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Résumé

Résumeé

L’arthrose et I’arthrite rhumatoide sont deux pathologies articulaires caractérisées par la dégradation
du cartilage articulaire, subséquente a la production de divers médiateurs inflammatoires. Le
traitement de ces pathologies se limite généralement a soulager le patient des épisodes douloureux et
inflammatoires et a améliorer sa qualité de vie. Dans le cas de I’arthrose, peu de traitements permettent
d’enrayer significativement I’évolution de la dégradation du cartilage et donc de la maladie. Par
contre, I'arthrite rhumatoide peut étre efficacement ralentie grace a I’administration de certaines
molécules. Néanmoins, ces traitements n’ont généralement montré qu’une efficacité a court-terme,
requérant une administration fréquente. L’objectif de ce travail repose donc sur I'élaboration de
nouvelles options thérapeutiques permettant de réduire la fréquence d’administration ainsi que les
effets indésirables des traitements actuels. La délivrance de molécules en intra-articulaire associée a
une libération prolongée offre I’'avantage d’exposer les sites directement impliqués dans I’évolution de
la maladie a une ou plusieurs molécules efficaces contre I'inflammation et la douleur, et aidant a la
régénération du cartilage, durant plusieurs semaines, voire des mois.

Des microparticules de PLGA chargées en clonidine ou en bétaméthasone ont donc été optimisées afin
d’obtenir des efficacités d’encapsulation appréciables (clonidine HCI : EE ~ 20% ; dipropionate de
bétaméthasone . EE ~ 70%), une taille adaptée a I’administration intra-articulaire (12-38 pm) et une
libération de la molécule s’échelonnant sur 5 a 8 semaines. La libération prolongée de la clonidine
implique des mécanismes de diffusion de la molécule ainsi que de dégradation/érosion du polymere.
Au vu de I'absence de réaction inflammatoire, les microparticules développées sont correctement
tolérées par les chondrocytes, synoviocytes, PBMC et neutrophiles, principales cellules impliquées
dans les mécanismes inflammatoires de I’arthrose et de I’arthrite rhumatoide. L’évaluation de
I’efficacité anti-inflammatoire des microparticules vides et chargées en clonidine ou en bétaméthasone
via I’étude de I'expression et de la sécrétion de différents médiateurs de I'inflammation a permis
d’aboutir a plusieurs conclusions : (i) les microparticules vides sont associées a un effet anti-
inflammatoire, (ii) les microparticules chargées en clonidine n’ont pas montré d’activité anti-
inflammatoire propre pouvant étre attribuée a la clonidine, et (iii)) les microparticules de
bétaméthasone ont confirmé I'effet anti-inflammatoire de la bétaméthasone. Enfin, I’étude de la
toxicité des principes actifs et microparticules vides ou chargées a montré une toxicité significative de
la clonidine sur les synoviocytes. Néanmoins, I’encapsulation des principes actifs dans les
microparticules de PLGA a permis d’éliminer cette toxicité, protégeant donc efficacement les cellules
articulaires.

Les microparticules développées permettent alors d’envisager I’encapsulation d’autres molécules anti-
inflammatoires ou une combinaison de molécules ayant des effets complémentaires (anti-
inflammatoire et antidouleur). L’utilisation de la clonidine dans ces indications devra étre réévaluée en

étudiant de fagon approfondie son efficacité dans la douleur.



Résumé

Summary

Both osteoarthritis and rheumatoid arthritis are articular diseases characterized by the degeneration of
the joint cartilage, resulting from the production of various inflammatory mediators. The current
treatment of these diseases is restricted to alleviate the painful and inflammatory épisodes of the
patients and to improve its quality of life. In osteoarthritic patients, few treatments allow to
significantly stop the évolution of the dégradation of the cartilage and, consequently, the disease. In
rheumatoid arthritis, the évolution can be slowed down following the administration of some drugs.
Nevertheless, these treatments are often associated to a short-term efficacy. The objective ofthis work
is to develop new therapeutic options that allow to reduce the frequency of administration and the side
effects of the current treatments. The intraarticular delivery combined to controlled-release présents
the advantage to expose the sites directly involved in the évolution of the disease to one or more
molécules effective to relieve the pain, inflammation and to help the régénération ofthe cartilage.

Clonidine or betamethasone-loaded PLGA microparticles were optimized to reach suitable
encapsulation efficiencies (clonidine HCI: EE ~ 20%; betamethasone dipropionate: EE ~ 70%), an
appropriate size for an intraarticular delivery (12 - 38 pm) and a controlled-release of the molécule
over 5 to 8 weeks. The release of clonidine implies mechanisms of diffusion and degradation/erosion
of the polymer. Given the absence of an inflammatory reaction, the developed microparticles were
properly tolerated by the chondrocytes, synoviocytes, PMBC and neutrophils, which are the main cells
involved in the inflammatory reaction of osteoarthritis and rheumatoid arthritis. The assessment of the
anti-inflammatory efficacy of the drug-free and drug-loaded microparticles through the évaluation of
the expression and the sécrétion of various inflammatory mediators allowed to draw several
conclusions: (i) drug-ffee microparticles were associated to an anti-inflammatory effect, (ii) clonidine-
loaded microparticles did not show any anti-inflammatory activity that could be attributed to
clonidine, and (iii) betamethasone- loaded microparticles confirmed the anti-inflammatory effect of
betamethasone. Finally, the évaluation of the toxicity of the drugs and microparticles showed a
significant toxicity of clonidine against synoviocytes. Nevertheless, the encapsulation of the drugs in
PLGA microparticles induced the suppression ofthis toxicity, protecting in this way the articular cells.
Entrapping other anti-inflammatory molécules or a combination of molécules with complementary
effects (anti-inflammatory and anti-nociceptive drugs) in the PLGA microparticles developed has to be
considered. Moreover, the use of clonidine in these indications has to be reassessed by a thorough

study of its anti-nociceptive potential.



Introduction

AJntroduction

L’articulation

Les articulations jouent deux réles primordiaux : elles conférent de la mobilité au squelette et
constituent le point de contact entre les os. Pour certaines d’entre elles, un role de protection
peut également étre reconnu comme dans le cas du crane ou de la cage thoracique. Bien que
les articulations restent les zones les plus faibles de notre squelette, leur structure est adaptée
pour résister a diverses contraintes qui pourraient les délocaliser de leur position initiale, telles
que I’écrasement ou le déchirement [Marieb, 2005].

La classification des diverses articulations peut étre structurale ou fonctiormelle (Tableau 1).
Dans la classification structurale, I'importance est donnée aux matériaux unissant les os ainsi
qu’a la présence/labsence d’une cavité articulaire. Les articulations sont dites fibreuses,
cartilagineuses ou synoviales. Les articulations fibreuses ne contiennent pas de cavité
articulaire, ni de cartilage. Les os sont connectés par du tissu conjonctif dense. Dans les
articulations cartilagineuses, les os sont reliés par du cartilage mais ne présentent pas de
cavité articulaire. Enfin, dans les articulations synoviales, les os sont reliés par une cavité
articulaire remplie de liquide synovial conférant a I'articulation une grande mobilité. La
majorité des articulations du corps humain entre dans cette derniére catégorie [Chevalier et

Richette, 2005 ; Marieb, 2005].

Tableau 1 : Classification des articulations [Adapté de Marieb, 2005].

