 ou 418 nm). En effet, lors
d’une excitation a 418 nm (Figure 20 B), le maximum d’émission initialement situé a ~ 537
nm de la curcumine dans I’eau est décalé de 44 nm vers le bleu (493 nm) lors de son
encapsulation dans les liposomes. De plus, I’intensité de fluorescence augmente avec
I’augmentation de la concentration en CC. Ces observations confirment globalement
I’encapsulation de la curcumine dans les vésicules. Au contraire, lors d’une excitation a 338
nm (Figure 20 A), les spectres de fluorescence montrent un profil différent. On peut constater
qu’aux faibles concentrations en CC, un épaulement est observé a ~ 465 nm alors qu’aux plus
hautes concentrations la longueur d’onde maximale d’émission se décale a 493 nm, et donc,
vers la forme énol, tandis que le pic a ~ 465 nm disparait. Enfin, la représentation graphique
du ratio d’intensité relative Faga/Fses Suite a une excitation a 338 nm, suggeére que
I’augmentation de la concentration déplace 1’équilibre des tautomeres vers la forme énol
(Figure 20 C). Evidemment, dans le cas d’une excitation a 418 nm, seulement la forme énol
est excitée, et par conséquent, seule 1’augmentation de sa contribution a la fluorescence est

observée, quelle que soit la concentration en CC.

2.5.7. Effet de la température sur I’équilibre tautomérique de la curcumine

liposomale
2.5.7.1. Effet de la température sur les spectres d’absorption

Un déplacement de I’équilibre des tautoméres peut également étre induit par une variation
de la température, comme on peut 1’observer sur les spectres d’absorption présentés dans la
Figure 21 A. Effectivement, avec 1’augmentation de la température de 10 a 45 °C, I’intensité
du pic a 420 nm diminue, tandis que I’absorption a 350 nm augmente. Un point isobestique
est observé a 375 nm, confirmant 1’équilibre des deux tautomeéres (Figure 21 B). Avec
I’augmentation de la température au-dessus de 45 °C, I’absorption a 350 nm devient
proéminente, et le ratio Asso/As20 augmente (Figure 21 C). Cependant, on peut remarquer une
diminution globale de I’absorption a 350 et 420 nm lors du refroidissement de 65 °C a 25 °C.

Cela pourrait étre attribué a la dégradation partielle de la CC durant le processus de chauffage.
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Figure 21. Effet de la température sur les spectres d’absorption de la curcumine encapsulée dans les vésicules
(A). (B) Zoom sur le point isobestique pour 1’ensemble des spectres d’absorption acquis entre 10 et 40 °C.
Spectres obtenus & dans ’eau. (C) Variation en fonction de la température du ratio Asso/Aszo pour 8uM de

curcumine encapsulée.
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2.5.7.2. Effet de la température sur les spectres d’émission de fluorescence

Les Figures 22 A et B montrent la dépendance des spectres de fluorescence avec la
température lors d’une excitation a 318 et 418 nm, indiquant que [’augmentation de
température est corrélée a une extinction générale de fluorescence. Cependant, lors d’une
excitation a 338 nm (Figure 22 A), I’intensité de la bande énol (centré sur 493 nm) diminue
davantage que la bande correspondant a la forme céto (centré sur 465 nm). Effectivement, a
une température de 60 °C, D’intensité des deux bandes d’émissions devient presque
équivalente. Par conséquent, les variations d’intensité relative (Faes/Fag3) confirment, une fois
de plus, que I’augmentation de la température déplace 1’équilibre tautomérique vers la forme

céto (Figure 22 C).
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Figure 22. Influence de la température sur la fluorescence de la CC chargée dans les liposomes lors d’une
excitation a 338 nm (A) et 418 nm (B). (C) Ratio Faes/Fag3 en fonction de la température pour les vésicules

chargées avec 8 UM de CC. Les spectres ont été enregistrés dans ’eau.
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2.5.8. Etude des interactions curcumine - lécithine en monocouche

L’¢quilibre céto-énolique en fonction de la concentration en CC a également été étudié sur
une monocouche, en utilisant la technique des films de Langmuir. Ici le comportement a la
compression d’un film de 1écithine de soja (LS) est comparé a celui d’un mélange LS/CC.
Afin d’approximer la quantité¢ de curcumine encapsulée dans les liposomes, les monocouches
du mélange binaire LS/CC sont préparées a la méme fraction molaire que les liposomes
chargés en CC a4 0,1 uM et 8 uM, soit 0,15 mol %o et 11,86 mol %o de curcumine par rapport a

la lécithine, respectivement.
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Figure 23. Isothermes de compression I7-A (A) et Cs*-17 déterminées a partir des isothermes expérimentaux (B)
pour le film de LS pure et les films du mélange binaire LS/CC a 0,15 mol %, et 11,86 mol %o de CC, épandu sur
I’eaua 25 °C. Isothermes obtenues au pH de I’eau.

Les isothermes de pression de surface-aire (/7-A) obtenues pour la lécithine de soja (LS) et
les mélanges LS/CC sont présentées dans la Figure 23. Les parametres caractéristiques du
film, aire par molécule au collapse (Acon), pression de surface au collapse (IZcon) et module de
compressibilité maximale (Cs) sont donnés dans le Tableau IlI. La Iécithine de soja, ainsi
que les mélanges LS/CC a 0,15 mol %o et 11,86 %0 en CC forment des monocouches avec une
Acon comprise entre 36 et 44 A? et une pression au collapse d’environ 40 mN.m™. Tous les
films sont dans un état liquide-expansé (LE), avec des valeurs de Cs* comprises entre 50 et 90
mN.m*. Cependant, alors que les films de lécithine seule et de LS/CC a 11,86 %o, sont trés
similaires, I’isotherme /7-A du mélange LS/CC 0,15 mol %o présente une aire par molécule au

point de collapse plus faible (36 vs 42 A?) et un caractére du film plus fluide. En effet, la
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valeur du module de compressibilité diminue de 77 & 53 mN.m™ en ajoutant un trés faible
pourcentage de CC. Au contraire, en augmentant la concentration en CC a 11,86 %o, la pente
de I’isotherme devient plus raide par rapport a celle correspondant a la lécithine pure, avec
une valeur de Cs™ de 86 mN.m:, ce qui indique que le mélange forme un film plus rigide. Ces
résultats laissent imaginer que, selon sa concentration, la CC n’interagit pas de la méme fagon
avec le film de LS et donc que, selon sa concentration, la CC subirait une tautomérisation
dont I’équilibre dépendrait de la partition entre les queues hydrophobes et les tétes polaires. A
faible concentration en CC, I’augmentation de la fluidit¢ de la bicouche proviendrait des
interactions entre la CC sous sa forme céto et les tétes polaires du film, alors qu’a plus grande
concentration, la forme énol, localisée entre les chaines hydrocarbonées rigidifierait la
monocouche.

Tableau I11. Paramétres des isothermes de compression au collapse des monocouches de LS,
LS/CC 0,15 mol %o et LS/CC 11,86 %o a 25 °C.

Monocouches Acoil (A?) Heon (MN.M™) Cst(mN.m™)
Lécithine de soja (LS) 42 42 77
LS/CC
(0,15 mol%s) 36 38 53
Ls/cc 44 38 86

(11,86 mol%o)

Afin de vérifier ces hypothéses, une étude de dynamique moléculaire a été réalisée en
collaboration avec Francois Dehez et Christophe Chipot du laboratoire LPCT de I’Université
de Lorraine. Par mesure de simplicité, I’étude a été effectuée avec des films de DOPC,

constituant principal de la Iécithine de soja.
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2.5.9. Simulation de dynamique moléculaire : interaction curcumine - DOPC

La simulation par dynamique moléculaire (DM) des interactions entre la membrane lipidique
modéle de DOPC et les deux formes tautomeéres de la curcumine a pour but d’éclaircir
I’arrangement des molécules de CC dans la bicouche lipidique. Les résultats de simulation
dynamique moléculaire, montrent d’aprés les Figures 24 A et B, que les deux isomeres sont
capables d’interagir avec la membrane par différents modes d’attachement. En effet, la forme
énol peut s’aligner avec I’interface membrane-eau mais aussi s’inserer plus profondément
dans la membrane, en s’orientant perpendiculairement a la surface de celle-ci. En revanche, la
forme céto qui est plus souple et coudée reste orientée parallelement a la surface de la
membrane tout au long de la trajectoire de dynamique moléculaire. Ainsi, dans le cas de la
forme céto, l’interaction est globalement limitée a la région des groupements des tétes

polaires, tandis que la forme énol s’insére davantage dans la bicouche.

membrane

— enol
— keto

w(z) (kcal/mol)

20 30 20 10 0 10 20 30 40
z(A)

Figure 24. Instantanés représentatifs, extraits d’une simulation d’équilibre DM montrant les interactions de la
curcumine avec le modele de bicouche lipidique dans sa conformation énol (A) et céto (B). (C) Profil d’énergie

libre de la pénétration des isoméres de la curcumine le long de I’axe (z) de la bicouche lipidique.
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Cette photo générale de I’arrangement de la CC dans la membrane lipidique est également
vérifiée par I’analyse des profils d’énergie libre sous-jacent de la perméation de la curcumine
dans ces formes céto et énol dans la bicouche lipidique (Figure 24 C). Effectivement, la forme
énol montre un profil presque sans barriere, permettant au perméant, donc a la CC, de
pénétrer profondément dans la bicouche lipidique avec un minimum énergétique global
d’environ 1 kcal.mol™. Cependant, le passage du premier au deuxiéme feuillet nécessitera de
surmonter une barriére d’environ 3 kcal.mol™. Cet aspect est également compatible avec le
fait que la traversée de la bicouche entiére par la forme énol n’est pas observée dans la
simulation d’équilibre DM. Au contraire, la forme céto présente un minimum beaucoup moins
prononcé dans le profil d’énergie libre, et, en effet, seule une 1égére stabilisation a I’interface

hydratée de la membrane peut étre envisageée.

Les différents mod¢les d’interactions formés avec la bicouche lipidique peuvent fournir
une explication au déplacement de I’équilibre tautomérique observé expérimentalement.
Effectivement, la bicouche constituant un environnement relativement confiné, une
augmentation de la concentration va promouvoir des arrangements aboutissant a une
occupation maximale de I’espace. Le tautomere énol, plus planaire et plus rigide permettrait
de minimiser 1’aire occupée, contrairement a 1’isomére céto qui a une configuration non-

planaire.

Le déplacement de 1’équilibre vers la forme céto peut donc principalement étre attribué a
I’interaction plus favorable de cette dernicre avec les groupements des tétes phospholipidiques
hydratées. Cela est identifié dans la Figure 25 montrant un zoom d’un instantané représentatif,
issu du calcul des liaisons hydrogéne établies entre les deux tautomeres de curcumine et les
phospholipides. L’interaction de 1’énol avec les tétes polaire hydratées du phospholipide
pourrait également conduire a la rupture de la liaison hydrogéne intramoléculaire, rompant

ainsi la conjugaison et la planarité de la molécule et donc provoquant sa conversion en céto.
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Figure 25. Instantané représentatif extrait de la simulation de DM montrant les liaisons hydrogénes de la forme

céto de la curcumine a I’interface phospholipide/eau

2.6. Resultats : Interactions de la curcumine (CC) avec une monocouche

lipidique. Role du palmitate de cétyle (CP)

2.6.1. Isothermes de compression et microscopie a angle de Brewster des

composés purs et de leur mélange

Le comportement interfacial de la curcumine (CC), du palmitate de cétyle (CP), de la 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) et de leurs mélanges binaire et ternaire a été

étudié en utilisant la technique des films de Langmuir.

Les isothermes de pression de surface-aire (/7-A) du DOPC pure, des mélanges binaires
CP/CC 1:1, DOPC/CP 1:1 et DOPC/CC 1:1 et du mélange ternaire DOPC/CP/CC 2:1:1
sont montrées dans la Figure 26 et les parametres caractéristiques des films au point de

collapse sont donnés dans le Tableau IV.

Les résultats montrent que la CC et le CP purs ne forment pas de films stables a I’interface
air/feau car la pression de surface est restée quasi nulle tout au long de la compression.
Effectivement, une fraction de la curcumine pure est soluble dans la phase aqueuse et des
agrégats sont facilement observables a la surface de I’eau en BAM (Annexe 1) ce qui est

également le cas pour le palmitate de cétyle (Annexe 1). Ceci est contraire a ce qui est
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rapporté par Xu et al.,*® Karewicz et al.3>’ et Thapa et al.>” dans le cas de la curcumine et

Karmakar et al.>® pour le CP.
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Figure 26. Isothermes de compression 7I-A. De droite & gauche : films de DOPC pure (noire), DOPC/CC 1:1
(rouge), DOPC/CP/CC 2:1:1 (vert), DOPC/CP (bleu) et CP/CC (gris) épandues sur de I’eau a 25 °C.

Encart : Cs2-17 déterminé a partir des isothermes expérimentales.

Le DOPC, quant a lui, montre un comportement typique, en accord avec les données de la
littérature.>*%° La monocouche de DOPC a un caractére de liquide expansé, avec une valeur
de Cs* de 96 mN.m™ (Tableau 1V), une aire par molécule au point de collapse (Acoi) de 58 A2
et une pression de surface au point de collapse (/Zcon) de 42 mN.m™. Le caractére liquide
expanseé du DOPC est lié a I’insaturation de ses chaines hydrocarbonées, qui affaiblissent les
interactions cohésives de van der Waals entre les chaines, réduisant ainsi I’empilement
moléculaire dans la monocouche et empéchant la formation de domaines condensés. Comme
attendu, les images de microscopie a angle de Brewster (BAM) des films de DOPC obtenues

a différentes pressions de surface ne montrent aucune anisotropie (Annexe 1).61:62
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Tableau IV. Paramétres des isothermes de compression au point de collapse des
monocouches de DOPC, CP/CC (1 :1), DOPC/CP (1:1), DOPC/CC (1:1) et DOPC/CC/CP
(2:1:1)a25°C.

Monocouches Acon (A2.molecule?) Heon (MN.m™) Cst(mN.m?)
DOPC 57,7 41,8 96
DOPC/CC 29,4 42,0 67
DOPC/CP 28,4 48,0 118
CP/ICC 79 22,8 111
DOPC/CP/CC 29,2 47,9 93

Le comportement des mélanges binaires équimolaires avec le DOPC montre I’influence du
CP et de la CC sur la monocouche de DOPC. Par exemple, 1’isotherme du mélange DOPC/CC
1:1 est déplacée vers des aires moléculaires plus faibles par rapport a I’isotherme du DOPC
pur, avec une valeur de Acon approximativement égale a la moitié du DOPC pure (29 vs 58
A?). Tandis que le profil des deux isothermes est similaire, le module de compressibilité
indique que la présence de CC dans le film de DOPC induit un caractere Iégérement plus
fluide (Cs! de 67 mN.m™). Ces observations suggérent qu’une faible quantité de curcumine
est présente dans le film de DOPC. Les images de BAM (Figure 27) montrent un film isotrope
a faible pression de surface (Figures 27 A et B) tandis que de I’anisotropie apparait dans la
monocouche du mélange DOPC/CC a 37 mN.m indiquant la présence de quelques agrégats
(Figure 27 C). Apreés le collapse, la morphologie du film consiste en de nombreux agrégats,

clairement observés en BAM (Figure 27 D).

En ce qui concerne le mélange équimolaire DOPC/CP, la pente de 1’isotherme est plus
importante par rapport a celle correspondant au DOPC pur, avec une valeur de Cs* de 118
mN.m* (Tableau V) indiquant que le mélange forme un film liquide condensé plus rigide que
le DOPC pur. La valeur de Acon du film composé du mélange DOPC/CP est faible (28 A?) par
rapport au film de DOPC pur (58 A?). Cela suggére que les chaines hydrophobes des
molécules de CP peuvent s’interdigiter avec les chaines du DOPC et induire une condensation
des molécules formant le film. La formation d’agrégats peut également étre impliquée. Cette
derniére hypothése est soutenue par les images obtenues en BAM montrant que le film de

DOPC/CP a un caractere anisotrope tout au long de la compression (Figures 27 E- H).