Classe

Caractéristiques structurales Mobilité
structurale
. Extrémités ou parties d’os réunies par des fibres Généralement
Fibreuse R . :
collagenes immobiles
— o . , .. . Immobiles /
Cartilagineuse Extrémités ou parties d’os réunies par du cartilage

Semi-mobiles

Extrémités ou parties d’os recouvertes de cartilage
Synoviale articulaire et abritées dans une capsule articulaire
tapissée d’une membrane synoviale

Entierement
mobiles

La classification fonctionnelle se base sur la mobilité, le degré de mouvement consenti par
I'articulation. Y sont classées les articulations immobiles (synarthroses), semi-mobiles

(amphiarthroses) et mobiles (diarthroses). Les articulations immobiles et semi-mobiles se
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situent presque exclusivement au niveau du squelette axial (cOtes, colonne vertébrale,
sternum, crane, larynx) alors que les articulations mobiles se retrouvent dans les membres

supérieurs et inférieurs [Chevalier et Richette, 2005 ; Marieb, 2005],

Le but principal de ce travail étant d’élaborer une formulation a libération prolongée en vue
d’une administration au niveau de la cavité articulaire, les articulations synoviales seront
développées plus en détail.

Les articulations synoviales présentent cing particularités distinctives : un cartilage articulaire,
une capsule articulaire (capsule fibreuse et membrane synoviale), une cavité articulaire, du

liquide synovial et des ligaments (Figure 1).

Périoste

Ligament

articulaire
(contient
le liquide synovial)

articulaire

fibreuse Capsule

*articulaire

synoviale

Figure 1: Articulation synoviale typique caractérisée par les ligaments, la cavité articulaire
contenant le liquide synovial, le cartilage articulaire et la capsule articulaire [Marieb, 2005],

Le cartilage hyalin articulaire recouvre la surface des os composant les articulations
synoviales. Il n’est ni innervé, ni vascularisé, ni parcouru par un réseau lymphatique [Lorenz
et Richter, 2006 ; Hendren et Beeson, 2009]. Ce cartilage n’est composé que d’un type
cellulaire, les chondrocytes (1-5% du volume), entourés de la matrice extracellulaire (ECM).

Les chondrocytes sont des cellules sphériques ou ovoides d’un diameétre de 30 a 40 pm et
contenant un noyau, des mitochondries et des vacuoles lysosomiales (Figure 2). Le

métabolisme de ces cellules est principalement anaérobie. Les chondrocytes de surface
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peuvent toutefois en partie fonctionner en aérobie, grace a la circulation de I’oxygene présent
dans le liquide synovial. En effet, elles présentent un gradient d’oxygene allant de 10% dans
les zones superficielles a 1% dans les zones profondes du cartilage. Le principal substrat
énergétique des chondrocytes est le glucose. La nutrition des chondrocytes est assurée a la
fois par la membrane synoviale et le liquide synovial, mais se produit également par
I’intermédiaire de I’os sous-chondral. Dans un cartilage sain, les chondrocytes ne présentent
pas de contacts intercellulaires, ne migrent pas et ne se divisent pas [Chevalier et Richette,

2005 ; Goldring, 2006 ; Castaneda et coll., 2012].

Figure 2 . Morphologie d’une lignée primaire de chondrocytes articulaires humains en culture
monocouche. La morphologie des chondrocytes évolue nettement entre le premier et le cinquieme
jour de culture. Les chondrocytes adoptent progressivement une structure plus proche des fibroblastes
alors que leur forme sphérique est encore clairement visible aprés 24 heures de culture [Schulze-
Tanzil, 2009].

L’ECM est composée de macromolécules telles que le collagene (10-20% du cartilage, au
moins 90-95% se trouve sous forme de collagéne de type Il), les protéoglycanes (10-20% du
cartilage) et autres protéines non-collagéniques. Les protéoglycanes (Figure 3), sous forme de
monomeres ou d’agrégats, sont liés a des chaines centrales d’acide hyaluronique. Un
monomere de protéoglycane est constitué d’une structure principale protéique a laquelle sont
attachés de nombreux glycosaminoglycanes sulfatés [Newman, 1998 ; Bhosale et Richardson,
2008 ; Crema et coll., 2011]. Les protéoglycanes sont différenciés en deux classes, selon leur
capacité d’agrégation de I’acide hyaluronique : les macroprotéoglycanes de poids moléculaire
(PM) élevé (principalement I’agrécane) et les protéoglycanes de faible PM (décorine,

fiboromoduline) [Chevalier et Richette, 2005].
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Figure 3 : Structure d’un agrégat de protéoglycane, fixé sur une chaine d’acide hyaluronique
[Newman, 1998],

L’acide hyaluronique (HA) présent dans le cartilage articulaire partieipe a la formation
d’agrégats de protéoglycanes. Le HA nouvellement synthétisé par le cartilage articulaire sain
présente un haut PM (2*10® - 10*10® Da) quel que soit I’dge ; néanmoins, ce PM diminue
avec I’age (3*10® - 6*10® Da) bien que la concentration en HA dans le cartilage augmente
(0,5 pg/mg a 2,5 ans - 2,5 pg/mg a 86 ans). Le HA serait donc dégradé dans des conditions
homéostasiques par les hyaluronidases et avec I’age par les radicaux libres de I'oxygene
[Holmes et eolL, 1988 ; Kirwan et Rankin, 1997 ; Ghosh et Guidolin, 2002 ; Stem et coll.,
2006 ; Bastow et coll., 2008].

Le collagene eonfére une résistance a I’étirement au cartilage hyalin alors que les
protéoglycanes lui conferent une résistance a la compression [Bhosale et Richardson, 2008].
Par ailleurs, ces molécules y maintiennent une certaine quantité d’eau. Le eartilage articulaire
contient en effet 60 a 80% d’eau qui diffuse en partie librement de I’intérieur vers I’extérieur
du cartilage et inversement. Ceci confere au cartilage hyalin des propriétés mécaniques
uniques, lubrifie I'artieulation et participe a la nutrition des chondrocytes. L’ECM permet aux
articulations de supporter, durant une vie entiére, d’intensifs et répétitifs stress physiques pour
autant que le eartilage ne s’endommage pas [Newman, 1998].

Les chondrocytes et ’ECM sont en relation symbiotique car les chondrocytes assurent la
synthése et le renouvellement de 'ECM tandis que I’état de ’'ECM a un effet direct sur les
fonctions des ehondrocytes. lls produisent également les enzymes néeessaires a la dégradation

de ’ECM [Nesic et coll., 2006 ; Bhosale et Riehardson, 2008 ; Goldring et Mareu, 2009].

La stmcture et la eomposition du cartilage articulaire varient en fonction de la distance par

rapport a la surface (Figure 4).
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Figure 4 ; Structure du cartilage articulaire, décrivant la disposition et la forme des chondrocytes (a
gauche) et des fibres de collagéne (a droite) au niveau de la zone superficielle (STZ), de la zone
intermédiaire (Middle zone) (40 a 45% de la hauteur du cartilage), de la zone profonde (Deep zone)
(40 a 45% de la hauteur du cartilage) et de la zone de cartilage calcifié {Calcified zone) (5 a 10% de la
hauteur du cartilage) [Newman, 1998],

A la surface du cartilage articulaire se trouve une région acellulaire, dite lamina splenda,
laquelle est recouverte notamment de HA et permet I’attachement de macromolécules
présentes dans le liquide synovial. Elle revét en outre un réle de protection du cartilage,
principalement contre les radicaux libres [Chevalier et Richette, 2005]. Quatre zones peuvent
ensuite étre distinguées, les chondrocytes y différant de par leur taille, forme et métabolisation
(Figure 4). Située sous la lamina splenda, la trés fine zone superficielle est composée de
fibrilles de collagéne placées parallelement par rapport a la surface et de chondrocytes de
forme allongée. La structure du réseau de collagéne permet a cette zone de résister aux forces
de tension. La zone intermédiaire, plus épaisse, contient des chondrocytes plus sphériques et
des fibrilles de collagene plus grandes, placées de facon aléatoire. Dans la zone profonde, les
chondrocytes sphériques sont disposés en colonnes et les fibres de collagéne sont alignées
parallelement mais de fagon perpendiculaire par rapport a la surface. Enfin, la zone de
cartilage calcifié est composée de fibrilles de collageéne enchassées dans le cartilage calcifié,
formant une transition mécanique et une fixation entre le cartilage et I’os [Salter, 1998 ; Burr,

2004 ; Chevalier et Richette, 2005].