Enfin, alors que le CP et la CC, indépendamment, ne forment pas de film monomoléculaire
a l’interface air/eau, leur mélange équimolaire forme un film stable. L’isotherme de

compression de ce mélange présente une Acon de 7,9 A? qui est deux fois inférieure & ce qu’on
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aurait pu attendre pour un melange contenant 50% de CP pourvu de deux chaines
hydrocarbonées saturées. En effet, I’aire par molécule minimale d’une longue chaine
hydrocarbonée saturée (i.e. C16) est d’environ 18 A2, Il est alors raisonnable de supposer que
le CP et la CC forment des agrégats a ’interface air/eau. Effectivement, les images BAM du
film CP/CC montrent, a de faibles valeurs de pression de surface, des domaines brillants,
anisotropes, qui coexistent avec une phase gaz (Figures 27 1 et J). A des pressions de surface
plus importantes, le film devient homogéne (Figure 27 K) et enfin redevient hétérogéne au-
dela du collapse (Figure 27 L). Fait intéressant, 1’isotherme du mélange ternaire
DOPC/CP/CC 2:1:1 est située entre les isothermes correspondant au mélange DOPC/CP
1:1et DOPC/CC 1:1. Il est a noter que les images BAM montrent de 1’anisotropie tout au
long de la compression (Figures 27 M-P).

Figure 27. Images BAM des mélanges binaire de DOPC/CC 1:1 (A-D), DOPC/CP 1:1 (E-H), CP/CC 1:1
(I-L) et ternaire DOPC/CP/CC 2 :1 :1 (M-P) a 25 °C. Les images ont été obtenues a : 77 (mN.m) =0 (A), 5 (B),
37 (C), apres le collapse (D) ; 0 (E), 10 (F), 30 (G), 40 (H) ; 0 (I), 10 (J), 22 (K), aprés le collapse (L) ; 0 (M), 10
(N), 20 (0), 30 (P).
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En prenant en compte les résultats obtenus par la mesure de pression de surface et les
images BAM, il est probable que les molécules de CP et de CC présentes dans le film
contenant le DOPC interagissent et subissent un réarrangement a 1’interface air/eau lors de la
compression ; la CC stabiliserait le film en interagissant avec le CP au niveau de la région des
tétes polaires du DOPC.

Afin de vérifier ces hypotheses, une étude de dynamique moléculaire a été réalisée en
collaboration avec Jacek Korchowiec de la faculté de pharmacie, de I’Université Jagiellonian,
Pologne. Les systemes suivants ont été considérés : DOPC, CP, DOPC/CP, DOPC/CC,

CP/CC. Les mélanges binaires ont été étudiés a I’équimolarité.
2.6.2. Dynamique moléculaire

Les profils de densité moléculaire des mélanges binaires formés a une interface eau/vide
(N, T,pn,y = 20 mN.m™?) sont illustrés dans la Figure 28. Les profils de densité étant
symeétriques, seulement les monocouches supérieures sont présentées. Dans tous les panels, la
couleur cyan correspond a I’eau. Dans le cas du DOPC, un profil typique des phospholipides
est observé (Figure 28 A). A savoir, les groupements méthyles terminaux (bleu foncé) sont
dirigés vers le vide et les tétes polaires sont immergées dans 1’eau (PO4 — ligne rouge et
N(CHs)s — ligne magenta). De plus, les atomes de carbone hybridés sp? des chaines

hydrocarbonées sont représentés en bleu.

Cette image qualitative du DOPC est conservée dans le systeme binaire DOPC/CP (Figure
28 B). Les groupements CHz terminaux (bleu foncé), POa (rouge) et choline (magenta) et les
carbones hybridés sp? (bleu) sont moins intenses du fait de la plus faible concentration en
DOPC dans la monocouche (xporc = 0,5). Les groupements CHs terminaux du CP (ligne bleu
foncé en pointillée) coincident avec les groupements terminaux CHz du DOPC. Les atomes
d’oxygene du CP sont localisés a I’interface eau/vide. L’atome d’oxygene du groupement
carbonyle (aire grise) est légérement déplacé vers la phase aqueuse comparé a 1’atome
d’oxygeéne du groupement alkoxy (ligne noire). La monocouche formée du mélange
DOPC/CP montre un ordre supérieur par rapport a la monocouche formée uniquement de
DOPC. Cela se manifeste par 1’épaisseur des monocouches qui est estimée a partir de la
position du groupement choline et du groupement méthyle terminal. L’épaisseur de la
monocouche de DOPC est égale a 21,1 A, tandis que 1’épaisseur de la monocouche du
mélange DOPC/CP est égale a 24,3 A. Cela est en accord avec les valeurs de Cs* déterminées

a partir des isothermes de ces deux monocouches.
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Figure 28. Profil de densité au long de la normale de monocouches constituées de (A) DOPC, (B) DOPC/CP,
(C) DOPC/CC forme énol, DOPC/CC formé céto (D), CP/CC forme énol (E), CP/CC forme céto (F). Code
couleur : aire cyan-eau ; ligne bleu foncé-groupements méthyles terminaux ; ligne bleue-carbone sp? des chaines
acyles ; ligne rouge-groupement PO ; ligne magenta-groupement choline ; aire grise-oxygéne du groupement
carbonyle du CP ; ligne noire-oxygene du groupement alkoxy du CP ; aire marron-oxygene du groupement
hydroxyle de la CC ; ligne violette-oxygéne du groupement éther de la CC ; ligne verte-oxygene du groupement
carbonyle de la CC. Ligne bleu foncé en pointillé-groupements méthyles terminaux du CP dans la monocouche
du mélange DOPC/CP.
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Par ailleurs, la présence de curcumine dans la monocouche de DOPC (Figures 28 C et D)
n’a pas d’effet sur son épaisseur, qui est égale a 21,0 A et 20,9 A pour la forme énol et céto,
respectivement. Tous les atomes d’oxygeéne de la curcumine sont localisés entre le
groupement POg et la double liaison des chaines hydrocarbonées. L’aire indiquée en marron,
la ligne noire et la ligne verte correspondent respectivement aux atomes d’oxygéne des
groupements hydroxyle, éther et carbonyle de la curcumine. La distribution de la curcumine
est relativement large. Le comportement de la curcumine est tres différent dans les systemes
CP/CC. Ici, les atomes d’oxygene de la curcumine sont décalés vers 1’eau par rapport au

groupement des tétes polaires du CP (Figures 28 E et F).

L’orientation des chaines hydrocarbonées du DOPC et du CP est montrée dans la Figure
29. Les graphiques A et B correspondent a la distribution de la probabilité de I’angle
d’inclinaison de la chaine sn-1 du DOPC et de la chaine —O—R: du CP. La figure pour la
chaine sn-2 du DOPC et —(C=0)-R> du CP montre qualitativement le méme comportement et
n’est pas rapportée. L’angle d’inclinaison est défini par le premier et le dernier atome de
carbone de la chaine hydrocarbonée. La distribution de la probabilité de I’angle d’inclinaison
de la chaine sn-1 dans une monocouche de DOPC (ligne noire) est asymétrique, avec une
valeur d’inclinaison la plus probable d’environ 22°. La présence de CP dans la monocouche
(ligne rouge) augmente 1’ordre de la chaine du phospholipide. La distribution devient alors
plus étroite, le maximum est décalé vers une valeur inférieure et la probabilité est deux fois
plus elevée que celle précédemment observée pour une monocouche formée seulement de
DOPC. Inversement au CP, la présence de CC induit un léger effet de désordre dans
I’orientation de la chaine du DOPC (lignes vertes). Ceci est en accord avec ’effet fluidifiant
de la curcumine sur une monocouche de DOPC déterminé expérimentalement. L’influence
des deux formes de la curcumine est similaire (Figure 29 A). Les valeurs les plus probables
d’angle d’inclinaison sont déplacées vers des valeurs supérieures, les distributions de
probabilité sont plus diffuses et plus symétriques par rapport a la monocouche de DOPC

seule.

Un léger effet de désordre des formes céto et énol (lignes bleues) sur les chaines de CP
peut également étre observé (Figure 29 B). Les courbes sont maintenant décalées vers des
angles plus petits cependant les deux distributions de probabilité sont plus diffuses. En méme
temps, les chaines du CP sont plus ordonnées que les systemes DOPC et DOPC/CC.
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Figure 29. Distribution de la probabilité de I’angle d’inclinaison (tilt angle) de la chaine sn-1 du DOPC (A) et de
la chaine —O—Cy6H3s3 du CP (B). Code couleur ; DOPC-noir ; DOPC/CP-rouge ; DOPC/CC-vert ; CP/CC-bleu.

Les lignes solides ou en pointillées correspondent respectivement a la forme énol et céto de la curcumine.

Il ressort de ces résultats de dynamique moléculaire que la curcumine interagit de maniére
différente avec le DOPC et le CP. Effectivement, les formes céto et énol de la curcumine
présentent une distribution relativement large avec le DOPC ou elles seraient localisées entre
le groupement phosphate des tétes polaires et les doubles liaisons des chaines
hydrocarbonées. Tandis que la curcumine, sous sa forme céto ou énol, serait localisée au
niveau des tétes polaire du palmitate de cétyle plutot qu’au niveau de ses chaines
hydrocarbonées. Dans ce dernier cas, la curcumine serait déplacée vers la phase aqueuse et
formerait des complexes avec le CP dont les chaines grasses seraient dirigées vers le vide. On
notera également que le CP rigidifierait le film de DOPC alors que la curcumine le

fluidierait, ce qui est en accord avec les observations expérimentales.

2.6.3. Etude de la miscibilit¢é du complexe CP/CC sur une monocouche de
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)

2.6.3.1. Isotherme de compression des mélanges ternaires

Afin d’obtenir des informations de 1’effet d’'un mélange équimolaire de CC et CP sur une
monocouche de DOPC, des isothermes 77-A du mélange ternaire ont été mesurées a trois
températures différentes. Les isothermes I7-A des mélanges ternaires a différentes fractions

molaires de DOPC et du mélange équimolaire CP/CC sont présentés dans la Figure 30.
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Figure 30. Isothermes I7-A des mélanges ternaires de DOPC/CP/CC a 18 °C (A), 25 °C (B) et 32 °C (C)
épandus sur I’eau. Code couleur : —xpopc=1;—0,9;—0,8;—0,7;—0,6;—05;—04;— 0,3;— 0,2;
—0,1;=—0.

Tous les systémes ternaires étudiés présentent des isothermes de compression 77-A situées
entre les monocouches du DOPC pur et du mélange équimolaire CP/CC. L’augmentation de la
fraction molaire de DOPC entraine un déplacement des isothermes vers des aires moléculaires
plus grandes. On observe également que les valeurs de I1con dépendent de la composition de la
monocouche. A 25 °C, la plus grande valeur de I1con est trouvée pour Xporc = 0,4 et 0,5 &
environ 47 mN.m™. 1l est & noter que ces valeurs sont plus importantes par rapport au DOPC
pur (42 mN.m™*) ou au mélange binaire CP/CC (23 mN.m™). Ces observations indiquent une
stabilité plus importante des films composés du mélange ternaire comparé aux monocouches
composées du DOPC pur ou du mélange CP/CC 1 :1. La méme tendance est observée a 18 °C
et 32 °C avec des valeurs maximales obtenues a Xporc = 0,4 (49 mN.m™?) et 0,2-0,3 (47

mN.m1), respectivement.

De plus, les isothermes des monocouches du mélange ternaire montrent des points
d’inflexion & environ 70-80 A? aux fortes proportions de DOPC pour chaque température
étudiée. Ces points d’inflexion correspondent aux minima des modules de compressibilité,
comme il peut étre observé sur l’isotherme Cs'-I7 déterminée a partir des isothermes

expérimentales (Figure 31).
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Figure 31. Cs1-17 déterminé a partir des isothermes expérimentales pour le film DOPC/CP/CC 0,8 :0,1:0,1
épandu sur I’eau a =—18,— 25 et —32 °C.

La pression de surface du point d’inflexion varie avec la composition du film, et plus
précisément, elle augmente avec I’augmentation de la fraction molaire de DOPC.
Effectivement, a 25 °C, les valeurs de pression de surface des points d’inflexion sont
d’environ 3, 9, 14 et 22 pour Xxporc = 0,6; 0,7; 0,8 et 0,9 respectivement. De la méme
maniere, dans les films a 18 et 32 °C, les valeurs des pressions de surface auxquelles on
observe un point d’inflexion sont d’environ 4 et 12 mN.m* pour Xporc = 0,8 et 0,9 et

d’environ 5, 10, 14 et 23 mN.m™ pour Xporc = 0,5 ; 0,6 ; 0,7 et 0,8 respectivement.

La Figure 31 montre également une dépendance de la pression de surface des points
d’inflexion avec la température. Les isothermes Cs™-/7 déterminées a partir des isothermes
expérimentales 77-A pour le mélange DOPC/CP/CC 0,8 :0,1:0,1 a 18, 25 et 32 °C montrent
des points d’inflexion & une pression de surface de ~ 4, 14 et 23 mN.m, respectivement. 1l en
résulte donc que, pour une méme composition du film, la pression de surface correspondant
au point d’inflexion augmente avec la température. Cette observation est vérifice ¢galement
pour tous les mélanges ternaires présentant un point d’inflexion. Les points d’inflexion sont
généralement interprétés comme une transition de phase, indiquant un changement de la
structure du film. Ce changement de la structure du film est donc dépendant de la température

et de la fraction molaire de DOPC.
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2.6.3.2. Evaluation de la morphologie du point d’inflexion par microscopie & angle

de Brewster

La microscopie a angle de Brewster a une interface air/eau permet de visualiser les
différences de morphologie des films. La Figure 32 montre exclusivement la monocouche
correspondant au mélange DOPC/CP/CC pour Xporc = 0,6 car le point d’inflexion a environ
10 mN.m™? est plus facilement observable par rapport aux autres isothermes. 1l peut étre
observé qu’a une pression de surface inférieure a celle du point d’inflexion, le film ne montre
pas d’anisotropie (Figure 32 A), tandis qu’a environ 10 mN.m? des domaines brillants
apparaissent (Figure 32 B) pouvant correspondre alors a une nouvelle phase. Les domaines
deviennent plus brillants et plus nombreux a 20 mN.m™ (Figure 32 C). Ces observations sont
valables pour tous les films du mélange ternaire montrant un point d’inflexion et a toutes les
températures (Annexe 2, 3 et 4). Il est a noter que le film est isotrope tout au long de la

compression pour Xporc = 0,9 a 32 °C (Annexe 2).

Figure 32. Images BAM du mélange ternaire DOPC/CP/CC pour Xporc = 0,6 a 32 °C et a différentes pressions
de surface. A : 5,0 mN.m?; B:9,6 mN.m?*et C:20,0 mN.m%,

2.6.3.3. Etude de l’interaction entre le DOPC, le CP et la CC composant les

monocouches

Les interactions entre le mélange CP/CC 1 :1 et le DOPC ont été étudiées en examinant si
la variation d’aire moléculaire moyenne en réponse a 1’ajout de DOPC répondait a la régle

d’additivité, selon I’équation 6 :
A = Aixq + Ayx, Equation 6

Ou A1 est I’aire moléculaire moyenne dans la monocouche du mélange a une pression de
surface donnée, A1 et Az sont les aires moléculaires moyenne des composants 1 (DOPC) et 2

(CP/CC 1:1) a la méme pression de surface, et X1 et x2 sont les fractions molaires des deux
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composés dans le mélange épandu. Le mélange CP/CC est donc considéré comme un seul
composé. Les mélanges respectant 1’équation 6 montrent un mélange idéal ou une séparation
de phase compléte. Les mélanges ne suivant pas cette équation montrent une miscibilité
partielle résultante des forces d’interaction entre les différents constituants. Une déviation
positive a I’aire théorique reflete une interaction répulsive entre les composés, et inversement,
une déviation négative a I’aire théorique montre une interaction attractive entre les composés
du mélange®. La Figure 33 montre une comparaison de 1’aire moléculaire moyenne
expérimentale et de 1’aire moléculaire théorique pour un mélange idéal en fonction de Xporc a
10 mN.m™* 4 18, 25 et 32 °C. Cette derniére valeur a été choisie car elle permet d’observer les
points d’inflexion présents, a cette pression de surface, dans les mélanges a forte teneur en
DOPC.

100

—o—18 °C

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Xpopc

Figure 33. Aire moléculaire moyenne (AMM) des films du mélange ternaire DOPC/CP/CC a 18 °C (o), 25 °C
(%) et 32 °C (e) en fonction de Xpoec. /7 = 10 mN.m™. Les lignes en tirets représentent I’aire moléculaire

moyenne théorique.

Aux trois températures, les valeurs des aires expérimentales sont approximativement
linéaires dans I’intervalle xporc = 0,0-0,5, montrant alors une déviation nulle par rapport a
I’aire théorique. Cet effet indiquerait I’absence d’interaction entre les molécules et suggérerait
que des phases non miscibles puissent coexister ou au contraire, cela suggérerait un mélange
idéal. Etant donné que les isothermes de compression montrent une augmentation de la

pression de surface au collapse pour ces valeurs de Xporc, la derniere hypothése serait
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davantage vérifiée. Dans I’intervalle xporc = 0,5-1,0 ; on observe une déviation de la linéarité
pouvant indiquer une miscibilité partielle des composés du film. Cependant, I’analyse d’un
systeme multi-phasique et multi-composant ne peut étre effectuée avec précision. Toutefois,
on observe une déviation de la linéarité plus importante avec l’augmentation de la

température.

2.6.3.4. Analyse Thermodynamique de la miscibilité du DOPC, du CP et de la CC en
couche de Langmuir

La miscibilité des composés constituant le film du mélange ternaire DOPC/CP/CC a été
évaluée a partir des isothermes 77-A permettant le calcul de I’énergie de Gibbs du mélange,
AG™* 410 mN.m™et & 18, 25 et 32 °C, en utilisant la formule suivante :

AGmix = fon[Alz - (x1A1 + szZ)]dH Equatlon 4

Si AG™ = 0, le film est composé d’un mélange idéal, un AG™* < 0 révele un mélange
miscible et a I’inverse, si AG™* > 0 révéle que les composés du mélange sont non-miscibles.
La Figure 34 montre une comparaison de I’énergie de Gibbs du mélange des films ternaires en

fonction de xporc @ 10 mN.m™et & 18, 25 et 32 °C.

3.5
] —0—18°C

3.04 —©0—25°C
1 —@—32°C
2.5

2.0~

1.5+

AG (kJ mol?)
H
o

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Xpopc

Figure 34. Analyse thermodynamique des films composés du mélange ternaire DOPC/CP/CC a 18 °C (o), 25 °C
(%) et 32 °C (e) en fonction de Xpopc, 77 = 10 mN.m™.
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L'analyse des fonctions thermodynamiques d’un systéme multi-phasique et multi-
composant ne peut pas étre effectuée avec précision. Néanmoins, les résultats obtenus pour
I’énergie libre de Gibbs du mélange (41G™*) suggérent ’existence d’intervalles de miscibilité

dans le systéeme (Figure 34).

Sur la base des résultats précedemment discutés, il peut étre proposeé que pour Xporc = 0,0-
0,4 (Figure 34, ligne rouge, 32 °C), un mélange entre les complexes de CP/CC formant des
agrégats et le DOPC logé entre eux forment une phase, comme indiqué par 4G = 0. Cela
signifierait alors un mélange idéal entre les agrégats constitués de CP/CC et les molécules de
DOPC formant une couche. Entre Xporc = 0,4 et 0,7 ; le phospholipide n’est plus contenu
dans la structure existante, comme indiqué par 1’augmentation de 4G, ce qui pourrait alors
révéler qu’une séparation de phase se produise. Enfin, entre Xporc = 0,7 et 1,0; les
complexes CP/CC et les molécules de DOPC forment une seule phase (4G = 0) ou les
agrégats disparaissent. A la température de 18 °C, la transition de phase CP/CC agrégats-
molécules de DOPC vers la phase CP/CC-DOPC formant un film monomoléculaire se produit
de maniere continue. Lors de ce processus, la curcumine devrait diminuer 1’agrégation du CP

en formant des complexes avec le CP et en augmentant la polarité de sa téte polaire.
2.7. Conclusion

En combinant des méthodes spectroscopiques et physico-chimiques, ainsi que la
modélisation par DFT et par dynamique moléculaire, ce chapitre met tout d’abord en évidence
le changement de conformation de la curcumine lors de son encapsulation dans une bicouche
lipidique de lécithine de soja. Les résultats de spectrophotométrie ont montré qu’une
augmentation de la concentration en curcumine modifiait les spectres d’absorbance avec une
proéminence de la bande d’absorption décalée vers le rouge, qui a pu étre associée a la forme
énol. Cette tendance est également confirmée par des mesures de fluorescence, ou
I’augmentation de la concentration en curcumine entrainait un déplacement bathochrome du
maximum d’émission. Ces résultats concordent avec les spectres d’absorption modélisés par
DFT. Les changements de conformation sont induits par les effets concomitants de
I’environnement membranaire lipidique et de la concentration en CC. L’arrangement des deux
tautomeres par rapport a la membrane de lécithine peut étre modelisé par différents modes
d’interactions avec la bicouche lipidique. Alors que la forme énol a tendance a pénétrer a
Iintérieur du cceur lipidique, la forme céto, non-planaire, réside préférentiellement a

I’interface, en interaction avec les tétes polaires. Plus particulierement, les résultats mis en
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évidence par des simulations de dynamique moléculaire d’équilibre sont également confirmés
par le profil d’énergie libre sous-jacent a la pénétration de la curcumine. Dans une solution
aqueuse, la forme céto est prédominante, et cet équilibre est maintenu pour de faibles
concentrations en CC dans la bicouche lipidique. Effectivement, dans ce cas, la curcumine
peut facilement se positionner a I’interface membrane-eau. Cependant, lors d’une
augmentation de la concentration, le changement de conformation est favorisé par la nécessité
d’adopter un agencement beaucoup plus efficace et moins encombrant, comme celui de
I’énol. L’équilibre originel est inversé et la curcumine est capable de pénétrer dans la

bicouche lipidique.

Cette étude pourrait expliquer la faible disponibilité de la curcumine généralement
observée in vitro et in vivo. Pour étre internalisée et ensuite passer la membrane cellulaire, une
concentration suffisante de curcumine est nécessaire dans le cas de son administration sous sa

forme libre.

Dans un second temps, les films de Langmuir, la microscopie a angle de Brewster ainsi
que la dynamique moléculaire et la thermodynamique montrent que la curcumine et le
palmitate de cétyle forment des complexes a une interface air/eau dont la balance hydrophile-
hydrophobe permet un mélange avec une monocouche de phospholipide. Les résultats en film
de Langmuir montrent que ni la curcumine, ni le palmitate de cétyle ne forment de films
stables a une interface air/eau. Cependant, des films stables sont obtenus lors du mélange
équimolaire de ces deux composes. Cela pourrait étre expliqué par la formation de complexe
entre la curcumine et le palmitate de cétyle via des interactions entre la téte polaire du lipide
et la curcumine. Cette hypothése serait Vérifiée par 1’étude de dynamique moléculaire
montrant que la curcumine, sous sa forme céto ou énol, serait localisée au niveau des tétes
polaire du palmitate de cétyle plutét qu’au niveau de ses chaines hydrocarbonées. Les
isothermes de compression obtenues en film de Langmuir montrent différentes structures des
films composés du melange ternaire en fonction de la concentration en DOPC. Cela est vérifié
en microscopie a angle de Brewster ou a faible concentration en DOPC, les images montrent
une anisotropie tout au long de la compression pouvant étre attribuée a la formation
d’agrégats composés de palmitate de cétyle et de curcumine. Alors qu’a forte concentration en
DOPC, les images BAM révélent une monocouche isotrope formant un film
monomoléculaire. Cette phase devient anisotrope lors de I’augmentation de la pression de
surface, correspondant donc a une nouvelle phase. L’analyse thermodynamique des films

composés du mélange ternaire révelent la présence d’intervalles de miscibilité entre les
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constituants. Effectivement, a faible concentration en DOPC, les molécules de DOPC et les
agrégats formés de curcumine et de palmitate de cétyle formeraient une phase.
L’augmentation de la teneur en DOPC induirait une séparation de phase entre les agrégats et
le DOPC. Puis, a plus forte concentration en DOPC, une phase constituée de molécules de
DOPC et des complexes entre le palmitate de cétyle et la curcumine formeraient un film

monomoléculaire.

Ce second chapitre montre donc, dans un premier temps, D’effet combiné de Ia
concentration et du microenvironnement par confinement sur la tautomérisation de la
curcumine. Les résultats mettent en évidence le réle crucial du confinement dans la
détermination des propriétés physico-chimiques de la curcumine. Dans un second temps, ce
chapitre met en évidence la propriété de la curcumine a réaliser des complexes avec un lipide
(= phytolipide) ce qui favoriserait alors 1’absorption de la curcumine par la muqueuse
intestinale, puisque le complexe CC/CP, favoriserait le mélange avec une monocouche de

phospholipide modele.
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3. Systeme de délivrance visant une libération contrdlée de

phosphatidylcholine et de curcumine jusqu’au colon

3.1. Introduction

La RCH est une maladie inflammatoire caractérisée par des épisodes symptomatiques qui
apparaissent par intermittence avec des phases de rémission. La curcumine, a démontré une
forte propriété anti-inflammatoire. Elle apparait donc étre une molécule prometteuse pour le
traitement de la RCH. De plus, la curcumine préviendrait également la perte de fonction de la
barriére intestinale en inhibant 1’altération des jonctions serrées. Effectivement, le role clé de
la perturbation des jonctions serrées a été mis en évidence dans la pathogénése de la RCH.! La
déstabilisation de ses jonctions entraine une diminution de 70 % des PC dans la couche de
mucus rectal altérant séverement la fonction de la barriere hydrophobe de la couche de
mucus.>* L’apport de PC exogénes est alors envisagé pour rétablir la composition lipidique du

mucus intestinal.

Une prise par voie orale de molécules bioactives offre une facilit¢ d’administration.
Cependant, les phosphatidylcholines sont sensibles aux enzymes intestinales et peuvent étre
digérées et absorbées précocement au niveau de la partie haute du tractus gastro-intestinal. De
plus, la curcumine présente une faible solubilité et une faible absorption au niveau de la
muqueuse intestinale. Il est donc nécessaire de modifier leur biodisponibilité et de les protéger
en les encapsulant au cceur d’un vecteur, afin de les transporter jusqu’au cdlon pour atténuer

ou traiter les symptémes liés a la RCH.

Parmi les systemes de délivrance, les nanoparticules lipidiques solides (SLN) semblent
prometteuses. Effectivement, en tant que particules lipidiques, elles allient les avantages
d’une matrice biocompatible et biodégradable en raison de leur nature® tout en augmentant la
biodisponibilité et la stabilité des principes actifs. De nombreuses études rapportent les
avantages de I’encapsulation de la curcumine au sein de particules lipidiques pour une
application orale®° et pour le traitement de RCH in vivo chez I’animal.**2 Par ailleurs, de
multiples exemples de suspensions de SLN formulées avec des modéles de PC, utilisées pour
leur propriété émulsifiante, sont également rapportés dans la littérature.’%*24 De ce fait, les
PC véhiculées lors d’une administration orale seraient directement digérées par les enzymes

durant le transit gastro-intestinal.
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Par ailleurs, les SLN étant constituées d’une matrice lipidique, celles-ci sont également
sensibles a la digestion par les lipases intestinales.”® Ainsi, la protection de molécules
bioactives destinées a une libération gastro-intestinale et du systeme de délivrance lui-méme

reste donc un défi a relever par la formulation de systéemes colloidaux.

Dans ce chapitre nous allons exposer dans un premier temps quelques généralités sur les
nanoparticules lipidiques solides ainsi que sur les émulsions de Pickering. Ensuite, nous
présenterons [’influence de la stratégie de formulation de particules lipidiques sur la
localisation intraparticulaire de phospholipides. Enfin, nous présenterons la stabilisation
d’une interface solide/liquide par des nanoparticules solides, utilisées afin de protéger le

systeme de délivrance par effet de Pickering.

3.2. Géneralités sur les nanoparticules lipidiques solides (SLN)

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN solid lipid nanoparticles) ont été développées
dans les années 1990. Ce sont des suspensions colloidales lipidiques dont la taille est
submicronique. Les SLN sont composees de lipides solides (ou graisse) a température
ambiante (ou du corps humain), biodégradables et biocompatibles généralement stabilisées
par I’ajout de tensioactifs et parfois de co-tensioactifs. L’utilisation de lipides solides permet
de controler davantage la libération du principe actif via une mobilité réduite de celui-ci par
rapport a une incorporation dans une huile (lipide liquide a température ambiante). Les lipides
utilisés pour produire des SLN sont des mono-, di-, triglycérides, des cires, des acides gras

etc... caractérisés par leur température de fusion (Tm) (Tableau I).
3.2.1. Préparation des SLN

Les SLN sont généralement préparées a partir d’une émulsion directe huile dans eau
(H/E) ; ou la phase dispersée (gras fondu) et la phase dispersante (eau + tensioactifs) sont
chauffées a une température supérieure au point de fusion du lipide ; suivie par une étape de
refroidissement qui permettra la cristallisation du lipide. Les SLN peuvent étre préparées par
difféerentes methodes reposant sur la préparation d’une émulsion avec ou sans apport
d’énergie dans le systeme, telle que : I’homogénéisation a haute pression (a chaud ou a froid),
’ultrasonication ou homogénéisation a grande vitesse, émulsification/évaporation de solvant,

émulsification/diffusion de solvant, la formation de microémulsion ou encore par la formation
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d’une double émulsion (eau/huile/eau) permettant 1’encapsulation de principes actifs

hydrophiles. De nombreuses revues de la littérature rapportent plus précisément les

différentes méthodes de préparation des SLN.6:7

Tableau I. Exemple de lipides utilisés pour la production de SLN pour une administration

orale
Groupes Température de fusion (°C) Références
Triglycérides
Trimyristine 56-57 18
Tripalmitine 66-68 19
Tristéarine 72-75 12,20
Monoglycérides
Glyceryl monostearate 78-81 21
Mélanges de mono-, di- et
triglycérides
Glyceryl behenate 83 22-24
Glyceryl palmitostearate 52-55 23
Acide gras
Acide stéarique 70 12
Acide palmitique 63 25
Cires
Palmitate de cétyle 54 26-28
Cire d’abeilles 62-64 29
Cire de carnauba 82 30

3.2.2. Incorporation du principe actif dans les SLN

L’incorporation d’un principe actif dans la matrice lipidique des SLN est influencée par

differents parameétres : i) la solubilité du principe actif dans le lipide fondu, ii) la structure

chimique et physique de la matrice lipidique solide et iii) 1’état polymorphique du lipide

utilisé.
i) La solubilité du principe actif dans le lipide fondu doit étre suffisamment élevée car
elle diminue lors de la cristallisation du lipide.3!
i) La nature chimique du lipide est également fondamentale. La solidification des

lipides peut conduire a une expulsion du principe actif. Des mélanges de lipides
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i)

plus complexes tels que des mono-, di-, triglycérides et contenant des acides gras
avec des longueurs de chaines hydrocarbonées variables conduisent a une limitation
du risque d’expulsion di a la formation de réseaux moins cristallisés offrant des
espaces pour accueillir le principe actif .3

Le polymorphisme du lipide est déterminant pour I’incorporation d’un principe
actif. Un réseau cristallin avec des défauts permet une incorporation plus
importante de principe actif. Cependant, un réseau avec moins de défauts est
thermodynamiquement plus stable. Les formes cristallines métastables auront donc
tendance a se transformer en réseaux plus ordonnés provoquant 1’expulsion du

principe actif a partir des SLN durant le stockage.!

Miiller et al.,®! ont décrit trois modéles d’incorporation de principe actif dans les SLN

(Figure 1).

Water msoluble ingredient

Water insoluble ingredient

\

* = Solid lipad

—

\(Bioacti\'e-enrichtd matrix) (Bioactive-enriched shell) (Bioactive-enriched core) |

Solid lipid nanopamcles‘(SL.\'), typical s1ze<100 nm

Figure 1. Modéles d’incorporation de principe actif dans les SLN, tiré de Miller et al.,2! 2000. De gauche a

droite : modéle de dispersion homogene, modele couronne enrichie, modéle cceur enrichi.

)
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Le modele de dispersion homogene : lorsque le principe actif est distribué de maniére
homogéne dans la matrice lipidique. En général, aucun tensioactif n’est utilisé durant
la préparation de la dispersion colloidale pour obtenir ce modele.*?