La capsule articulaire entoure la cavité articulaire et est composée de deux couches de tissu
(Figure 1). La capsule fibreuse, qui est le tissu externe, est un tissu conjonctif dense, irrégulier
et fixé au périoste des os attenants. En renforcant I’articulation, la capsule fibreuse empéche
les os de se désolidariser lors d’une traction trop importante. En effet, des sites d’attachement
composés de faisceaux de fibres de collagéne lient fermement la capsule fibreuse aux os
[Ralphs et Benjamin, 1994 ; Sutton et coll., 2009]. La seconde couche de tissu, la membrane

synoviale, est un tissu conjonctif lache qui recouvre la face interne de la capsule fibreuse. La
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membrane synoviale et le cartilage articulaire délimitent la cavité articulaire [Sutton et coll.,
2009].

L’épaisseur et I'orientation des cellules composant la capsule articulaire dépendent des
contraintes subies par celle-ci. Il s’agit d’un tissu innervé et vascularisé, contrairement au
cartilage. Au sein de la capsule articulaire, le tissu composant la capsule fibreuse est
généralement plus innervé que le tissu synovial [Ralphs et Benjamin, 1994].

La membrane synoviale est constituée de deux couches : I'intima synoviale (20 - 40 pm
d’épaisseur), directement au contact de la cavité articulaire, est composée d’une a trois
couches de cellules de surface spécialisées, appelées synoviocytes. La seconde couche, dite
tissu sub-synovial, est en contact avec la capsule fibreuse [Sutton et coll.,, 2009]. La
membrane synoviale contient deux types de cellules appelées synoviocytes macrophages-like
(type A) et synoviocytes fibroblastes-like (Type B) [Jones et coll., 2008]. Elle contient donc
d’une part des cellules ayant une fonction de synthése protéique et d’autre part des cellules
ayant une fonction phagocytaire (microorganismes et débris cellulaires se trouvant dans la
cavité articulaire) [Marieb, 2005]. Les synoviocytes de type B synthétisent et sécretent
notamment le collagene, la fibronectine, la lubricine et les dérivés de HA dans le liquide
synovial. lls permettent ainsi d’en réguler le volume et participent a I’équilibre de la capsule
articulaire [Mor et coll., 2005 ; Nozawa-Inoue, 2006]. La membrane synoviale est parcourue
d’un vaste réseau vasculaire dont les capillaires de surface facilitent les échanges d’eau et de
solutés et agissent activement dans ses activités physiologiques [Momberger et coll., 2005 ;
Courtney et Doherty, 2009 ; Sutton et coll., 2009]. La premiere source de nutriments et de
facteurs de signalisation pour le cartilage articulaire étant la membrane synoviale, celle-ci est
primordiale dans le maintien de la santé de I’articulation [Jones et coll., 2008].

La cavité articulaire de I’articulation du genou n’est que partiellement recouverte par une
capsule articulaire relativement mince au niveau des faces latérales et postérieures du genou.
Elle contient des paquets adipeux intracapsulaires mais extrasynoviaux, c’est-a-dire situés
entre la capsule articulaire du c6té externe et la cavité articulaire délimitée par la membrane

synoviale du coété interne (Figure 5) [Marieb, 2005 ; Shahabpour et coll., 2005].
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Figure 5: L’articulation du genou est la plus volumineuse et la plus complexe du corps humain

[Marieb, 2005],

La cavité articulaire des articulations synoviales contient une petite quantité de liquide

synovial (= 0,5 - 2 ml) (Figure 6).

Figure 6 : Volume de liquide synovial aspiré d’une articulation de genou normale. Par aspiration, il
est possible de retirer environ 0,5 ml de liquide synovial. Le liquide est clair, Iégerement jaune et

hautement visqueux [Courtney et Doherty, 2009].

Le liquide synovial ou synovie est produit par la membrane synoviale par filtration du plasma

sanguin a partir du réseau de capillaires des synoviocytes ; ce liquide diffuse ensuite vers la

cavité articulaire [Courtney et Doherty, 2009]. La viscosité caractéristique du liquide synovial
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est causée par la présence de HA et de glycoprotéines synthétisés localement, notamment par
les fibroblastes synoviaux [Bastow et coll., 2008]. Etant le principal composant non-protéique
possédant un large volume hydraté lui conférant des propriétés viscoélastiques uniques, le HA
de haut PM et hautement concentré dans le liquide synovial (1400 - 3600 pg/ml) permet de
réduire les frictions entre les o0s, les chocs subis par I’articulation et par conséquent, son usure.
De plus, grace a sa large taille et son hydrophilie, le HA retient le liquide au niveau de la
cavité articulaire. Enfin, il facilite les échanges entre les capillaires de la membrane synoviale
et le cartilage articulaire tout en limitant le passage vers le liquide synovial de protéines de
haut PM provenant du plasma ou des cellules. Le renouvellement du HA du liquide synovial
est trés rapide (tiz = 12 heures) [Volpi et coll., 2009].

Les fonctions générales de la membrane synoviale et de la synovie sont donc de transporter
les nutriments vers le cartilage articulaire avasculaire, de lubrifier et nettoyer I’articulation par
la clairance continue du liquide (élimination de microorganismes, etc.) [Marieb, 2005 ;
Courtney et Doherty, 2009]. Dans le cartilage articulaire, le liquide synovial réduit les

frictions [Marieb, 2005].

Enfin, les ligaments renforcent les articulations synoviales. Ces ligaments peuvent constituer
un épaississement de la capsule fibreuse (ligaments intrinseéques ou capsulaires) ou étre
indépendants et se trouver soit a I’extérieur (ligaments externes ou extracapsulaires), soit a
I’intérieur (ligaments internes ou intracapsulaires) de la capsule fibreuse [Ralphs et Benjamin,

1994 ; Marieb, 2005].

17



Introducdon

Les pathologies articulaires

1. Généralités

Les pathologies articulaires peuvent étre différenciées en pathologies inflammatoires (arthrite
rhumatoide, spondylarthrite ankylosante, etc.) et pathologies non-inflammatoires (arthrose)
selon I’évolution des symptdmes [Bonnet et Walsh, 2005], Malgré cette classification, il est
essentiel de retenir que I’'inflammation joue un réle primordial dans les symptémes et la
progression de I’arthrose. Une autre classification peut également étre établie selon que les
maladies soient d’origine auto-immune (arthrite rhumatoide, lupus érythémateux, syndrome

de Sjogren), microcristalline (goutte) ou non-inflammatoire (arthrose).

L’arthrose et I’arthrite rhumatoide seront étudiées plus en détail ultérieurement. En effet, elles
font intervenir plusieurs facteurs inflammatoires identiques bien que leur étiologie soit
totalement différente. La résultante de I’action de ces divers facteurs est une large destruction
du cartilage, ce qui affaiblit considérablement I’articulation. Ces deux pathologies different

également de par les sites ou I’homéaostasie de I'articulation est modifiée.

2. Arthrose

L’arthrose (osteoarthritis, OA) est une maladie articulaire dégénérative se caractérisant par
des lésions du cartilage articulaire mais également de I'os sous-chondral (formation
d’excroissances osseuses extra-articulaires, appelées ostéophytes), de la membrane synoviale

et des tissus conjonctifs environnants [Lorenz et Richter, 2006 ; Allen et colL, 2010].