Le modéle couronne enrichie : durant la production de SLN, la quantité de principe
actif de la phase aqueuse augmente avec 1’augmentation de la température due a une
solubilité accrue pour cette phase. Il est a noter qu’une augmentation de la
concentration en tensioactif contribue aussi a cet effet. Durant le refroidissement, la
solubilité du principe actif dans la phase aqueuse diminuerait, entrainant alors une
nouvelle répartition du principe actif entre la phase dispersante et dispersée. Lorsque

I’émulsion atteint la température de recristallisation du lipide, un cceur lipidique solide



commence a se former qui ne sera plus accessible au principe actif. Cela conduira
donc a un enrichissement de la couronne en principe actif. Ce modele peut conduire a
un phénomene de burst (= libération rapide du PA) du principe actif lors de sa
libération.

iii) Le modele cceur enrichi: se produit lorsque le principe actif précipite avant la
recristallisation du lipide. 1l peut étre obtenu lorsque le principe actif est solubilisé
dans un lipide fondu & une concentration proche de sa saturation. Le refroidissement
de la nanoémulsion conduira a sa supersaturation et donc a la précipitation du principe

actif qui sera suivi par la recristallisation du lipide encerclant le principe actif.
3.2.3. Digestion enzymatique in vitro de la matrice lipidique des SLN

Avant de pouvoir atteindre la région enflammeée du célon, le systeme de délivrance
lipidique doit résister a un pH acide pouvant atteindre 2,3 en cas de RCH.* Il devra
également pouvoir éviter d’étre capté par la couche de mucus saine et surmonter 1’activité de
dégradation des enzymes. Effectivement, 80% de la lipolyse des lipides a lieu au niveau de
I’intestin en présence des micelles de sels biliaires. Miiller, qui est I’un des pionniers dans
I’étude de la dégradation des SLN sous ’action de lipase, rapporte I’influence de la nature et
du degré de cristallinité de la matrice lipidique ainsi que I’effet du tensioactif utilisé pour
stabiliser les suspensions sur la rapidité de dégradation des suspensions de SLN par les
lipases.3*% |l apparait que I’encombrement stérique de 1’émulsifiant soit un facteur important
pour limiter la lipolyse.® Par exemple, en 2018, Ban et al.>” ont étudié in vitro la dégradation
enzymatique de SLN stabilisés par un émulsifiant de type Polyéthyléne glycol (PEG) en
fonction de la longueur de chaine du polymeére. Ils ont démontré qu’il existe une compétition
dans le phénomene d’adsorption entre les sels biliaires et I’émulsifiant a la surface des SLN.
La présence des sels biliaires a la surface du SLN permet alors la dégradation de la matrice
lipidique par les lipases intestinales. D’apres leurs résultats, plus la longueur de la chaine de
I’émulsifiant est importante plus I’hydrolyse des triglycérides est réduite. En 2017, Higa et
al.® ont formulé des SLN afin de cibler les régions inflammatoires lors de RCH en utilisant
un mélange de lipides extraits de archaebacteria Halorubrum tebenquichense (TPA) comme
émulsifiant, qui offrirait une protection chimique contre les lipases puisque le lipide utilisé par
Higa et al. présente des liaisons éethers entre les chaines hydrocarbonées et le glycérol en
position sn-2 et sn-3. lls ont alors étudié la dégradation in vitro, en présence de lipases
pancréatiques, des suspensions lipidiques composées de Compritol® ATO 888 stabilisé soit i)

par du Tween 80, de la lécithine et du TPA ; soit ii) en ’absence de TPA. Ils rapportent une
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lipolyse compléte de la formulation stabilisée avec la Iécithine et le Tween 80 apres 30 min
dans un milieu intestinal simulé, tandis que la suspension en présence de TPA expose une

lipolyse de 45 % apres 1 h d’incubation dans le méme milieu.
3.3. Geéneéralités sur les émulsions de Pickering

Les émulsions de Pickering sont des systemes dispersés de deux liquides non-miscibles
stabilisés par des particules solides colloidales (ou émulsifiant solide). Les émulsions de
Pickering peuvent étre de type direct ou inverse, soit émulsion huile/eau (H/E) ou émulsion
eau/huile (H/E), respectivement (Figure 2).

Particules solides Particules solides
( [ [ e |
( ' l ‘
( o | ¢ '
Huile Eau
1 ' ( ‘
( { ¢ {
¢ ) {
Eau Huile
Emulsion de Pickering H/E Emulsion de Pickering E/H

Figure 2. Emulsions de Pickering : directe (Huile/Eau) et inverse (Eau/Huile)

3.3.1. Angle de contact

La morphologie des émulsions de Pickering ne dépend pas de la balance hydrophile-
lipophile (hydrophilic-lipophilic balance HLB) comme pour les tensioactifs, mais de la
mouillabilité de la particule matérialisée par I’angle de contact (0) que la particule réalise a
I’interface huile/eau. Une particule exposant une surface trés hydrophile est totalement
mouillée par I’eau et ne sera pas adsorbée a I’interface d’une émulsion car elle restera dans la

phase aqueuse, et inversement pour les particules trop hydrophobes.
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Lors d’un mouillage partiel des particules par les deux phases, la valeur de 1’angle contact
peut-étre calculée a partir de la loi de Young (Equation 1) en fonction des énergies

interfaciales du solide et des deux liquides :

Ys/h=Vs/e

cosf = Equation 1

Yh/e

Ou 6 est I’angle de contact entre huile-eau-solide défini dans la phase aqueuse, ysn est
I’énergie de surface entre la particule solide et 1’huile, yse est 1’énergie de surface entre la
particule solide et I’eau et yne est 1’énergie de surface entre 1’eau et 1’huile. Donc, en
considérant des particules solides sphériques, la valeur de 6 mesurée dans la phase aqueuse
permet de définir le type d’émulsion pouvant étre obtenue. Si 6 < 90°, la particule est
considérée comme hydrophile (Figure 3 A), elle est davantage mouillée par la phase eau,
permettant d’obtenir une émulsion directe. Si 6 > 90°, la particule est considérée comme
hydrophobe (Figure 3 C), elle est davantage mouillée par la phase huile et une émulsion
inverse est obtenue. A un angle de 90° (Figure 3 B), les particules sont mouillées par les deux

phases et n’ont pas de préférence pour un type d’émulsion.

A B C
oil
/ N\
Oow e
water

oil
oil W
w water
water

Figure 3. Représentation de ’effet du mouillage et donc de ’ange de contact @ sur le type d’émulsion formée.

Repris de Aveyard et al.,® 2003.

3.3.2. Détermination de I’angle de contact

Il existe différentes méthodes, directes ou indirectes, pour déterminer 1’angle de contact
des particules adsorbées aux interfaces. Parmi les méthodes indirectes, 1’ellipsométrie, la
réflectrométrie ou encore I’enregistrement d’isotherme de pression de surface/aire en cuve de

Langmuir peuvent étre utilisées. Pour les méthodes directes, on peut citer la microscopie a
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force atomique, I’interférométrie et la cryofracture a une interface. Destribats récapitule les

techniques de mesures dans une article publié en 2014.%°
3.3.3. Energie d’adsorption

La stabilisation des émulsions de Pickering provient de la forte adsorption des particules a
une interface liquide/liquide. La force avec laquelle une particule est maintenue a une
interface huile/eau (donc I’apport d’énergie requis pour la désorption d’une particule) ne
dépend pas seulement de 6 mais également de la tension superficielle entre 1’huile et ’eau et

du rayon de la particule.

Ainsi 1’énergie requise pour la désorption d’une particule (-4agsG) d’un rayon R d’une

interface huile/eau de tension interfaciale yhe est donnée dans 1’équation suivante :

—AgasG = T.R%. Vp/e. (1 £ 0SBy, e )? Equation 2

Par convention 0 est défini par rapport a la phase aqueuse, le signe a I’intérieur de la
parenthese est positif si 6 > 90° et négatif si 6 < 90°. La gravité est négligeable lorsque les

particules mesurent moins de 1 pm.

Donc plus —4a4sG est faible, plus les particules seront ‘expulsables’ de I’interface.
L’¢énergie d’attachement est donc la plus forte quand 1’angle de contact est de 90°, ce qui
correspond a un maximum de stabilit¢é d’une émulsion dans la plupart des cas. Cependant,
lorsque les valeurs d’angle de contact sont proches de 0 — 20° ou 160 — 180°, —4adsG diminue
rapidement et devient comparable aux valeurs d’énergie d’adsorption retrouvées pour un
tensioactif (= 10 kT). La particule peut alors facilement se décrocher de I’interface et 1’effet

de stabilisation est réduit.**

La stabilité des émulsions de Pickering peut aussi étre attribuée a la barriere stérique que
forment les particules adsorbées a I’interface eau/huile (et vice versa). La difficulté pour la
mise en ceuvre d’émulsion de Pickering réside dans le choix des particules a utiliser et
éventuellement aux modifications de surface a réaliser pour qu’elles soient mouillées par les

deux phases.

138



3.3.4. Digestion enzymatique in vitro des émulsions de Pickering

Les émulsions de Pickering ont démontré un fort potentiel quant a la réduction de la
digestion enzymatique de la phase lipidique dispersée. Par exemple, Bai et al.*? ont étudié la
digestion enzymatique d’une émulsion de Pickering stabilisée par des nanocristaux de
cellulose (CNC) d’une largeur de 5-20 nm et d’une longueur de 150-200 nm a différentes
concentrations. lls rapportent que pour ces systemes, la digestion des lipides est inhibée a
forte concentration en CNC. Ces résultats concordent avec ceux de Tzoumaki et al.** qui
constatent le méme effet pour une émulsion stabilisée par des nanocristaux de chitine (ChN).
D’aprés ces deux <¢&tudes, 1’adsorption irréversible des particules a [D’interface H/E
contribuerait de maniere non négligeable a 1’efficacité de protection contre la dégradation
enzymatique. La méme tendance a été démontrée avec les particules inorganiques de silices
qui sont largement utilisées pour stabiliser une émulsion de Pickering. Il a notamment été
rapporté qu’avec des particules de silice, une telle émulsion peut étre stable a des valeurs de

pH physiologique, allant de 3 a 7, et donc intéressant pour 1’administration par voie orale.**#°
3.4. Partie expérimentale

3.4.1. Produits

Dans le cadre de ce travail, la curcumine (CC > 65 %) ainsi que les phospholipides (PL)
extraits du jaune d’ceuf, proviennent de chez Sigma-Aldrich. Cette source de phospholipides
contient = 60 % de phosphatidylcholines.

Le palmitate de cétyle (CP, 95%) de chez Accros Organics, est utilisé comme matrice
lipidique pour préparer les SLN. Le CP qui est solide a température ambiante est un céride
approuvé pour les applications pharmaceutiques. Ce lipide jouera le role d’excipient dans la
formulation développée pour encapsuler les molécules bio-actives, i.e., les PL et la

curcumine.

Le Pluronic® P123 de chez Sigma-Aldrich est un copolymére tribloc linéaire de masse
molaire de 5800 g.mol! communément annoté PEO-PPO-PEO. C’est un tensioactif non-
ionique qui possede un caractere amphiphile ; puisqu’il est composé d’un bloc central de
poly(oxyde de propyléne) (PPO, 70 unités) plutdt hydrophobe, et de deux blocs latéraux de
poly(oxyde d’éthyléne) (PEO, 20 unités par bloc) plutdt hydrophiles. Le P123 est utilisé

comme stabilisant dans la formulation de la suspension de type E/PL-SLN/E.
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Le Witocan®P est un triglycéride issu d’huile de palmiste fourni par Cremer Oleo GmbH
& Co. Cette graisse posséde une température de fusion comprise entre 34-36 °C. Cette
matiere grasse a été choisie pour formuler une suspension de SLN thermosensibles de type
W-SLN par effet de Pickering.

La poudre de silice pyrogénée d’origine commerciale (Wacker Chemie AG, HDK® T40) est
utilisee ici comme émulsifiant solide pour la stabilisation par effet de Pickering des SLN
préparées a partir de Witocan®P. Les nanoparticules de silice présentent une aire de surface
de 360-440 m?/g et une densité de silanol de surface de 2 SiOH/nm?.

L’acide stéarique (AS, 97%) de chez Accros Organics, est un acide gras qui posséde une
température de fusion de 69 °C. Il a été utilisé pour modifier 1’énergie de surface et donc la
mouillabilité des nanoparticules de silice pour rendre plus compatibles avec les SLN de

Witocan®P.

D’autre part, pour faciliter les analyses par microscopie confocale, deux fluorophores ont
été utilisés le 1-Oleoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl]-sn-
glycero-3-phosphocholine (NBD-PC) de chez Avanti Polar Lipids et le 1,2-dihexadecanoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine, triethylammonium salt (TR-DHPE) de chez Molecular
Probes. Leurs longueurs d’onde d’excitation (Aex) et d’émission (Aem) dans le chloroforme et

le méthanol, respectivement sont indiquées dans le Tableau Il présenté ci-dessous.

Tableau Il. Caractéristiques optiques des fluorophores utilisés pour I’analyse en microscopie

confocale
Fluorophores Aex (NM) | Aem (NM)
NBD-PC
474 533
(dans le chloroforme)
TR-DHPE
. 595 615
(dans le méthanol)

La pancréatine extraite du pancréas de porc (3x USP United States Pharmacopeial
Convention, Sigma Aldrich) est une enzyme de type lipase/phospholipase modele, utilisee
dans le test de digestion in vitro.
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3.4.2. Conditions et Protocoles de formulation des suspensions de SLN

3.4.2.1. Par simple émulsion directe Huile dans Eau (H/E) pour la suspension de type
PL-SLN-CC

Ce mode de préparation a été établi pour obtenir une dispersion de nanoparticules
lipidiques solides (SLN) de palmitate de cétyle (CP) formée en présence de phospholipides
(PL), extraits du jaune d’ceuf, par diffusion/évaporation de solvant suivi d’une étape de
sonication a I’aide d’une sonde a ultrasons. Ainsi, une phase organique composee de 100 mg
de CP et de 50 mg de PL dissous dans 10 mL de tétrahydrofurane (THF) est initialement
préparée. Puis, cette solution est ajoutée, goutte a goutte, a 10 mL d’eau chauffée a 70 °C
pour former une pré-émulsion. Celle-ci a ensuite été laissée sous agitation a 70 °C jusqu’a la
compléte évaporation du THF, puis mise sous ultrasons durant 5 min, a 1’aide d’une sonde a
ultrasons (Bandelin sonopuls, HD 2200, 47% puissance), pour obtenir une émulsion directe
d’huile dans eau (H/E). Le refroidissement des gouttelettes d’huile conduit a la formation
d’une suspension de SLN dans 1’eau, nommée PL-SLN.

Dans le cas des dispersions PL-SLN chargées en curcumine (CC), le mode de préparation
est identique a celui venant d’étre décrit avec simplement 1’ajout de 1 mg de CC dans la phase

organique de THF contenant déja le CP et la PL. Cet échantillon est nommé PL-SLN-CC.

3.4.2.2. Par double émulsion Eau dans Huile dans Eau (E/H/E) pour la suspension de
type E/PL-SLN-CC/E

Le mode de préparation de ce type de suspension de SLN de CP a été inspiré de la
méthodologie établie par Pasc et al.*’ qui utilisent une double émulsion eau/huile/eau (E/H/E).

Cette stratégie permettrait d’incorporer davantage de PL au cceur du SLN.