La prévalence de I’OA, la forme la plus courante de I’arthrite, varie en fonction du site touché
[Bijlsma et coll., 2011]. Une caractéristique de I’OA est qu’elle n’affecte en général qu’une
seule ou peu d’articulations [Gerwin et coll., 2006]. Les sites les plus fréquemment atteints
sont les mains, les hanches, la colonne vertébrale et les genoux [Goldring et Goldring, 2007 ;
Bijlsma et coll., 2011]. L’OA devient plus courante avec I’age et, a partir de 50 ans, est plus
souvent diagnostiquée chez les femmes. L’OA montre une prévalence mondiale d’environ
60% chez les hommes et 70% chez les femmes apres 65 ans. L’OA est retrouvée chez toutes
les populations [Sarzi-Puttini et coll.,, 2005 ; Walker et Edwards, 2005 ; Symmons et coll.,
2006a].

Vu la population vieillissante et I’accroissement continu des facteurs de risque tels que

I’obésité et la sédentarité, il est a prévoir que les cas d’OA diagnostiqués augmentent d’année
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en année [Gerwin et coll., 2006]. Le diagnostic de I’OA se base principalement sur des signes
cliniues et radiologiques. Néanmoins, la moitié des patients présentant des signes
radiologiques ne développent pas de symptdomes ou, a I'inverse, montrent des symptémes sans

pouvoir détecter de signes radiologiques [Zhang et coll., 2010a ; Bijlsma et coll., 2011].

L’OA présente une étiologie multifactorielle car elle peut étre engendrée et favorisée par
plusieurs parameétres systémiques tels que I’age, le sexe et I’origine ethnique, ainsi que par des
facteurs mécaniques tels que I’affaiblissement de I'articulation, la faiblesse musculaire,
I’obésité, I’'apparition de cristaux intra-articulaires, la densité osseuse et les neuropathies
périphériques [Benito et coll., 2005 ; Goldring et Goldring, 2007]. L’OA est également la
conséquence de nombreuses années de contraintes mécaniques imposées au cartilage

articulaire [Vincenti et Brinckerhoff, 2002 ; Nesic et coll., 2006].

Mechanical injury Inflammation
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Aging Subchondrai bone changes
/ \ / N AN
/ i \ Y

1
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Figure 7. Principaux facteurs impliqués dans I’apparition et la progression de I’arthrose
[Goldring et Goldring, 2007]. Réparation initiale : prolifération de chondrocytes synthétisant I'ECM.
Stade précoce . activité des protéases supérieure a celle des chondrocytes, menant a la destruction de
I’ECM. Progression ; nette diminution de la synthese de I’'ECM par les chondrocytes, accompagnée
d’une large augmentation de sa destruction. Stade avancé . destruction (pratiquement) totale du
cartilage articulaire [Walker et Edwards, 2005].

L’hérédité, les facteurs mécaniques et I’age constituent les trois principaux facteurs favorisant
la progression de cette pathologie (Figure 7). Les mécanismes impliqués dans son
développement reposent soit sur une charge trop importante sur des chondrocytes normaux,
soit sur une charge ordinaire sur des chondrocytes anormaux. Le premier mécanisme avancé
est lié a I’age tandis que le second est lié a des facteurs génétiques. L’age reste néanmoins le

premier facteur favorisant I’'apparition de I’OA. En effet, les modifications de la composition
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et de la structure du cartilage articulaire sont inévitables : il s’affaiblit, sa résistance a
I’étirement diminue et I’TECM devient plus dense. Ces observations résultent de la diminution
du PM et du contenu des polyméres composant I’ECM. De plus, la capacité de régénération
des chondrocytes diminue avec I’age. Cependant, un cartilage agé ne devient pas

nécessairement un cartilage arthrosé [Nesic et coll., 2006 ; Goldring et Goldring, 2007].

Bien que I’OA soit rarement considérée comme inflammatoire en raison de I’absence de
neutrophiles au niveau du liquide synovial (< 2000 leucocytes/mm”) et du fait qu’elle ne
provoque pas d’inflammation systémique, cette pathologie présente localement tous les signes
de I'inflammation (gonflement, douleur, raideur) et provoque également des troubles
fonctionnels importants (raideurs, perte de mobilité) [Barron et Rubin, 2007 ; Zhang et coll.,
2010a]. De plus, I’'OA implique une inflammation de la membrane synoviale et la production
de médiateurs pro-inflammatoires ; ces deux phénoménes contribuent largement a la
dérégulation des chondrocytes articulaires, ainsi qu’a la dégradation de I’'ECM [Goldring et
Goldring, 2007 ; Hunter, 2011 ; Berenbaum, 2013 ; Lafeber et Van Spil, 2013].

La pathologie de I’OA s’accompagne principalement de douleurs localisées au niveau du site
arthrosé; le cartilage articulaire n’étant pas innervé, ces douleurs sont probablement
provoquées par la lésion de tissus environnants [Barron et Rubin, 2007]. L’atteinte importante
de I’os sous-chondral et la formation d’ostéophytes sont associées a ces épisodes douloureux.
Lors de I’OA, le métabolisme de I’os sous-chondral est fortement modifé, conduisant & une
augmentation de la densité osseuse, a une sclérose progressive de la matrice osseuse et a la
formation d’ostéophytes, en raison de [I’'activité exacerbée des ostéoblastes. Ceux-ci
participent activement a I’érosion du cartilage par la sécrétion de médiateurs pro-
inflammatoires tels que I'IL6, la prostaglandine PGE2 et les métalloprotéases de matrice
(MMP) [Ghosh et Cheras, 2001 ; Karsdal et coll., 2008 ; Kwan Tat et coll., 2010 ; Kapoor et
coll., 2011]. De plus, les modifications encourrues par I’os réduisent considérablement ses
propriétés élastiques ainsi que sa capacité a absorber les chocs, ce qui contribue a la
dégénérescence du cartilage [Castaneda et coll., 2012]. Les chondrocytes, en contrepartie,
accentuent également ce phénoméne de formation osseuse en libérant des facteurs impliqués
dans le renouvellement de la matrice osseuse (facteurs de croissance de type TGF ou BMP)

[Akesson, 2006 ; Portier et coll., 2011].
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Les chondrocytes jouent un rble majeur dans la pathogenése de I’OA, en raison du
déséquilibre existant entre leurs activités cataboliques et anaboliques (Figure 8) [Chevalier,

2000 ; Goldring et Goldring, 2007 ; Alcaraz et coll., 2010],
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Figure 8 : Facteurs et modifications cellulaires impliqués dans la destruction du cartilage se
produisant lors de I'OA. La destruction du cartilage est un phénomeéne prédominant de I'OA
principalement médié par les chondrocytes. En effet, sous I'influence de charges mécaniques
importantes et répétées, les chondrocytes liberent des médiateurs pro-inflammatoires tels que des
cytokines, des prostaglandines et autres facteurs dégradant ’'ECM [Goldring et Goldring, 2007],

La sécrétion de facteurs de croissance (TGF, IGF, FGF) est largement reconnue dans la
pathogenese de I’OA comme ayant un effet anabolique sur les chondrocytes. Cependant, en
réponse a une lésion traumatique, la synthése de facteurs pro-inflammatoires (prostaglandines,
oxyde nitrique, radicaux libres de I’oxygéne, interleukine ILip, facteur de nécrose tumoral
TNFa, métalloprotéases de matrice MMP) par les chondrocytes, synoviocytes et cellules
mononucléées est accrue, ee qui augmente leur concentration dans le tissu articulaire et le
liquide synovial. En eontrepartie, la capacité des chondrocytes a régénérer ’ECM diminue.
Les chondrocytes synthétisent également les enzymes responsables de la dégradation de
I’ECM sous l’'induction de I'lLip. D’autres interleukines sont également produites par

stimulation de I'lILip, telles que I'lL6, I’'IL8, FIL17, I'IL18. L’ILip a donc un rdle central
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fortement prépondérant dans le mécanisme inflammatoire de I’OA [Chevalier, 2007 ;

Goldring et Goldring, 2007 ; Alcaraz et colL, 2010],

3. Arthrite rhumatoide

L arthrite rhumatoide (AR), contrairement a I’'OA d’origine principalement mécanique, est
une maladie causée par un dysfonctionnement immunitaire et présentant une inflammation

chronique [Vincenti et Brinckerhoff, 2002].