Tout d’abord, une émulsion inverse (E/H) a été réalisée en mélangeant sous vortex 500 mg
d’eau a un mélange homogeéne de cyclohexane/CP (1 mL/100 mg). Puis, 50 mg de PL sont
dissous dans 260 pL d’un mélange isopropanol/THF (95/5 V/V, proportions volumiques) ont
été ajoutés. L’émulsion E/H ainsi obtenue a été dispersée dans 10 mL d’une solution aqueuse
contenant 3,45 % en masse de P123 pour obtenir une double émulsion E/H/E. Enfin, cette
derniére a été chauffée, & 60 °C, sous vide afin d’évaporer les solvants puis refroidie pour
former la suspension finale de SLN, nommée E/PL-SLN/E. L’évaporation des solvants
organiques a entrainé une perte d’eau, il a donc fallu en ajouter pour réajuster la concentration

de P123 a la valeur initiale, soit 3,45 % en masse.
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Dans le cas des dispersions E/PL-SLN/E chargées en CC, le mode de préparation venant
d’étre décrit a ¢été utilis¢é en ajoutant simplement 1 mg de CC au mélange

isopropanol/THF/PL. L’échantillon a été nommé E/PL-SLN/E-CC.
3.4.3. Stabilisation de I’interface solide/liquide par des nanoparticules de silice
3.4.3.1. Hydrophobisation de la surface des nanoparticules de silice

Les nanoparticules de silice (SINPs) pyrogénées ont éte modifiées par 1’adsorption d’acide
stéarique (AS) a la surface des SiNPs, pour obtenir des particules de silice hydrophobes,
nommees SiNPs-AS_X. Le x correspond a la valeur du rapport massique AS/SiNPs qui est
comprise entre 0,1 et 2. Cette méthode ‘d’hydrophobisation’ a été décrite par Ikem et al.*® et
pour ce travail 5 g de SiNPs ont été dispersées dans du chloroforme contenant la quantité
appropriée d’AS selon le rapport massique AS/SiNPs visé (donc entre 0,1 et 2). Le mélange a
été place sous agitation a 250 rpm durant 3h a 50 °C. A la fin de la réaction, du méthanol a été
additionné au mélange pour précipiter les SiNPs-AS_x. Enfin, la solution a été centrifugéee
pendant 5 minutes a 4000 rpm pour récupérer les SiNPs-AS_x. Puis, celles-ci ont été séchées

pendant une semaine a 40 °C dans une étuve.
3.4.3.2. Préparation des suspensions W-SLN, W-SLN-SiNPs et W-SLN-SiNPs-AS

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) de cette série ont été préparées a partir d’une
graisse alimentaire, le Witocan®P. La suspension W-SLN a été obtenue par ultrasonication a
chaud d’une émulsion huile/eau ou I’huile est le Witocan® P fondu. Pour cela, le gras et I’eau
ultra pure ont été chauffés séparément a 60 °C au bain-marie. Ensuite, la quantité appropriee
de gras fondu a été ajoutée au milieu aqueux, de 0,5 a 3 % en volume (% V/V), par rapport a
la phase aqueuse. Puis, le mélange a été soumis 2 min aux ultrasons a 1’aide d’une sonde a
ultrasons (Bandelin sonopuls, HD2200, 47% puissance). Finalement, I’émulsion chaude
huile/eau a été refroidie a température ambiante sous agitation lente afin de permettre la

solidification du Witocan®P.

Concernant la formulation des suspensions W-SLN-SiNPs et W-SLN-SiNPs-AS, le
protocole de formulation suivi est globalement le méme que celui venant d’étre décrit,
excepté que les particules de silice brutes ou hydrophobes sont dispersées, au préalable, par
ultrasonication (2 min, 47 % puissance) dans la phase aqueuse chauffée avant 1’ajout de
Witocan® P fondu a 60 °C.
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3.4.4. Techniques de caractérisation
3.4.4.1. Détermination de la taille des suspensions formulées

La distribution en taille et les diametres hydrodynamiques (Dn) des suspensions de type
PL-SLN et E/PL-SLN/E ont été mesurés par diffusion dynamique de la lumiére (Diffusion
Light Scattering DLS) en utilisant un Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical) avec une détection
multi-angles a 13°, 90° et 173° (Multi-Angle Dynamic Light Scattering MADLS®). Les Dy ont
été mesurés aux trois angles et les résultats sont présentés comme la moyenne d’au moins

trois mesures.

Concernant les suspensions W-SLN, W-SLN-SiNPs et W-SLW-SiNPs_AS préparées a
partir de Witocan® P, leur distribution en taille et les Dy ont été mesurés en utilisant un
appareil Malvern 3000 HSA Zetasizer a un angle de détection de 90°. Ces suspensions ont été
diluées 100 fois avec de I’eau distillée afin de prévenir I’effet de diffusion multiple. Les
mesures ont été effectuées a 20 °C puis a 50 °C aprés 20 min d’incubation sous agitation lors
de I’étude de la stabilité a la température. Pour les analyses réalisées a 50 °C, la valeur de la
viscosité de 1’eau a été paramétrée a 0,547 mPa.s™ dans le logiciel de I’appareil. Car selon la
loi de Stokes-Einstein, la valeur du Dy dépend de la viscosité du milieu continu, donc 1’eau

dans ce cas.
3.4.4.2. Détermination du potentiel Zeta

La charge de surface (ou potentiel Zeta), des suspensions de SLN de type PL-SLN-CC et
E/PL-SLN-CC/E, a été mesurée en utilisant aussi le Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical).
Les échantillons ont été préparés dans une solution de NaCl a 10 mM afin d’assurer une
conductivité d’au moins 1 mS/cm et le pH a été ajusté a la valeur de 3 ou de 7, selon les

besoins de 1’étude, avec une solution de HCI ou de NaOH a 0,1 M.
3.4.4.3. Analyse thermogravimétrique (ATG)

La quantité d’acide stéarique (AS) adsorbée sur les particules de silice (SiNPs), a été
déterminée par ATG en utilisant une thermobalance Netzsch STA 449F1. Cette technique
d’analyse consiste a suivre les pertes en masse de matiére en fonction de la température SOUS
atmosphére controlée. Ainsi, environ 10 mg de chaque échantillon ont été chauffes a

5 °C.min sous flux d’air jusqu’a 800 °C afin d’atteindre la compléte décomposition de 1’AS.
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La quantit¢ d’AS adsorbée sur les particules de silice est calculée classiquement par une

différence entre la masse initiale et la masse finale restante
3.4.4.4. Cryo-microscopie électronique en transmission (cryo-TEM)

Une gouttelette de la suspension W-SLN ou W-SLN-SiNPs-AS a été déposée sur une
grille en cuivre recouverte d’une membrane de carbone hydrophobe. La grille a été ensuite
plongée dans de 1’éthane liquéfié grace a ’azote liquide puis rapidement transférée sur le
support cryogénique et insérée dans la colonne a vide du microscope électronique. Les
échantillons ont été analysés sur un microscope de chez JEOL 2100F (S) fonctionnant a 200

kV et équipé d’un spectrométre EELS (GatanTridiem) et d’un détecteur EDX (Si-Li).
3.4.4.5. Microscopie confocale a balayage laser (MCBL)

Afin d’observer les suspensions W-SLN et W-SLN-SiNPs-AS par MCBL, les particules
de SiNP-AS ont été ‘marquées’ par le TR-DHPE et la suspension W-SLN a été teintée par le
NBD-PC. Les caractéristiques de ces deux sondes fluorescentes sont données dans la partie
3.4.1. de ce chapitre. Le protocole de marquage utilisé a été le suivant : les deux sondes
fluorescentes ont été diluées individuellement dans du chloroforme & une concentration de
0,04 mg.mL™. Puis, de maniére générale, 12,5 pL de la solution de TR-DHPE a été ajoutée a
2,5 mL d’une solution de SiNPs-AS a une concentration de 0,5% massique, chauffée a 60 °C
puis dispersée a 1’aide d’une sonde a ultrasons (2 min, 47% de puissance). Séparément, 100
uL de la solution de NBD-PC ont été ajoutés a 2,5 mL d’une dispersion de Witocan®P a une
concentration de 1% (V/V) et également fondu a 60 °C, puis dispersés a 1’aide d’une sonde a
ultrasons (2 min, 47% de puissance). Finalement, toujours a chaud, les 2,5 mL de la
suspension marquée de SiNPs-AS ont été ajoutés aux 2,5 mL de la pré-émulsion de

Witocan® P marquée sous ultrasons (2 min, 47 % puissance).

L’observation des échantillons au microscope confocale est directement faite apreés le
dépdt d’une gouttelette de la suspension marquée a analyser (W-SLN ou W-SLN-SiNPs-AS)
sur une lame en verre apreés avoir dilué 10 fois 1’échantillon & observer. Les images de MCBL
prises sur ces échantillons ont été obtenues avec le modele de microscope Leica TCS SP5-X
AOBS. La taille des images en pixel carré est de 512 x 512 avec un grossissement x40
(ouverture numérique = 0,8). Cela correspond a une image de 112 x 112 pm. Les émissions
de fluorescence ont été enregistrées avec 1’adjonction d’un diaphragme de détection (Airy 1).

Chaque canal a été acquis séquentiellement. Les images ont été traitées avec Image J.
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3.4.5. Détermination de I’efficacité d’encapsulation de la curcumine (CC)

L’efficacité d’encapsulation (EE) de la curcumine dans les suspensions de SLN de type
PL-SLN-CC et E/PL-SLN-CC/E a été quantifiee apres formulation en utilisant un module
d’ultrafiltration d’un volume de 100 mL. Le mode opératoire consistait a laver par
ultrafiltration, sous un flux d’azote a une pression de 4 bar, 0,2 mL de suspension de SLN
avec 75 mL d’cau ultra pure. Le filtre utilisé était une membrane de cellulose régénérée de 10
kDa MWCO (MolecularWeight Cut Off). Puis, le rétentat (= fraction retenue par la
membrane) a été dissous dans du dichlorométhane avant d’étre analysé par
spectrophotométrie (Perkin-Elmer Lambda 1050 UV-Vis-proche IR). La quantité de
curcumine encapsulée a été calculée grace a une courbe d’étalonnage établie par
spectrophotométrie a une longueur d’onde d’absorption de 418 nm pour la CC pure dissoute
dans du dichlorométhane (Figure 4).

2.5

y =133,7x + 0,003
R?=0,999

Absorbance : Aygm

0.0 T T T

0.000 0.005 0.010 0.015

Concentration (mg.mL™)

Figure 4. Courbe d’étalonnage établie a la longueur d’onde d’absorption de 418 nm pour une solution de

curcumine dissoute dans le dichlorométhane.

L’efficacité¢ d’encapsulation de la CC (EE %) a été calculée a partir de 1’équation 3. Ce
pourcentage correspond au rapport de la quantité de curcumine encapsulée, valeur obtenue
aprés ultrafiltration et analyse spectrophotométrique, sur la quantité totale de CC initialement

mise dans la formulation.

__ Quantité de curcumine encapsulée (mg)

EE % = %X 100 Equation 3

Quantité totale de curcumine (mg)
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3.4.6. Libération de la CC en conditions gastro-intestinales simulées

L’étude de la libération de la curcumine a été réalisée dans des milieux gastro-intestinaux
simulés, selon les conditions modéles proposées par Minekus et al.* La composition des
solutions méres d’électrolytes utilisées pour préparer le fluide gastrique simulé (FGS) et le

fluide intestinal simulé (FIS) est indiquéee dans le Tableau I11.

Tableau I11. Conditions de préparation des solutions meéres d’électrolytes des fluides
gastrique (FGS) et intestinal (FIS) simulés. *valeurs indiquées pour 400 mL de solutions.

Voir ref.*® pour plus de détails.

FGS sol. Electrolytes (pH 3) FIS sol. Electrolytes (pH 7)

Produits Sol. Mere
mol.L™* Vol. prélevé* [Conc.] Vol. prélevé* [Conc.]
mL mmol.L? mL mmol.L"?
KCI 0,5 6,9 8,6 6,8 8,5
KH:PO, 0,5 0,9 11 0,8 1,0
NaHCOs 1 12,5 31,3 42,5 106,3
NaCl 2 11,8 59,0 9,6 48,0
MgCly(H20)s 0,15 0,4 0,2 1,1 0,4
(NH4)2COs 0,5 0,5 0,6 - -
Ajuster pH
HCI 6 1,3 19,5 0,7 10,5

De maniére générale, la libération de la curcumine a partir des suspensions PL-SLN-CC et
E/PL-SLN-CC/E, a été effectuée en deux étapes successives. L’une des suspensions de SLN
a ete dispersée en premier lieu dans le milieu FGS et laissée sous agitation durant 2 h a 37 °C.
Ensuite, I’ensemble du milieu FGS (ou chyme gastrique) est versé dans le milieu FIS et laissé
2 h supplémentaires sous agitation a 37 °C. Ainsi, le test de libération a duré 4 h au total. Le
détail du protocole est le suivant: la formulation de SLN a tester est mélangée, comme
indiqué dans le Tableau IV, avec la solution mere d’électrolytes FGS et une solution de
CaCly. Puis quelques uL de HCI sont ajoutés afin d’ajuster le pH a 3 et enfin le volume total
est complété a 20 mL par de I’eau pure. Le pH de la solution est suivi par pH-métrie et
maintenu & 3 pendant les 2 h de la premiére phase de libération en milieu FGS. Puis, le chyme
est directement melangé avec la solution mére d’électrolytes FIS contenant la pancréatine, le

sel de CaCl; et la quantité d’eau nécessaire pour ajuster le volume total a 40 mL. Pendant cette
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deuxiéme partie du test, le milieu FIS est ajusté et maintenu a pH 7 par 1’ajout d’une solution
de NaOH. Dans chaque milieu de libération, les SLN sont incubées sous agitation constante a
250 rpm et 37 °C.

Tableau IV. Conditions imposées pour les tests de libération de la CC hors des SLN en

milieu FGS et FIS. (*) préparée avec la solution mere de FIS. (#) aussi appelé Chyme

Gastrique.
PRODUITS Volume (mL) Volume (mL)

Formulation SLN 8,00 -

Solution mere d’électrolytes FGS 9,10 -

FGS aprés 2h de libération (#) - 20,00

Solution mére d’¢lectrolytes FIS - 11,00

CaCl; (0,3 M) 0,005 0,040

HCI (1M) (pour ajuster pH a 3) 0,20 -

NaOH (1M) (pour ajuster pH a 7) - 0,150

Solution de Pancréatine (*) ] 5,00

(enzyme avec une activité de 105 U.mL™)

. Pour compléter a Pour compléter a
Viotal = 20,00 mL Viotal = 40,00 mL

Afin de quantifier la CC libérée de chacune des émulsions, 1/20 du milieu de libération
(soit 1 mL pour FGS et 2 mL pour FIS) a été prélevé et remplacé par un volume équivalent de
fluide simulé frais, du FGS dans la 1°¢ étape et du FIS dans la 2°™. Chaque prélévement a
ensuite été passé dans le systéme d’ultrafiltration en appliquant le protocole précédemment
deétaillé, pour déterminer par spectrophotomeétrie, la quantité de curcumine restant dans les
SLN.
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3.5. Résultats : Influence du procédé de formulation sur la localisation

des phospholipides (PL)

3.5.1. Caractérisation physico-chimique des formulations de type PL-SLN et
E/PL-SLN/E

Les suspensions de nanoparticules solides lipidiques de palmitate de cétyle, PL-SLN et
PL-SLN-CC, ont été préparées par diffusion/évaporation de solvant suivi par une étape
d’ultrasonication. D’aprés les mesures effectuées par DLS (Tableau V), les deux suspensions,
préparées a titre comparatif sans et avec CC, présentent une distribution en taille mono-
disperse, PDI < 0,2 (PolyDispersitylndex). Les valeurs des diamétres hydrodynamiques (Dn)
sont respectivement centrées sur 177 £ 5 nm pour la suspension PL-SLN sans CC et 188 + 3
nm pour la suspension PL-SLN avec CC. On peut noter que la présence de la curcumine
influence trés peu le processus de formation des SLN par cette voie puisque la différence de
taille est faible. Le méme constat est fait pour les suspensions E/PL-SLN/E et
E/PL-SLN-CC/E préparees a partir d’une double émulsion E/H/E car les valeurs de Dy sont
tres proches malgré la présence de CC et respectivement centrée sur 499 + 41 nm et 490 + 22
nm (PDI < 0,3). Cependant, d’aprés ces resultats, on constate qu’a quantité égale en CP et PL
dans chacune des formulations, le mode de préparation influence davantage la taille des SLN.
En effet, le Dy des SLN obtenus par la double émulsion (E/PL-SLN-CC/E) est environ 2,5
fois supérieur au Dy mesuré pour les SLN préparés par simple émulsion (PL-SLN-CC).
Cependant, la présence de différents émulsifiants a I’interface des SLN pourrait également
influencer la taille des suspensions. De plus, I’efficacité d’encapsulation (EE %) de la
curcumine semble aussi dépendre de la stratégie de formulation (Tableau V) puisque les SLN
obtenues par simple émulsion (PL-SLN-CC) retiendraient 46,8 + 3,1 % de la CC initialement
formulée alors que les SLN réalisées par double émulsion (E/PL-SLN-CC/E) en

contiendraient 61,9 + 1,8 %.

D’autre part, afin de déterminer I’influence de la stratégie de formulation sur 1’effet de
confinement des phospholipides dans les SLN, des mesures de potentiel Zeta (PZ) ont été
réalisées. L’hypothése de départ est que comme la charge de surface des SLN de CP est
neutre et que seuls les PL contenus dans la source de lécithine sont chargés, si les suspensions
PL-SLN ou E/PL-SLN/E, avec et sans CC, présentent une valeur de potentiel Zeta non nulle,
cela signifierait qu’au moins une partie des PL n’est pas encapsulée. Ainsi, le potentiel Zeta
des suspensions PL-SLN-CC et E/PL-SLN-CC/E a été mesuré dans les deux conditions de pH
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gastro-intestinal, ¢’est-a-dire a pH 3 et pH 7 (Tableau V). A titre comparatif, des liposomes de
PL, extraits du jaune d’ceuf, ont également été réalisés par hydratation de film fin et mesurés
par cette technique (voir chap. Il section 2.4.2). Les liposomes de PL présentaient une valeur
dePZde-11,3£04mVapH3etde-353+£1,0mVapH7.

Concernant la suspension de PL-SLN-CC, les valeurs de PZ relevées dans les deux
conditions de pH sont de -10,6 £ 0,5 mV a pH 3 et de -33,1 £ 0,6 mV a pH 7. Ces résultats
sont tres similaires a ceux mesurés pour les liposomes de PL. Cela semble indiquer que pour
la suspension PL-SLN-CC, les PL sont présents en surface des nanoparticules lipidiques. Cela
pourrait étre expliqué par le fait que cette formulation a été préparée a chaud a partir d’une
simple émulsion ou le mélange d’ester gras (CP), de PL et de CC dissous dans le THF, a été
injecté dans 1’eau ; et donc il semble raisonnable de supposer qu’une partie des PL peut
diffuser a I’interface CP fondu/eau pour la stabiliser ou les PL formeraient des liposomes en
solution. Effectivement, Garcia-Fuentes et al.®® rapportent que la lécithine formerait des
micelles mixtes avec le tensioactif en suspension lors de leur utilisation en tant qu’émulsifiant
pour stabiliser une suspension de SLN. Cependant, Schubert et al.>* ne rapportent pas la
présence de micelles mixtes mais la présence d’une couronne composée de lécithine et du

tensioactif autour des SLN.

La suspension E/PL-SLN-CC/E obtenue par double émulsion, quant a elle, présente a pH
3 et 7, des valeurs de potentiel Zeta proches de zéro et inférieures a celles mesurées pour les
liposomes seuls, a savoir -2,6 £ 0,7 mV apH 3 et -5,5+ 0,6 mV a pH 7. Ces valeurs indiquent
fortement une faible concentration en PL a la surface des SLN formulées par cette voie. Car,
malgré la présence du P123 qui est un tensioactif non ionique utilisé pour stabiliser les SLN
dans I’eau (voir 3.4.2.2. de ce chapitre), la présence de PL en surface des SLN ou dans des
micelles mixtes (P123/PL) en solution aurait néanmoins été détectée. Ainsi, comme supposé
au moment du choix de cette stratégie, la formulation par une double émulsion parait donc
plus efficace pour encapsuler les PL au cceur des SLN que la formulation par simple
émulsion. Cependant, pour confirmer I’efficacité de la stratégie de formulation par double
émulsion, une suspension de SLN de CP stabilisée par du P123, a également été préparée
selon le protocole de formulation de la suspension de type PL-SLN (émulsion simple). Le
rapport molaire CP/P123 correspond a celui de la formulation E/PL-SLN/E. Cette suspension
présente des valeurs de potentiel Zeta semblables a celles de la suspension E/PL-SLN-CC/E a
pH 3 (-2,1£ 0,3 mV vs -2,6 £ 0,7 mV) et a pH 7 (-5,1 £ 0,9 mVvs et -5,5 £ 0,6 mV). Ces
données confirment ainsi I’hypothése que les valeurs de potentiel Zeta de E/PL-SLN-CC/E
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sont bien dues a la présence du tensioactif non-ionique en surface des particules de SLN et
non pas a des PL. Par ailleurs, il a été verifié par la mesure des PZ a pH 3 et 7, que les
micelles de P123 ne masquent pas la téte polaire des PL. Pour cela, une solution de P123/PL a
été préparée au méme rapport molaire que celui utilisé pour la formulation de la suspension
E/PL-SLN-CC/E. Les mesures de potentiel Zeta révelent des valeurs de -15,0 £ 0,2 mV a pH
3etde-38,1+0,2mV apH 7, ce qui correspond aux résultats obtenus pour les liposomes de
PL. L’encapsulation d’au moins une partie des molécules de PL au cceur des SLN dans le cas
de la formulation par double émulsion est ainsi fortement confirmée par ’ensemble de ces
données. Néanmoins, en termes de quantité de PL encapsulée dans le SLN, les résultats

obtenus restent qualitatifs.

3.5.2. Test de digestion in vitro pour suivre la dégradation enzymatique des PL

encapsulés

Pour mettre davantage en évidence I’encapsulation des chaines de PL au cceur des SLN de
PL-SLN-CC et E/PL-SLN-CC/E, une étude de dégradation enzymatique des phospholipides
a été réalisée in vitro, dans des milieux gastro-intestinaux simulés selon le protocole de
Minekus et al.*® (Figure 5). L hypothése émise est qu’en présence de pancréatine, les PL en
surface des SLN devraient étre digérées et provoquer la déstabilisation de la suspension
colloidale ainsi que la libération de la CC. C’est pourquoi, chaque formulation a été incubée
successivement a 37 °C dans un fluide gastrique simulé (FGS a pH 3) durant 2 h, puis 2 h
supplémentaires dans un fluide intestinal simulé (FIS a pH 7, sans et avec pancréatine).
L’étude de libération a duré 4 h au total et la CC a servi de sonde afin de suivre le processus
de dégradation enzymatique. Pour cela, le suivi de la libération de la curcumine a nécessité
I’ultrafiltration de 4 prélevements effectués tout au long du test invitroalh,2h 3 het4h,
comme indiqué sur la Figure 5. De cette maniére, la teneur relative en CC restée a I’intérieur
des SLN a été déterminée grace a I’analyse spectrophotométrique du retentat dissous dans le
dichlorométhane (voir 3.4.5 de ce chapitre). La Figure 5 présentée ci-dessous, compare les
intensités d’absorption relatives, A/Ao (en %), correspondant & la CC restée dans les SLN
(n = 3) pour les deux formulations, PL-SLN-CC et E/PL-SLN-CC/E, en présence ou non
d’enzymes (enz = pancreatine). L’intensité Ao est déterminée a partir d’un prélévement

effectué a TO.
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Figure 5. Comparaison des intensités d’absorption relatives, A/Ao (en %), de la CC retenue dans les
formulations. Les valeurs calculées pour chaque prélévement effectué au cours du test in vitro : aprés 1 het 2 h
dans le fluide gastrique simulé (FGS) puis apres 3 h et 4 h dans le fluide intestinal simulé (FIS), pour
PL-SLN-CC sans (m) et avec pancréatine (enz) (@) et pour E/PL-SLN-CC/E sans (A) et avec pancréatine
(enz) (V).

Ces résultats montrent que la libération de la curcumine a partir des deux types de
formulation est faible dans les milieux FGS et FIS sans enzyme. Effectivement, aprés 2 h dans
le FGS, seulement 6 % de la curcumine ont été libérés hors des formulations. Aprés 2 h dans
le FIS, en I’absence d’enzyme, 20 % de la curcumine sont extraits de la suspension
PL-SLN-CC et seulement 11 % de la dispersion de E/PL-SLN-CC/E. En revanche, I’ajout de
pancréatine dans le milieu FIS, a un impact significatif sur la libération de la curcumine hors
de la suspension PL-SLN-CC. Pour cette derniere, apres seulement 1 h d’incubation dans le
milieu FIS en présence de pancréatine (voir Figure 5 point a 3 h), 41 % de la curcumine sont
libérés. La quantité relarguée augmente a 77 % apres 2 h (voir Figure 5 points a 4 h). En
revanche, la cinétiqgue de libération de la curcumine est différente pour la suspension
E/PL-SLN-CC/E dans le milieu FIS contenant de la pancréatine. Car, on constate que 45 %
de la curcumine encapsulée sont relargués apres 3 h de libération, ou un plateau serait atteint

car 47 % de la curcumine sont libérés apres 4 h de libération.

D’apreés ces résultats (Tableau V), il est clairement visible que la cinétique de libération de

la CC hors des deux types de suspensions est différente en présence d’enzymes puisque la
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suspension PL-SLN-CC relargue davantage de CC. Cela peut étre explique par le fait que si
les phospholipides sont localisés a la surface des SLN, ils sont plus accessibles pour la
pancréatine, et donc plus facilement digérés. En comparaison, pour la suspension
E/PL-SLN-CC/E incubée dans le milieu FIS en présence de pancréatine, le phénomene de
libération de la CC est diminué, corroborant I’hypothése que les PL seraient davantage
localisés a I’intérieure des SLN, comme semblait 1’indiquer les mesures de potentiel Zeta
discutées précédemment. Par ailleurs, on notera également que la suspension E/PL-SLN-
CCI/E libére peu de CC lors de I’incubation en milieu FGS, et aussi qu’elle favoriserait une
libération prolongée dans le milieu FIS (avec enzyme). Car apres 4 h de test, environ 50 % de

CC est toujours retenue dans les SLN.

Le Tableau V présenté ci-dessous, résume les données expérimentales réunies pour les

différents types de suspensions realisées dans le cadre de cette étude.

Tableau V. Résumé des caractéristiques dimensionnelles (Dw), physiques (potentiel Zeta a
pH 3 et 7), I’efficacité d’encapsulation de la CC (EE %)* mesurée aprés formulation et % de
CC restant dans les SLN* aprés 4h de test de libération en présence de pancréatine, pour les

formulations indiquées.

Formulations - Dw (nm) Potential Zeta (mV) EE (%) en CC* % CC restant*
pH 3 pH 7

PL-SLN 1775 -10,6 0,5 -33,1+0,6 - -
PL-SLN-CC 188+ 3 -10,9+0,2 -353+0,8 46,8 £ 3,1 ~20
CP-P123 - -2,1+ 0,3 -51+0,9 - -
E/PL-SLN/E 499 + 41 -2,6 £0,7 -55%0,6 - -
E/PL-SLN-CC/E 490+ 22 -4,7+0,3 -53+£0,2 61,9+18 ~50
PL/P123 - -15,0+0,2 -38,1+£0,2 - -

A T’issue de cette étude et de ’ensemble des résultats venant d’étre discuté, il semblerait
donc que la formulation de suspensions colloidales E/PL-SLN-CC/E realisee par une double
émulsion E/H/E, serait une bonne stratégie pour encapsuler simultanément des lipides
amphiphiles (les phosphatidylcholines) et une molécule bioactive (CC) dans une matrice

lipidique.
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En résumé, garder une efficacité d’encapsulation constante jusqu’a ’intestin atteint de
RCH, et donc limiter la libération prématurée des principes actifs par la digestion
enzymatique, est un critére incontournable dans la formulation de systemes de délivrance par
voie orale. C’est pourquoi, la discussion des resultats préliminaires qui vont étre présentes
dans cette deuxiéme partie, porte sur 1’étude de la formulation de SLN de Witocan® P,

stabilisés par effet de Pickering gréce a des nanoparticules de silice.

3.6. Résultats : Stabilisation d’une interface solide/liquide par des

nanoparticules solides

3.6.1. Modification et caractérisation des nanoparticules de silice (SiINPS)
3.6.1.1. ‘Hydrophobisation’ des particules SiNPs

Les particules de silice (@) sont constituées de dioxyde de silicium (SiO2) en leur cceur et
d’une densité variable de groupe hydroxyles (@-OH) en surface. Cette composition chimique
est a I’origine du caractére polaire et donc hydrophile, de ce type de particules inorganiques.
C’est pourquoi, a 1’état brut, les particules de silice sont peu efficaces pour stabiliser par effet
de Pickering, une interface eau/huile dans une émulsion. Les particules auront une plus forte
affinité pour la phase aqueuse que lipidique. Il est rapporté dans la littérature, que I’adsorption
d’acide oléique,*®®? de tensioactifs,>® ou la conversion des fonctions silanols en liaisons
siloxane,* et le greffage d'hexamethyldisilazane® en surface des particules, sont quelques
stratégies pour augmenter ou moduler 1’hydrophobicité de ces particules. Les particules de
silice ainsi modifiées peuvent avoir un vrai role d’émulsifiant solide et stabiliser tantdt une

émulsion directe H/E ou inverse E/H.>*

Dans le cadre de cette étude, I’hydrophobicité de particules de silice pyrogénées (SiNPs) a
été modulée par 1’adsorption d’acide stéarique (AS) en surface, selon des rapports massiques
AS/SiNPs variables, s’échelonnant de 0,1 & 2, comme présenté dans le Tableau VI. La
quantité d’AS adsorbée (Figure 6 A) sur les particules inorganiques a été calculée a partir des
masses residuelles relevées sur les thermogrammes obtenus par analyse thermogravimétrique
(ATG). La Figure 6 B représente les courbes pour les particules nues et les particules
modifiées aux rapports massiques AS/SiINPs de 0,1 a 2. Apres interprétation des données
(Figure 6 A), on constate que la quantité totale d’AS adsorbée sur les particules de silice

augmente de facon non-lineaire de 3,5 % a 40,5 % massique ou une valeur seuil semble
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atteinte. Ce comportement d’adsorption est bien en accord avec 1’augmentation des valeurs du
rapport AS/SINPs. Par contre, la valeur seuil pourrait indiquer que la couverture maximale de

la surface des particules de silice soit atteinte (Figure 6 A).

D’autre part, I’augmentation progressive du caractére hydrophobe des SiNPs avec
I’adsorption d’AS, semble étre visible sur les thermogrammes (Figure 6 B). En effet, pour les
particules de silice brutes, seulement un phénoméne de désorption de 1’eau est observé a
100 °C. Cela est typique des matériaux hydrophiles inorganiques. Pour les particules de silice
modifiées, 1’étape de désorption de I’eau (a 100 °C) disparait progressivement avec
I’augmentation d’AS adsorbé. Les particules devenant plus hydrophobes, le phénomene
spontané de sorption de 1’eau est moins important. Cela se manifeste par la disparition du

point d’inflexion de la courbe autour de 100 °C.

Tableau V1. Echantillons de particules de silice (SiNPs) fonctionnalisées par ’acide stéarique

(AS) a différents rapports massiques AS/SiNPs

Echantillons ASISINPs
(9/9)
SiNPs -
SiNPs-AS_0,1 0,1:1
SiNPs-AS_0,2 0,2:1
SiNPs-AS_0,4 0,4:1
SiNPs-AS_0,6 0,6:1
SiNPs-AS_0,8 0,8:1
SiNPs-AS 2 2:1

De plus, deux étapes de dégradation sont visibles pour les échantillons préparés aux
rapports massiques de 0,6 et 2. Une premiere perte de masse est visible entre 200 °C et
300 °C, suivie d’une seconde entre 300 °C a 500 °C. Vilchez et al.>® ont également observé ce
comportement thermique avec de I’acide oléique adsorbé a la surface de nanoparticules de
silice. lls ont interprété le phénoméne comme provenant de la formation de multicouches
d’acide gras autour des particules. Dans notre cas, ce comportement de dégradation thermique
pourrait alors indiquer qu’a partir d’'une quantité d’AS de 26 % massique (AS/SiNPs = 0,6),

les chaines d’AS adsorbées s’organiseraient également en multicouches.
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Figure 6. (A) Représentation graphique du % massique d’AS adsorbé sur chaque échantillon de particules
modifiées, (B) Courbes thermogravimétriques obtenues pour des particules de silice nues (0 ou SiNPs) et

modifiées par de I’acide stéarique (AS) a des rapports massiques AS/SiNPs variables : 0,1; 0,2 ;0,4 ;0,6 ; 2.
3.6.1.2. Caractérisation des particules SiNPs hydrophobes

La Figure 7 compare les distributions en taille mesurées par DLS pour les suspensions de
particules de silice nues (SiNPs) et les particules modifiées au ratio massique de 0,1 (SiNPs-
AS_0,1). D’apres ces données, on constate que 1’allure de la distribution en taille est tres
similaire et que le Dn, mesuré a la largeur a mi-hauteur du maximum (LMH) de chaque pic,
est de 250 nm pour les deux suspensions. La modification des particules nues par 3,5 % d’AS
adsorbé, ne semble pas avoir changé significativement la taille des SiNPs brutes, indiquant

que la couche d’AS est probablement tres fine.
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Figure 7. Comparaison entre la distribution en taille des particules de silice nues, SiNPs (—) et modifiées par de

’acide stéarique au rapport massique AS/SiNPs de 0,1, AS-SiNPs_0,1 (—).