L’AR touche 0,5 a 1% de la population adulte mondiale avec un rapport femme/homme de
2/1. Bien gu’elle puisse s’initier a tout age, I’AR se déclenche avec un risque accru entre 40 et
70 ans. La prévalence devient la plus élevée chez les femmes de plus de 50 ans, ce qui laisse
penser que des facteurs hormonaux seraient impliqués dans sa physiopathologie [Symmons,
2002 ; Alamanos et Drosos, 2005 ; Walker et Edwards, 2005 ; Symmons et coll., 2006b ;
Scott et coll.,, 2010 ; Tobon et coll.,, 2010 ; Longo et coll., 2013]. Bien que mondiale, la
prévalence de I'AR est plus faible dans les pays en développement tels que I’Afrique rurale
(0,1%) et plus élevée en Amérique du Nord et en Europe du Nord (3%) [Lee et Weinblatt,
2001 ; Walker et Edwards, 2005 ; Carmona et coll., 2010 ; Scott et coll., 2010]. Dans les pays
développés, I'incidence de I’AR s’échelonne entre 5 et 50 nouveaux cas par an pour 100.000

adultes [Scott et coll., 2010].

Comme I'OA, I’AR est d’étiologie multifactorielle. Les causes sous-jacentes de cette
pathologie restent toutefois encore peu comprises. A I’'heure actuelle, les causes identifiées
sont génétiques, hormonales et environnementales, ainsi qu’une implication possible de
toxines, infections ou médicaments [Khurana et Bemey, 2005 ; Walker et Edwards, 2005 ;
Joseph et coll., 2010]. Dans 50% des cas, I’AR est déclenchée par des facteurs génétiques.
Les genes impliqués ne sont pas encore totalement identifiés mais il semblerait que plusieurs
génes soient en cause. La prévention de facteurs environnementaux responsables, tels que la
cigarette (en fonction de la durée et de la consommation), permettrait de réduire le

développement de cette maladie [Carmona et coll., 2010 ; Scott et coll., 2010].

L’AR touche uniqguement les articulations synoviales. Les sites les plus fréquemment atteints
sont les genoux, les épaules, les chevilles et les pieds, les hanches et la colonne vertébrale. Le
début de la maladie est généralement discret et le patient éprouve des douleurs au niveau de
I’articulation touchée et ressent un gonflement et des raideurs en début de journée. Ces

symptdmes s’aggravent au fil des semaines et I’'inflammation progressive s’accompagne
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d’une fatigue et d’'un malaise généralisé ; s’instaure finalement une évolution par poussées et
rémissions. Dans les stades plus avancés, l'inflammation engendre une destruction du
cartilage articulaire provoquant des déformations menant a des troubles fonctionnels plus ou
moins séveres. L’AR s’accompagne également souvent de complications extra-articulaires
(ex. : nodules, vascularites, complications pulmonaires, rénales et cardiaques) [Walker et
Edwards, 2005 ; Combe, 2009 ; Joseph et coll., 2010 ; Peters et coll., 2010].

La pathogenése de la destruction du cartilage (Figure 9) comprend la déposition du complexe
antigéne-anticorps dans la membrane synoviale, I’infiltration de neutrophiles, I’angiogenése,
I’activation des cellules T et I’activation de macrophages provoquant la libération de
médiateurs pro-inflammatoires. La membrane synoviale s’épaissit alors progressivement de
facon a former le pannus, composé de cellules synoviales et envahissant le cartilage et I’os
adjacents. Enfin, I’'invasion importante du pannus conduit a une destruction massive et
profonde du cartilage, de I’os sous-chondral et méme des ligaments. La formation progressive
d’un réseau sanguin a l'interface du cartilage et du pannus permet la migration de cellules
inflammatoires [Lee et Weinblatt, 2001 ; Goldring et Goldring, 2006 ; Joseph et coll., 2010 ;
Mcinnes et Schett, 2011 ; Shiozawa et coll., 2011]. Suite a I’action de certaines cytokines
(ILip, TNFa, 1L6 et IL17), le nombre et la différentiation des précurseurs des ostéoclastes
sont accrus dans I’AR, conduisant a une résorption osseuse exarcerbée. Les cellules T et les
cellules eonstituant le pannus sécretent en paralléle un activateur de la différentiation des
ostéoclastes, le RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) [Le Goff et
coll.,, 2013 ; Longo et coll., 2013]. L’érosion osseuse participe au maintien, voire a
I’'augmentation, du phénomeéne inflammatoire caractéristique de I’AR. En effet, les zones
érodées de I'os forment progressivement des creux que les cellules synoviales du pannus
peuvent combler, créant de cette fagon des zones concentrées en médiateurs inflammatoires

[Mcinnes et Schett, 2011].
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Dendiitic
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Figure 9: Processus cellulaires impliqués dans la destruction du cartilage caractérisant
I’arthrite rhumatoide. Cette figure représente le pannus synovial invasif associé a la destruction du
cartilage articulaire. Les cellules immunitaires de type lymphocytes B et T ainsi que les
monocytes/macrophages interagissent pour sécréter des cytokines dans le liquide synovial. L action de
ces cytokines engendre la production de cytokines pro-inflammatoires par la membrane synoviale et
les chondrocytes, conduisant enfin a la sécrétion de protéases dégradant I’'ECM dans les régions
environnant le pannus [adapté de Goldring et Marcu, 2009].

L’AR découle de plusieurs cascades inflammatoires, menant toutes a I’atteinte du cartilage et
de I'os sous-chondral ainsi qu’a I'inflammation de la membrane synoviale [Scott et coll.,
2010]. En raison de la surstimulation et de la surproduction de médiateurs inflammatoires
(ILI, IL6, IL12, IL15, IL17, 1L18, IL23 et TNFa), TAR répond correctement aux traitements
anti-inflammatoires et immunosuppressifs [Joseph et coll.,, 2010] {voir A.IV.l. Généralités et
problématique des traitements).

Le rdle des médiateurs pro-inflammatoires (ex. : cytokines, chimiokines, MMP) dans
I’évolution de TAR n’est pas encore clairement identifi€¢ mais ceux-ci participent au
recrutement et a I’interaction avec les cellules immunitaires menant a la formation du pannus
[Sweeney et Firestein, 2004 ; Khurana et Bemey, 2005]. Plus précisément, la voie
inflammatoire principale implique la surexpression et la surproduction de TNF, résultant de
I’interaction de lymphocytes T et B et de macrophages (Figure 9). Ceci conduit a la
production de cytokines pro-inflammatoires, provoquant la destruction du cartilage et
I’instauration de I’'inflammation chronique [Seott et coll., 2010]. De plus, le TNFa induit

I’infiltration de leucocytes dans le eompartiment synovial suite a I’expression de molécules

24



Introduction

d’adhésion, stimule le phénoméne d’angiogenése et induit I’ostéoclastogenése [Longo et coll.,
2013]. Les cytokines retrouvées en concentration accrue dans le liquide synovial et au niveau
de la membrane synoviale des patients atteints d’AR sont majoritairement le TNFa et I’lLip.
D’autre part, des chimiokines (ILS) y sont également actives mais leur role dans I’activation

et le recrutement des leucocytes reste méconnu [Lee et Weinblatt, 2001].

Les patients atteints d’AR présentent des auto-anticorps; il reste toutefois encore a déterminer
si ceux-ci sont pathogenes. Chez 2/3 des patients, il est possible de détecter le facteur
rhumatoide (FR), un anticorps IgM polyclonal dirigé contre le fragment Fc de I’anticorps 1gG.
Le FR se lie aux complexes antigeéne-anticorps contenant une IgG et augmente de cette fagon
la réaction inflammatoire. Un autre anticorps détecté chez 60% des patients est I’anticorps
dirigé contre les peptides cycliques citrullinés (CCP). Cet anticorps anti-CPP est un outil de
diagnostic de I’AR plus spécifique et fiable que le FR. Il est surprenant de détecter ces deux
anticorps de nombreuses années avant le début des symptémes cliniques, ceci signifiant que le
processus d’évolution de la maladie commence bien avant I’apparition des signes cliniques.

Le développement de cette pathologie est donc trés insidieux [Joseph et coll., 2010].

Le diagnostic de I’AR se révele dés lors compliqué vu que les premiers symptdomes cliniques
n’apparaissent pas dés I’initiation de la pathologie. Un diagnostic précoce est par conséquent
souvent impossible. Il existe néanmoins des guidelines basées sur la détection des anticorps
FR et anti-CPP [Joseph et coll., 2010 ; Smolen et coll., 2010]. Les examens radiographiques

et autres tests inflammatoires non-spécifiques sont également utilisés en pratique.

En conclusion, une différence importante entre I’'OA et PAR se situe dans I’importance et la
localisation de I'inflammation. En effet, I’OA est caractérisée par une inflammation limitée et
localisée au niveau de I’articulation, et plus précisément au niveau du cartilage, composé de
chondrocytes dont les fonctions sont modifiées. Le liquide synovial de patients atteints d’OA
contient d’ailleurs peu de cellules inflammatoires (< 2 000 leucocytes/pl). L’AR est
caractérisée par une inflammation importante et systémique, marquée par linfiltration
considérable de cellules de I'inflammation telles que les lymphocytes, associés a I'initiation
de la pathologie, et les neutrophiles, associés a I’entretien du processus inflammatoire. Le
nombre de cellules inflammatoires contenues dans le liquide synovial des patients atteints
d’AR s’échelonne d’ailleurs entre 5 000 et 15 O0O/pl.

De plus, les concentrations en différentes cytokines (ILI, ILS, TNF, IL 17, IL 18 et autres) sont

généralement largement supérieures dans le liquide synovial des patients souffrant d’AR par
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rapport aux patients souffrant d’OA [Paquet et coll., 2012 ; Hampel et coll., 2013]. Il n’en
reste pas moins que le liquide synovial et le plasma de patients atteints d’OA présentent des
concentrations supérieures en cytokines par rapport a un patient sain [Berenbaum, 2013].

Les traitements par agents biologiques (voir A.IV.1.4 Les agents biologiques) n’ont montré
une efficacité satisfaisante que dans I’AR, en raison de I’action prédominante du TNFa dans
I’initiation et I’évolution du phénomene inflammatoire caractéristique de cette pathologie.
Etant d’origine auto-immune et liée a une suractivation des lymphocytes T, ’AR répond
correctement aux molécules biologiques inhibant (i) I’action du TNFa, (ii) I'activation des
lymphocytes T ou (iii) les cellules présentatrices de I’antigéne.

Le phénoméne inflammatoire n’étant pas la cause sous-jacente de l’initiation de I’'OA mais
constituant plutét un effet collatéral du comportement anormal des chondrocytes [Lafeber et
Van Spil, 2013], ces agents biologiques ne sont pas actifs dans le traitement de I’OA. De plus,
I’amplitude de I'inflammation est largement inférieure a celle observée dans I’AR, les cibles

de ces traitements étant donc présentes en moindre quantité.
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L’ articulation en conditions inflammatoires/pathologiques

1. Généralités

En cas de pathologie articulaire, la destruction du cartilage s’accompagne d’une activation du
processus inflammatoire marqué par la présence de nombreux médiateurs inflammatoires
dans le liquide synovial, qu’ils soient sécrétés par les synoviocytes ou les chondrocytes
[Jones et coll., 2008], Le lent et constant renouvellement de ’ECM du cartilage assuré par les
chondrocytes est perturbé, dans le sens ou la destruction du collagéne et des protéoglycanes
de I’ECM devient plus rapide que leur synthése [Martel-Pelletier et coll.,, 2008]. Les
chondrocytes réagissent aux effets de Iésions mécaniques, d’une instabilité articulaire liée a
des facteurs génétiques mais également a des stimuli biologiques comme les cytokines et les
facteurs de croissance. Dans la pathologie de I’OA, les chondrocytes réagissent aux signaux
moléculaires en divers endroits du cartilage en fonction du stade de la maladie. Par contre,
dans PAR, la membrane synoviale est le site principal de sécrétion de cytokines et autres
protéases dégradant ’'ECM dans les régions entourant le pannus [Goldring et Marcu, 2009].
Ces pathologies s’accompagnent de taux élevés de MMP dans le liquide synovial. La
dégradation et I’élimination des protéoglycanes est un phénomeéne précoce et réversible, suivi
de la dégradation de collagéne. Les triples hélices de collagéne sont dégradées par I’action des
collagénases (MMP). D’autres protéases, de type stromélysine (MMP3), peuvent également
cliver le collagéne en ses régions non-hélicoidales. Ceci affaiblit les fibrilles de collagéne et
rend plus accessible les hélices pour leur clivage subséquent par les collagénases [Jones et
coll., 2008]. Dans les stades précoces, une réduction du collagéne de type |l est constatée dans
PAR alors que les zones profondes du cartilage articulaire arthrosique réagissent en
augmentant leur production de collagene de type Il. Dans POA, la perte en protéoglycanes et
le clivage du collagéne s’opeérent particulierement a la surface du cartilage articulaire alors
que, dans PAR, cela se produit a la jonction du pannus et du cartilage, ainsi que dans des
zones plus profondes du cartilage [Goldring et Marcu, 2009].

Du point de vue fonctionnel, les pathologies telles que PAR ou POA s’accompagnent d’une
érosion du cartilage articulaire conduisant a la détérioration graduelle de [I’articulation.
L’apoptose des chondrocytes liée a ce phénomeéne empéche la réparation du cartilage [Lotz et
coll., 1999]. De plus, la stimulation des chondrocytes par des facteurs de I’'inflammation tels
qgue PILI ou le TNF entraine la production de grandes quantités d’oxyde nitrique (NO),
induisant leur apoptose [Lotz et coll., 1999]. Etant donné que le cartilage ne posséde pas de

cellules phagocytaires, les débris de chondrocytes morts demeurent au niveau de la matrice
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cartilagineuse, altérant sa structure et les fonctions des chondrocytes vivants. De plus, vu la
présence de I’ECM autour de chaque chondrocyte et I’absence de cellules souches
mésenchymateuses dans le cartilage, la repopulation en chondrocytes a lieu lentement [Lotz et

coll., 1999].

L’OA et I’AR s’accompagnent également d’une inflammation de la membrane synoviale,
associée a une augmentation de sa vascularisation et de la présence de mastocytes [Lee et
Weinblatt, 2001]. Les mastocytes, normalement présents au niveau des cellules sous-jacentes
de la membrane synoviale, s’y trouvent sous forme activée dans des conditions pathologiques.
Alors que I'expression de MMP par la membrane synoviale et leur concentration dans le
liqguide synovial sont déja accrues, les mastocytes libérent également des protéases qui
participeront activement a la dégradation de I'ECM par activation des formes latentes des
MMP [Jones et coll.,, 2008]. De plus, la perméabilité des vaisseaux constituant le réseau
sanguin de la membrane synoviale est augmentée en conditions inflammatoires et
pathologiques. Un afflux important de protéines et de liquide peut alors se produire a partir du

plasma, se traduisant par I’apparition d’'un épanchement synovial [Janeway et coll., 2003].