Enfin, aprés modification de particules SiNPs par I’AS, il a été constaté visuellement
qu’au-dessus du ratio massique AS/SiNPs de 0,2, les suspensions SiNPs-AS étaient fortement
agrégées dans 1’eau. En revanche, les suspensions préparées a un pourcentage massique de
0,5 % avec les particules modifiées a 0,1 et 0,2, étaient stables pendant 12 jours. Par
conséquence, les particules hydrophobes SiNPs-AS 0,1 et SiNPs-AS 0,2, ont été

sélectionnées pour stabiliser des SLN formées a partir de Witocan® P par 1’effet de Pickering.
3.6.2. Formulation des nanoparticules lipidiques solides a base de Witocan® P

Le Witocan® P (W) est un mélange de triglycérides de qualité alimentaire a base d’huile de
palmiste avec une température de fusion autour de 34-36 °C. Comme expliqué par la Figure 8,
apres I’étape ‘d’hydrophobisation’ des particules SiNPs, le procédé d’émulsion a chaud
(60 °C, sous ultrason) a permis de disperser le W fondu dans la suspension aqueuse de
SiNPs-AS x (avec x = 0,1 ou 0,2). La suspension finale, nommée W-SiNPs-AS, a été obtenue

apres le refroidissement et le durcissement des gouttelettes de W.
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Figure 8. Représentation schématique de la formation des particules solides lipidiques (SLN) stabilisées par des

particules de silice hydrophobes.

3.6.3. Etude de stabilité des suspensions W-SiNPs-AS_x

Plusieurs suspensions de W-SiNPs-AS_x ont été préeparées afin de déterminer la meilleure
composition pour obtenir une suspension stable. Le Tableau VII résume les différentes
compositions étudiées en faisant varier de maniére systématique la quantité d’émulsifiant
solide, i.e., les particules de silice, et de Witocan® P dont les pourcentages volumiques choisis
s’échelonnent entre 0,5 et 3 %. Ainsi, trois séries de suspensions W-SiNPs-AS se distinguent
dans le Tableau VII en fonction de I’émulsifiant solide utilisé : SiNPs, SiNPs-AS 0,1 et
SiNPs-AS_0,2. Le pourcentage massique en particules hydrophobes dans 1I’émulsion a été
varié entre 0,5 et 5 % pour SiNPs-AS 0,1 ou entre 0,5 et 2,5 % pour SiNPs-AS 0,2 ;

seulement 0,5 % pour les particules nues (SiNPs).

La stabilité des formulations préparées pour cette étude a été estimée visuellement par
comparaison avec une suspension de W formulée avec des particules de silice nues
(W-SiNPs_0,5). Les formulations stables apres 24 h de repos statique a température ambiante
sont marquées en vert (v) et les suspensions jugeées instables en rouge (x), dans le Tableau
VII.
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Tableau VII. Résumé de la stabilité des formulations W-SiNPs-AS_x, matérialisées par
(X et V) apres 24h de repos a température ambiante. Appreciation visuelle en fonction de la

proportion massique (% m) en particules de silice nues (SiNPs) ou hydrophobes

(SiNPs-AS_x), et du % volumique en Witocan® P (*dans I’émulsion a chaud).

Type de 0 SINPs Witocan® P (% V/V dans I’émulsion)*
particules | (% massique
. ans
SINPs I’émulsion) 0,5 0,75 1 15 2 3
SiNPs 05 x x X x x X
0,5 v v v v v X
1 v v v v v x
SiNPs-AS_0,1

2,5 v v v v X X
5 v v v X X X
0,5 v v v v x x
SiNPs-AS_0,2 1 v v v x x x
2,5 v v X x X X

Apres 24 h de repos statique, il a été observe que 0,5 % en masse de particules de silice
nues (SiNPs) ne permettent pas de stabiliser les SLN de W, quelque soit la quantité de
Witocan® P mise initialement dans 1’émulsion a chaud. Une destabilisation par agrégation et
crémage a été observée. En revanche, 1’émulsifiant solide SiNPs-AS_0,1 utilisé jusqu’a 1 %
en masse permet de stabiliser des suspensions colloidales de SLN contenant jusqu’a 2 % (en
volume) de W. Néanmoins, I’augmentation de la quantité en particules hydrophobes de 2,5 a
5 %, oblige a diminuer jusqu’a 1 % V/V la proportion de W pour obtenir des suspensions
stables. D’autre part, 1’augmentation a 0,2 ; du rapport massique x = AS/SiINPs sur les
particules de silice, ne permet pas de stabiliser autant de W qu’a x = 0,1. Les particules de
type SiNPs-AS 0,2, stabilisent au mieux jusqu’a 1,5 % de W alors que les particules
SiNPs-AS_0,1 permettent d’incorporer jusqu’a 2 % de W a faible concentration en particules.
Parmi toutes les suspensions etudiées, la plus stable est constituée de 0,5 % en V/V de
Witocan®P et de 0,5 % en masse de SiNPs-AS_0,1. Un suivi de la stabilité au temps long a

indiqué que cette formulation, notée (Wo5-SiNPS-AS_0,1), est stable jusqu’a 3 semaines.

De maniere génerale, cette étude de stabilité des suspensions de SLN de W, semble
démontrer que la polarité de la surface des particules de silice doit bien étre diminuée pour
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stabiliser une suspension lipidique de W. Pour autant, 1’augmentation de la teneur en AS sur
les particules, de x = 0,1 & x = 0,2 ne favorise pas I’incorporation de W. La méme tendance est
observée lorsque la concentration en émulsifiant solide hydrophobe est augmentée ; puisque
le phénomene d’agrégation est amplifié. Aussi, pour le reste de 1’¢tude seule la suspension
colloidale Wo5-SiINPS-AS_0,1 sera considerée.

3.6.4. Effet des SiNPs modifiées sur la taille des suspensions de SLN

La distribution en taille de la suspension colloidale Wo.s-SiNPs-AS_0,1 contenant donc 0,5
% en volume de lipides et 0,5 % en masse de SiNPs-AS 0,1 a été obtenue par DLS (Tableau
VIII). Ces données ont été comparées avec les valeurs de Dn mesurées pour les suspensions
de particules de silice brutes (SiNPs), de SiNPs-AS 0,1 et de 0,5 % V/V de Witocan® P
stabilisé par SiNPs non modifiée (Wo.5-SiNPs). Les analyses de DLS ont été effectuées le jour
de la préparation des suspensions. Comme mentionné précédemment, les particules SiNPs et
SiNPs-AS 0,1 ont un Dn équivalent, d’environ 250 nm. Peu stable, la suspension colloidale
Wos-SiNPs, présente une distribution de taille multimodale centrée sur deux tailles ; ’une
autour de 200 nm et I’autre de 1 pum, environ. Il est difficile d’étre catégorique sur la nature
des particules en suspension, puisque 200 nm peut aussi bien correspondre a des particules de
silice hydrophobes (ou des SiNPs nues résiduelles) qu’a des nanoparticules solides lipidiques
de W. Ces ‘objets’ en suspension coexistent soit avec des particules lipidiques d’un diamétre
proche du micrométre (916 nm) soit avec des agrégats de SLN de W d’une taille inférieure.
Néanmoins, en gardant la méme teneur en W et en émulsifiant hydrophobe dans la suspension
Wo5-SiNPs-AS_0,1, que dans Wos-SiNPs, on peut observer la conservation de la taille de la
premiere population a 179 nm et une diminution de la taille de la seconde population a 635
nm. Etant donné que la composition est la méme et que seul le type de particules SiNPs a
changé, ce résultat laisse penser que les particules hydrophobes permettent de diminuer la
taille de la seconde population de SLN (ou d’agrégats). Par diffusion de lumiere, il est
impossible de différencier les nanoparticules des agrégats. Cependant, il est reconnu pour une
émulsion de Pickering, que I’augmentation de la quantité de particules solides diminue la
taille des gouttelettes d’huile jusqu’a une augmentation limite du rapport particule/huile®>.
Dans notre cas, la présence de particules de silice hydrophobes favoriserait la formation de
plus petites gouttelettes d’huile, lors de la formulation a chaud et/ou limiterait la coalescence
de ces gouttelettes avant la cristallisation du lipide® permettant ainsi d’obtenir une suspension
de SLN d’une taille inférieure. Ces résultats sembleraient alors indiquer la formation d’une

émulsion de Pickering lors de la formulation a chaud.
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Tableau VIII. Distributions en taille des particules de silice brutes (SiNPs) ou modifiées
(SiNPs-AS-0,1) comparées aux SLN de lipide (W) stabilisées par les particules de silice non-
modifiées (WO0.5-SiNPs) ou modifiées (WO0.5-SiNPs-AS-0,1).

Ech. SiNPs SiNPs-AS 0.1 Wos-SiNPs  Wos-SiNPs-AS_0,1

204 £ 20 nm 179+ 11 nm
916 + 115 nm 635 + 104 nm

Dn 250+ 17 nm 253+9nm

3.6.5. Effet de la température sur la stabilité des émulsions de Pickering

L’effet de I’augmentation de la température sur la taille des suspensions colloidales a éte
étudié comparativement par DLS sur deux suspensions de SLN: Wos-SiNPs et
Wos-SiNPs-AS _0,1. 11 s’agit de mettre en évidence la capacité de stabilisation des
nanoparticules de silice hydrophobes par effet de Pickering lorsque la température de la
suspension passe de 20 °C a 50 °C, soit 15 °C au-dessus de la température de fusion du
Witocan® P. Avant chaque mesure, les suspensions ont été homogénéisées aux deux

températures, pendant 20 min sous agitation.
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Figure 9. Représentation des Dy mesurés par DLS pour : les SLN stabilisées par les particules de silice brutes
(Wos-SiNPs), et pour les SiNPs hydrophobes (Wos-SiNPs-AS_0,1). Analyses comparatives faites & 20 °C (bleu)
et 50 °C (rouge) pour chaque suspension. La distribution en taille est prédominée par deux tailles moyennes qui

ont été reportées dans ce graphique (popl & pop2).
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Les valeurs de Dy relevées pour chaque suspension sont représentées par la Figure 9.
D’aprés les résultats, on constate qu’a 20 °C la suspension de Wos-SiNPs présente deux
tailles de particules a environ 200 et 900 nm de diametre. Le Dy diminue & 680 nm environ,
apres la mise en température de la suspension a 50 °C. La diminution du Dy observée a 50 °C
pourrait étre attribuée a une désagrégation des SLN en suspension a 1’état liquide ou au
crémage des plus grosses gouttelettes d’huile. Pour autant, la stabilisation a chaud des SLN de
W par les particules de SiNPs nues, semble préserver la suspension de tous phénomeénes
d’agrégation ou coalescence du W fondu ; puisqu’une diminution plutot qu’une augmentation
en taille a été observée. L hypothése que ’effet de Pickering connu pour stabiliser une
interface liquide/liquide, puisse jouer ici un role dans la stabilisation parait se confirmer.
D’autant plus, que I’effet de Pickering semble plus marqué lorsque les particules de silice sont
hydrophobes. Car dans le cas de la suspension Wos-SiNPs-AS_0,1, aucune des deux
populations présentes dans cette suspension ne subit une variation en taille avec
I’augmentation de la température. En effet, les valeurs de Dy mesurées se maintiennent a

environ 200 et 600 nm, quelle que soit la température de la suspension.

3.6.6. Caracteérisation morphologique des suspensions colloidales par MCBL et
cryo-MET

Dans le but de visualiser la répartition des particules de silice modifiées par I’acide
stéarique (AS) sur les SLN de Witocan® P (W-SLN), la suspension colloidale
Wos-SiNPs-AS_0,1 a été observée par Microscopie Confocal & Balayage Laser (MCBL).
Cette technique d’observation a nécessité le marquage de 1’échantillon par deux sondes
fluorescentes ayant une longueur d’onde d’émission différente : le TR-DHPE (Aem = 615 nm)
pour I’AS et le NBD-PC (Aem = 533 nm) pour le W-SLN. Les photons de fluorescence des
colorants respectifs sont filtrés et collectés séparément par deux canaux. De ce fait, sur les
images de MCBL présentées dans la Figure 10, le Witocan® P apparait en vert (canal 1) et les
particules de silice modifiées SiNPs-AS_0,1 apparaissent en rouge (canal 2). La superposition
de la fluorescence enregistrée pour les deux canaux donne une couleur orange (canaux 1 + 2)
révelant ainsi la co-localisation des particules de silice hydrophobisées SiNPs-AS 0,1 et de
W-SLN.
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Figure 10. Images de MCBL obtenues pour la suspension WO0,5-SiNPs-AS 0,1. Le canal 1 représente le

Witocan® P marqué en vert ; le canal 2 représente les particules de silice hydrophobes marquées en rouge ; le
dernier canal est la superposition des canaux 1 et 2. Encart, Zoom sur une particule : barre d’échelle en rouge = 3

pm.

La limite de résolution du MCBL ne permet pas d’obtenir une information fine de
I’arrangement des particules sur les particules de SLN. C’est pourquoi, une visualisation par
cryo-microscopie électronique en transmission (cryo-MET) a été faite sur deux types de
suspension. La Figure 11 correspond aux images prises pour les suspensions de 0,5 % V/V de
Witocan® P nue (Wo.s-SLN, Figure 11 A), et SLN stabilisées par les particules hydrophobes,
Wo-SiNPs-AS_0,1 (Figure 11, B et C).

Les SLN de Witocan® P sans émulsifiant présentent une forme plutdt sphérique mais avec
un aspect feuilleté semblable a la morphologie d’un chou ou d’une rose. Cela proviendrait de
la cristallisation en lamelles des triglycérides composant le Witocan® P. En effet, au
refroidissement, la cristallisation peut provoquer des contraintes dans les particules de graisse
qui se fracturent en donnant ce type de morphologie. En présence de particules de silice
hydrophobes (Figure 11 B), on confirme que la distribution en taille des SLN formées est
polydisperse, comme déja révélé par les mesures de DLS. On remarque également que les
SLN présentent une forme arrondie aux bords plus réguliers avec des aspérités a la surface,
certainement liées a 1’adsorption des particules de silice. On peut aussi remarquer par le
contraste électronique généré par la différence de densité électronique entre Witocan®P et les
particules inorganiques, que les SiNPs hydrophobes sont dispersées par agrégats a la surface
des SLN.
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Figure 11. Images de cryo-microscopie électronique en transmission de (A) suspension de Witocan®P nue, (B)
et (C) de la suspension Wy 5-SiNPs-AS-0,1.

L’association des analyses par microscopie confocale et électronique met bien en évidence
que les particules de silice hydrophobes s’adsorbent a I’interface liquide/liquide au moment

de la formulation a chaud et que celles-ci y restent une fois les SLN formés.
3.7. Conclusion

La premiére partie de ce chapitre a été consacrée a 1’étude de I’influence de deux stratégies
de formulation sur 1’efficacité d’encapsulation de la curcumine et de confinement de

phospholipides dans les SLN de palmitate de cétyle.

Ainsi, deux types de suspension de SLN ont été formulées, 1’une par simple émulsion H/E
et I’autre par double émulsion E/H/E. La caractérisation des suspensions par diffusion de
lumiere a révélé une différence significative de la distribution en taille des SLN qui sont 2,5
fois plus grandes lorsqu’elles sont obtenues par double émulsion (~500 nm contre ~200 nm).
Une différence dans 1’efficacité d’encapsulation a été corrélée avec la stratégie de
formulation. Puisque par double émulsion, 62% de la curcumine initialement mise ont pu étre
encapsulés dans les SLN contre 47% par la voie de la simple émulsion.