En conditions pathologiques, les caractéristiques et la composition du liquide synovial sont
largement modifiées (Tableau 2). Tout d’abord, le volume du liquide synovial est augmenté
suite a la dilatation des capillaires adjacents a I’articulation (jusqu’a 100 ml chez les patients
atteints d’AR). Plus I’inflammation sera avancée, plus le volume du liquide synovial sera
augmenté, plus il contiendra de cellules (exemples . leucocytes, érythrocytes) et plus sa
viscosité sera diminuée. Chez les patients atteints d’AR, les concentrations en protéines dans
le liquide synovial peuvent étre triplées par rapport a la composition normale [Gerwin, 2006 ;

Courtney et coll., 2009].
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Tableau 2 : Comparaison des compositions du plasma en conditions normales et du liquide
synovial en conditions normales et arthrosiques [Adapté de Gerwin et coll., 2006 ; Calop et coll.,

2008 ; Perlemuter et Perlemuter, 2010].

Parameétre

Parametres phvsiaues

Volume (ml/genou FS, ml/kg poids corporel P)

Viscosité (mPa s)
Osmolarité (mOsm/1)
pH
Composants cellulaires
Erythrocytes (cellules* IOVI)
Leucocytes (cellules* IOVI)
Monocytes/macrophages (% de leucocytes)
Lymphocytes (% de leucocytes)

Neutrophiles (% de leucocytes)

Parametres biochimiques
Protéines totales (g/100ml)
Albumine (g/100ml)

Immunoglobulines (% de la conc. plasmatique)

a2-macroglobuline (mg/100ml)
Acide hyaluronique (g/100ml)
Lubricine (g/100ml)
Glucose (mg/100ml)
Urée (g/l)

Lactate (mg/100ml)
Calcium (mg/100ml)
Chlorure (mM)
Sodium (mM)
Potassium (mM)

Fer (pM)

Zinc (pM)

Cuivre (pM)

“Pas de données disponibles - Dans le sang

Liquide synovial

Normal

0,5-2
>300
=296

7,4

<2
<0,2
=60
=30

= 10(<25)

1,0-3,0
0,8-1,3
=50
31
0,35
0,005
66
0,15-0,45
9-16,2
4,8-9,6
107,4
145
4,0
5,19
2,69
4,33

Arthrose

3,5
<300
Inchangé

Inchangé

Inchangé

<3

<25

1,5-3,5
Inchangé
Inchangé
2 A
<0,22
?0
Inchangé
Inchangé
<37,8
Inchangé
Inchangé
Inchangé
Inchangé
2
Inchangé

Inchangé

Plasma

Normal

39-44
14
295 - 310
7,35 - 7,45

4900"

7-10"
3-8"
25-40"
52 -68"

6,5 - 8,0
3,5-4,5
100
270
4,2 * 10"
2 A
91
0,15-0,45
9-16
10
95 - 105
135 - 145
3,5-4,5
9-30
16-20
12-24

29



Introduction

Enfin, une diminution de la concentration et du PM du HA est observée dans I'ECM et le
liuide synovial. Ces variations peuvent s’expliquer par la dilution du HA résultant de
I’augmentation du volume du liquide synovial, mais également par sa dégradation, une
altération de sa synthése suite a I’augmentation de HA synthases produisant des HA plus
courts avec une vitesse d’élongation plus lente, ou une combinaison de ces effets. En outre,
une augmentation des ARNmM des hyaluronidases est détectée au niveau de la membrane
synoviale alors qu’une diminution des ARNm des HA synthases est observée dans ces mémes
conditions [Bastow et coll., 2008]. La diminution de la viscosité du liquide synovial réduit
I’efficacité de la lubrification et provoque I'apparition de frictions plus importantes,
occasionnant des dommages cartilagineux [Bastow et coll., 2008]. La viscosupplémentation
par injection de HA de haut PM permet donc de prévenir la douleur provoquée par

I’'inflammation des articulations [Kogan et coll., 2007].

2. Principaux facteurs inflammatoires impliqués

De nombreux facteurs anaboliques et cataboliques sont impliqués dans la modification de
I’homéostasie et les phénomenes inflammatoires liés a I'OA ou a I’AR. Des médiateurs tels
gue les cytokines, les prostaglandines, les facteurs de croissance, les radicaux libres de
I’'oxygene, le NO et les MMP participent donc au phénoméne de dégradation du cartilage
[Holland et Mikos, 2003 ; Afonso et coll., 2007 ; Lee et coll., 2013]. La description de ces
facteurs sera limitée a ceux analysés dans les études réalisées au cours de ce travail. Y

figurent des cytokines (pro- et anti-inflammatoires), des facteurs de croissance et des MMP.

2.1 Cytokines

En réponse a un signal, certaines cellules de I’organisme libérent les cytokines, de petites
protéines d’environ 25 kDa. Celles-ci agissent en se liant a des récepteurs spécifiques de
facon a induire une réponse. En fonction de leur demi-vie et de leur capacité a rejoindre le
flux sanguin, les cytokines agissent de facon autocrine, paracrine ou endocrine [Janeway et
coll., 2003].

Certaines cytokines, dites chimiokines, sont pourvues de chimiotactisme : elles sont capables
d’induire la migration des cellules portant les récepteurs spécifiques leur correspondant vers

leur source de production [Janeway et coll., 2003].
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L'interleukine ip (ILIP) est un monomeére de 153 acides aminés [Janeway et coll., 2003].
Initialement synthétisée sous la forme d’un précurseur de 31 kDa, le pro-ILip, I'lLip est
libérée sous sa forme active (17,5 kDa), notamment au niveau de la membrane synoviale, du
liquide synovial et du cartilage [Martel-Pelletier et coll., 1999]. Sécrétée sous forme soluble,
contrairement a I’lLla, protéine membranaire, I’lLip a un domaine d’action beaucoup plus
étendu [Holland et Mikos, 2003]. Elle est produite par de nhombreuses cellules telles que les
macrophages, les monocytes et les cellules sous-jacentes de la membrane synoviale. Elle
induit de multiples effets cataboliques en stimulant les cellules synoviales, les cellules
endothéliales, les lymphocytes et les macrophages, qui sécrétent alors différents facteurs
inflammatoires (ILI, IL6, ILS, TNFa et COX-2). Ces facteurs provoquent une infiltration de
cellules inflammatoires au niveau du site d’inflammation, une augmentation de la
perméabilité des vaisseaux et de la fievre.

L’ILI provoque la croissance des cellules synoviales et les active, ainsi que les ostéoclastes, a
produire des MMP qui causeront I’érosion du cartilage [lwakura, 2002 ; Janeway et coll.,
2003]. Elle peut également directement inhiber la synthése de constituants de TECM et
stimuler la sécrétion de prostaglandines. La combinaison de ces multiples actions résulte en
une dégradation majeure des tissus articulaires [Martel-Pelletier et coll.,, 1999 ; Martel-
Pelletier et coll.,, 2008]. Il existe cependant des mécanismes régulant I’activation de cette
cytokine afin d’éviter la dégradation massive de tissus. Un mécanisme physiologique
prépondérant repose sur I’antagoniste du récepteur de I'ILI, I'ILI-Ra [Martel-Pelletier et

coll., 2008].

Le facteur de nécrose tumorale a, tumor necrosis factor (TNFa), est un trimére de 157 acides
aminés. Le TNFa est synthétisé sous forme de précurseur dont I’extrémité inactive est clivée
avant la sécrétion. Cette protéine de 17 kDa produite par les macrophages, les cellules NK et
les cellules T provoque une inflammation locale et une activation endothéliale [Martel-
Pelletier et coll., 1999 ; Holland et Mikos, 2003 ; Janeway et coll., 2003]. Non exprimé dans
le cartilage articulaire sain, le TNFa intervient dans la réponse inflammatoire des stades
séveres de I’OA [Holland et Mikos, 2003 ; Martel-Pelletier et coll., 2008]. Moins actif que
riLip, le TNFa partage certaines de ses actions telles que I’'inhibition de la synthése des
protéoglycanes et la stimulation de la dégradation de I'ECM via la dégradation du collagene

et la production de MMP [Holland et Mikos, 2003].