D’autre part, la combinaison de la mesure du potentiel Zeta et 1’étude de digestion
enzymatique dans des milieux gastro-intestinaux a permis de mettre en évidence la
localisation des PL dans les SLN. En effet, les résultats issus des analyses de PZ ont montré
que les SLN formulées par double émulsion possederaient tres peu de PL en surface puisque
la charge de surface mesurée était quasiment nulle. Cela est en adéquation avec les résultats
du test in vitro, qui ont montré qu’en milieu intestinal simulé en présence de pancréatine, ce

type de SLN peut retenir 50 % de la quantité de CC initialement encapsulée. Cela a été

163



attribué au fait que la lipolyse des chaines de PL par la pancréatine est minimisée grace au

confinement des phospholipides au coeur des SLN.

Globalement, les résultats confirment I’hypothéese selon laquelle la formulation de SLN par
une double émulsion ou I’émulsion inverse eau/huile est stabilisée par les PL, favoriserait
I’inclusion d’une partie des phospholipides au cceur de la particule lipidique solide. De plus,
I’étude in vitro révele aussi que cette suspension, qui est proche du systéeme de libération
théoriquement envisagé, permettrait une protection de la curcumine dans le milieu gastrique et
une libération prolongée dans le milieu intestinal. Ces résultats montrent la capacité du
systtme de délivrance cible a promouvoir le transport des molécules bioactives d’intéréts
(curcumine et phosphatidylcholines) jusqu’au colon afin qu’elles puissent exercer leur effet

bénéfique en cas de RCH.

Néanmoins, dans les conditions physiologiques réelles, les particules lipidiques restent
vulnérables. C’est pourquoi, dans la deuxiéme partie de ce chapitre, il s’agissait de formuler a
chaud une suspension de SLN de Witocan® P stabilisées par un émulsifiant solide, & savoir
des particules de silice. Habituellement, ce mode de stabilisation est basé¢ sur I’effet de
Pickering par lequel de nombreuses émulsions sont depuis élaborées pour les raisons déja
mentionnées. Cette étude a aussi été faite, pour mettre en évidence la réversibilité de 1’effet de
Pickering dans le cas d’une suspension de SLN thermosensible. C’est pourquoi, afin
d’optimiser 1’adsorption des particules de silice a I’interface lipide-eau, il a fallu en premier
lieu les rendre plus hydrophobes par 1’adsorption d’acide stéarique en surface. Puis, une étude
de stabilité a permis de trouver la meilleure composition pour obtenir une suspension stable.
Des différentes formulations réalisées, il en ressort que 1’augmentation de la quantité
d’émulsifiant solide ainsi que la quantité d’AS adsorbée sur celui-ci, semblent diminuer la
quantitié de lipide pouvant étre stabilisé. La formulation la plus stable (>3 semaines) est
composée de 0,5% V/V de W et de 0,5% en masse de particules de silice modifiées par 3,5 %
en masse d’acide stéarique. Cette derniére formulation a donc été analysée par microscopie
confocale a balayage laser et en cryo-microscopie électronique en transmission. Les images
MCBL révelent une co-localisation des particules de silice hydrophobes sur les SLN de
Witocan® P. En combinaison avec les images de cryo-MET, il a été observé que les particules
de silice s’adsorbent sous forme d’agrégats a la surface des SLN de Witocan® P. Une étude de
stabilité en température a également démontré que les particules de silice hydrophobes
permettent de stabiliser I’interface liquide/liquide une fois la suspension de SLN fondue a
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50 °C. La stabilisation par effet de Pickering semble donc réversible dans le cas d’une

suspension thermosensible.

Le développement d’un tel systéme de délivrance semble prometteur pour augmenter la

résistance du vecteur face aux lipases ou aux sels biliaires présents dans le systeme digestif.
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Conclusion générale et perspectives

La rectocolite hémorragique (RCH) fait partie des maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin, dont les épisodes symptomatiques ont la particularité d’apparaitre par intermittence
avec des phases de rémission. Actuellement en France, le Vidal recommande différents
traitements selon I’activité et les complications liées a la maladie. Cependant, la RCH est une
maladie incurable ; actuellement le traitement a pour objectif d’atteindre et de maintenir la
rémission. Cependant, D’efficacité des médicaments actuels reste modeste. De plus, ces
traitements entrainent de nombreux effets secondaires, parfois graves. Dans ce contexte, un
apport simultané en phosphatidylcholines (PC) exogénes et en curcumine (CC) semble étre
une combinaison prometteuse en vue de soulager les symptomes de la RCH. En effet, cette
combinaison préviendrait a la fois du déficit en PC dans la couche de mucus du c6lon et
calmerait I’inflammation. Cependant, malgré leur fort potentiel thérapeutique, ces deux

molécules souffrent d’une faible biodisponibilité aprés une administration par voie orale.

Dans ce contexte, deux objectifs sont développés dans ce mémoire. Le premier s’intéresse
a I’étude des interactions entre la curcumine et des membranes modéles de
phosphatydilcholine en bicouche et en monocouche. Le second objectif est de développer un
systeme de délivrance, combinant I’encapsulation de curcumine et de phosphatydilcholine, au
cceur de nanoparticules lipidiques solides (SLN) dont I’interface solide/liquide est stabilisée
par des nanoparticules solides.

Ainsi, dans un premier temps, I’étude de I’interaction de la curcumine avec une bicouche
de lecithine de soja, utilisée comme modele de PC, a été menée par 1’association de
techniques expérimentales : de spectrophotométrie et de physico-chimie (film de Langmuir et
Diffusion Dynamique de Lumiére). Les données obtenues ont été corroborées par des calculs
théoriques de modélisation moléculaire. Les résultats mettent en évidence le changement de
conformation de la CC encapsulée dans la bicouche lipidique de PC, sous I’effet combiné du
confinement et de la concentration en curcumine. En effet, d’aprés D’interprétation des
spectres d’absorption et d’émission, en variant la concentration en CC, deux formes sont
distinguées (céto et énol) dont I’équilibre tautomérique est déplacé vers la forme énol a plus
forte concentration en curcumine. D’aprés les simulations théoriques, la forme céto de
géométrie non-planaire, est davantage localisée au niveau des tétes polaires hydratées. Tandis
que la forme énol, favorisée par sa géométrie planaire, s’insére plus facilement dans la

membrane lipidique, a concentration élevée en curcumine.
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Dans un second temps, les interactions dans un systeme ternaire de CC, PC et palmitate de
cetyle (CP) ont été étudiées en monocouche, dit aussi film de Langmuir. Cette technique de
caractérisation consiste a étudier le comportement du film sous compression en fonction de la
composition du mélange ternaire. Les isothermes de compression permettent de calculer en
tout rapport un paramétre thermodynamique qui est I’énergie de Gibbs du mélange. Les
résultats de cette étude ainsi que les données de modélisation de dynamique moléculaire,
montrent que la CC et le CP formeraient des complexes a I’interface air/eau. D’autre part,
I’étude de la miscibilité entre la CC, le CP et le 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine
(DOPC) révele la présence de domaines de miscibilité favorisée par la balance hydrophile-

hydrophobe du complexe.

Pour répondre au second objectif de ce mémoire, I’influence de la stratégie de formulation
sur I’efficacité d’encapsulation de la CC et de phospholipides au cceur des SLN de palmitate
de cétyle, a été etudiée. Pour cela, deux suspensions de SLN ont été formulées, la premiére
par diffusion/évaporation (dif/évap) de solvant suivi par une étape de sonication et la seconde
par double émulsion. Les mesures de diffusion dynamique de la lumiére révélent une taille 2,5
fois plus grande lorsque la suspension est obtenue par double émulsion (~ 500 nm contre ~
200 nm par dif/évap). De plus, cette derniere stratégie de formulation permet une meilleure
efficacité d’encapsulation de la CC (62 % contre 47 % par dif/évap). La combinaison de la
mesure du potentiel Zeta et 1’é¢tude in vitro de digestion enzymatique dans des milieux gastro-
intestinaux simulés (ou test de relargage), montrent que la formulation obtenue par double
émulsion favoriserait davantage 1’inclusion des phospholipides au cceur des SLN. L’étude in
vitro indique également que cette derniere suspension permet de protéger la CC du milieu

gastrique et offre une libération prolongée de la CC dans le milieu intestinal simulé.

Enfin, I’étude de la capacité des nanoparticules solides a stabiliser une interface
solide/liquide a conduit a I’¢laboration d’une suspension de particules lipidiques stable
pendant au moins 3 semaines. Cette suspension a été obtenue a partir d’une émulsion directe &
chaud stabilisée par effet de Pickering, grace aux nanoparticules de silice hydrophobiseées.
L’étude de stabilité menée sur différentes formulations a permis de déterminer que la quantité
de lipide pouvant étre stabilisée en suspension, dépend a la fois de la quantité d’acide
stéarique adsorbée sur les nanoparticules de silice et de la teneur en particules solides. Ainsi la
formulation donnant une suspension stable est composée de 0,5 % V/V de Witocan®P et de
0,5 % en masse de nanoparticules de silice. La combinaison des images de microscopie

confocale et des images de cryo-microscopie électronique en transmission a révélé que les
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particules de silice s’adsorbent sous forme d’agrégats a la surface des SLN de Witocan®P.
Une étude de la stabilité en température met également en évidence la réversibilité de 1’effet

de Pickering quant a la stabilisation de la suspension de SLN.

En conclusion, ce travail démontre que pour augmenter le taux de curcumine internalisée
par des membranes cellulaires, il semblerait nécessaire d’atteindre une concentration en
curcumine a partir de laquelle la molécule adopte la forme la plus perméable, a savoir la
forme énol. Les résultats indiquent également que I’interaction de la curcumine avec la
membrane est favorisée lorsque la CC forme un complexe de type phytolipide avec le
palmitate de cétyle. Sur la base de ces résultats, un systeme de délivrance combinant
I’encapsulation de curcumine et de phospholipides au cceur de particules solides lipidiques a
été formulé. Ainsi, un tel systeme destiné a la délivrance des molécules d’intéréts par voie
orale, permettrait alors d’augmenter la biodisponibilitt de la curcumine et des
phosphatidylcholines a la région enflammée du célon. La capacité des nanoparticules solides

a stabiliser un tel vecteur a également été démontrée.

Néanmoins, quelques perspectives d’optimisation seraient a envisager afin de stabiliser le
systeme de délivrance, obtenu par double émulsion, par des nanoparticules solides. Par
exemple, il serait nécessaire d’augmenter la stabilité de la formulation dans le temps et la
teneur en gras dans la suspension. Pour cela, I’exploration de nouvelles nanoparticules solides
(i.e. nanocristaux de chitine), de nature, de taille ou de forme différentes, ‘hydrophobisées’
avec des polymeéres ou des acides gras possedant des longueurs de chaines hydrophobes et des
degrés d’insaturations variables, pourraient étre une piste pour améliorer un tel systéme. Cela
permettrait d’effectuer une étude plus comparative sur les performances d’encapsulation et de
libération en milieu gastro-intestinal simulé, entre les formulations précédemment
développées et les futures formulations stabilisées par des particules solides. Enfin, il serait
intéressant d’étudier 1’interaction et 1’adhésion de ce nouveau vecteur sur des muqueuses
modeéles de RCH pour déterminer les parameétres bio-physiques prédominants et ainsi mieux

prédire son comportement in vivo en situation de RCH.
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Annexes

Annexe 1. Images de microscopie a angles de Brewster des composes purs DOPC, CC et CP. Température : 25
°C. DOPC (A-C) ; CC (D) et CP (E). Les images ont été obtenues a : 77 (mN.m™) = 0 (A), 20 (B), 40 (C) ; 0 (D) ;
0 (E).

XDOPC 20 mN.m1

0,5

0,8

Annexe 2. Images de microscopie a angles de Brewster du mélange ternaire DOPC/CP/CC a différentes
pressions de surface. Température : 25 °C. La fraction molaire de DOPC (xporc) et la pression de surface (en

mN.m1) sont annotées sur la figure.
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Annexe 3. Images de microscopie a angles de Brewster du mélange ternaire DOPC/CP/CC a différentes

pressions de surface. Température : 32 °C. La fraction molaire de DOPC (xporc) et la pression de surface (en

mN.m1) sont annotées sur la figure.
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Annexe 4. Images de microscopie a angles de Brewster du mélange ternaire DOPC/CP/CC a différentes
pressions de surface. Température : 18 °C. La fraction molaire de DOPC (xporc) et la pression de surface (en

mN.m1) sont annotées sur la figure.

179















Résumé

La rectocolite hémorragique (RCH) fait partie des Maladies Inflammatoires Chroniques de 1’Intestin (MICI)
et reste a ce jour incurable. Au-dela de I’administration d’anti-inflammatoires, dont la curcumine (CC) en
présente les effets, une des voies a explorer est la réparation de la muqueuse intestinale par un apport exogene
de phosphatidylcholine (PC) et de lysophophatidylcholine, déficitaires a plus de 70% chez les patients atteints
de RCH. Pour répondre a cette problématique, nous nous sommes intéressés a la conception de systémes
lipidiques pour la voie orale permettant le transport simultané de CC et de PC. Nous avons exploré dans un
premier temps la nature des interactions mises en jeu entre les deux principes actifs au sein de deux systemes
membranaires modeles, les bicouches liposomales et les monocouches (ou films de Langmuir). Il en ressort que
1I’équilibre céto/énolique de la curcumine et donc I’interaction avec la PC soit influencée par la concentration et
le confinement. D’autre part, 1’ajout d’un céride, le palmitate de cétyle, complexant la curcumine favoriserait,
pour certaines compositions, la miscibilité avec la PC tout en rigidifiant le mélange ainsi obtenu.

Sur la base de ces résultats, nous avons réalisé des suspensions de particules solides lipidiques, tout en
variant la méthodologie de formulation, diffusion-évaporation de solvant vs double émulsion et la nature du
stabilisant, émulsifiants vs nanoparticules. La suspension obtenue par double émulsion s’avére étre la plus
efficace en termes d’encapsulation, de protection en milieu gastrique simulé et de libération prolongée des
principes actifs dans un milieu intestinal simulé. Enfin, la capacité des nanoparticules solides a stabiliser
I’interface solide/liquide des SLN, semblable a I’effet de Pickering, a aussi été démontrée.

L’ensemble de cette étude est une preuve de concept quant au potentiel des suspensions de nanoparticules
lipidiques solides pour I’administration orale de curcumine et de phosphatidylcholine exogene.

Mots-clés : curcumine, phosphatidylcholine, film de Langmuir, vésicule, nanoparticules lipidiques solides,
effet de Pickering

Abstract

Ulcerative colitis (UC) is an Inflammatory Bowel Disease (IBD) and it is still nowadays incurable. Beyond
the administration of anti-inflammatory drugs, including curcumin (CC), one of the pathways to be explored is
the repair of the intestinal mucosa by an exogenous supply of phosphatidylcholine (PC) and
lysophophatidylcholine, which are over 70% deficient in patients with RH. To address this issue, we were
interested in the design of lipid systems for the oral delivery and allowing the simultaneous carry of CC and PC.
We first explored the nature of the interactions involved between the two active ingredients within two model
membrane systems, liposomal bilayers and monolayers (or Langmuir films). It turns out that the keto/enol
equilibrium of curcumin and therefore the interaction with PC is influenced by both concentration and
confinement. On the other hand, the addition of a ceride, cetyl palmitate, complexing curcumin allows, for
some compositions, the miscibility with PC while stiffening the as obtained mixture.

Based on these results, we formulated various dispersions of solid lipid particles, by varying the
methodology of colloidal engineering, diffusion-solvent evaporation vs double emulsion and the nature of the
stabilizer, emulsifiers vs nanoparticles. The suspension obtained by the double emulsion method appears as the
most efficient in terms of encapsulation, protection in simulated gastric medium and sustained release of the
active ingredients in a simulated intestinal medium. Finally, the ability of solid nanoparticles to stabilize the
solid / liquid interface of SLNs, similar to the Pickering effect, has also been demonstrated.

The entire study is a proof of concept regarding the potential of solid lipid nanoparticle suspensions for the
oral administration of curcumin and exogenous phosphatidylcholine.

Keywords: curcumin, phosphatidylcholine, Langmuir film, vesicles, solid lipid nanoparticles, Pickering
Effect
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