L'interleukine 6 (IL6) est un monomeére de 184 acides aminés produit par les cellules T, les

macrophages et les cellules endothéliales. L’IL6 induit la croissance et la différenciation des
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cellules B et T et la production de protéines inflammatoires [Janeway et coll., 2003], Elle agit
a la fois en favorisant les réactions auto-immunes, en amplifiant I'inflammation aigué et en
faeilitant 1’évolution d’un état aigu a un état chronique. L’IL6 intervient considérablement
dans le processus de développement de I’OA (i) en accroissant le nombre de cellules
inflammatoires dans le tissu synovial, (ii) en favorisant la prolifération des chondrocytes et
(iii) en exacerbant les effets de I’ILI sur la production de MMP et I’inhibition de la synthése
de protéoglycanes. En revanche, I’IL6 favorise la sécrétion d’inhibiteurs tissulaires de MMP
(TIMP), ce qui contrebalance I’effet de la dégradation du cartilage [Martel-Pelletier et coll.,
1999]. Dans des conditions normales, les chondrocytes ne produisent que de faibles quantités
d’IL6 alors qu’en cas d’OA, certains facteurs tels que I'lLip ou le TNFa stimulent largement

sa production [Fonseca et coll., 2009 ; Kapoor et coll., 2011].

'L'interleukine 10 (IL 10), ou inhibiteur de la synthése des cytokines, est un homodimeére de 37
kDa, composé de 160 acides aminés. Elle est sécrétée par les cellules T et les macrophages.
L’ILIO se révele étre un puissant inhibiteur des fonctions des macrophages et donc de
I’immunité innée et acquise [Janeway et coll., 2003 ; Heo et coll.,, 2010]. L’ILIO régule
I’homéostasie du cartilage articulaire et exerce donc un effet protecteur du cartilage et de I’os
sous-chondral en cas d’inflammation. Cette cytokine anti-inflammatoire est présente en
concentration importante dans le tissu articulaire des patients atteints d’arthrose, ou elle
inhibe les effets de I’lLip, du TNFa et des MMP. Pour appuyer cet effet, I’ILIO augmente la
sécrétion des TIMP ainsi que de TILI-Ra [Schulze-Tanzil et coll., 2009 ; Kapoor et coll.,

2011].

L'interleukine 8 (ILS) est une chimiokine attirant les neutrophiles, les basophiles et les
cellules T [Janeway et coll., 2003]. Elle est synthétisée par les monocytes et macrophages, les
chondrocytes et les fibroblastes. L’ILS joue un réle important dans I’'inflammation aigué. Elle
se trouve en concentration élevée dans le liquide synovial de patients atteints d’OA ou d’AR

[Mukaida et coll., 1998 ; Martel-Pelletier et coll., 1999].

2.2 Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des polypeptides impliqués dans la prolifération et la
différenciation cellulaire ainsi que dans le processus de cicatrisation [Holland et Mikos,
2003 ; Portier et coll.,, 2011]. En entretenant I’homéostasie du cartilage et en stimulant sa
réparation, ces facteurs partieipent au maintien d’une surface articulaire fonctionnelle durable.

En effet, ils sont nécessaires a la synthese et au renouvellement de I’'ECM, protégeant
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I’articulation de dégats occasionnés par des mouvements répétés, une blessure ou de
I’inflammation. Dans un cartilage articulaire adulte sain, la concentration des facteurs de

croissance est basse [Martel-Pelletier et coll., 2008],

Lefacteur de croissance transformant f, transforming growth factor (TGFp), est un homo- ou
hétérodimeére de 112 acides aminés. Cette protéine de 25 kDa composée de deux polypeptides
reliés par des ponts disulfures est d’abord synthétisée et sécrétée comme précurseur de 100
kDa, avant d’étre dissociée d’une sous-unité de 75 kDa inactive afin de pouvoir se lier a son
récepteur [Holland et Mikos, 2003 ; Janeway et coll., 2003 ; Gaissmaier et coll., 2008].

Le TGPpi est produit par les chondrocytes, les monocytes et les cellules T. Ce facteur de
croissance multifonctionnel inhibe la prolifération cellulaire, exerce une action anti-
inflammatoire et régule la synthése de I’'ECM [Janeway et coll., 2003 ; Martel-Pelletier et
coll., 2008 ; Plaas et coll., 2011]. Bien que le TGppi soit majoritairement stocké sous forme
latente dans le cartilage articulaire adulte normal, une faible proportion s’y trouve sous forme
active. Le cartilage arthrosique contient des quantités plus élevées de TGFpi. En plus
d’activer la synthese de I’'ECM, ce facteur agit également en court-circuitant I’action de
destruction de I’ECM induite par I’lLip [Mueller et Tuan, 2011].

L’effet protecteur du TGFp peut étre contradictoire quant a ses actions sur les protéases. En
inhibant les MMPI et MMP9, le TGFp apparait comme protecteur vis-a-vis de la destruction
de I’ECM. En revanche, le TGFP induit également la sécrétion de MMP13 et d’agrécanase
par les chondrocytes, deux protéases qui, bien qu’impliquées dans le renouvellement de la
matrice dans des conditions normales, provoquent sa destruction dans des conditions
arthrosiques [Martel-Pelletier et coll., 2008]. Enfin, il apparait que I’effet protecteur de ce

facteur sur les tissus articulaires diminue avec Tage [Mueller et Tuan, 2011].

La protéine morphogénique osseuse 2, bone morphogenic protein 2 (BMP2), fait partie de la
famille des TGFp. Les BMP induisent la formation osseuse et cartilagineuse, la synthése de
I’ECM et la croissance des chondrocytes. Tout comme le TGFp, les BMP sont présentes en
faibles quantités dans le cartilage articulaire adulte sain. On y retrouve plusieurs types de
BMP (BMP2, BMP4, BMP6, BMP7, BMP9 et BMP 13) ayant un rble dans le maintien de
I’intégrité articulaire et dans sa réparation/renouvellement. Elles y agissent en augmentant la
synthése de collagéne de type Il et d’agrécane. Néanmoins, seule la BMP2 a été étudiée car,
bien que présente en faible quantité dans un cartilage sain, il s’agit du seul facteur de
croissance de type BMP retrouvé avec certitude en concentration plus élevée dans un cartilage

arthrosique. L’effet stimulant de la BMP2 sur la synthése de protéoglycanes est supprimé en
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présence d’ILI [Martel-Pelletier et coll., 2008 ; Portier et coll., 2011 ; Mueller et Tuan, 2011],
Des études comparatives démontrent en effet que les BMP ne seraient pas aussi puissantes
que le TGPpi pour ce qui est de la synthése des protéoglycanes et de court-circuiter les effets

de I'ILI [Holland et Mikos, 2003].

2.3 Meétalloprotéases de matrice

Les métalloprotéases de matrice (MMP) ou matrixines constituent une vaste famille
d’endopeptidases métal-dépendantes caractérisées par des séquences de protéines homologues
comportant des domaines conservés et des domaines spécifiques a leur substrat. Les MMP
sont des enzymes protéolytiques participant a la dégradation de composants de I’lECM et des
membranes basales des cellules [Amalinei et coll., 2010]. Les MMP interviennent dans
plusieurs mécanismes cellulaires essentiels tels que la prolifération cellulaire, la migration et
I’adhésion mais également dans des processus de remodelage tissulaire comme I’angiogenése,
le développement osseux ou la guérison de plaies [Fanjul-Femandez et coll., 2010]. Les
modifications de I’'ECM adviennent donc tant en conditions physiologiques que pathologiques

(inflammation, arthrite, cancer) [Murphy et Nagase, 2008].

Plusieurs familles de MMP peuvent étre distinguées en fonction de leurs substrats spécifiques.
Les MMP d’une méme famille comportent des similarités structurales et fonctionnelles. Il
existe principalement les collagénases, les gélatinases, les matrilysines et les stromélysines
[Zitka et coll., 2010].

La structure des MMP se décrit sur une base de cinq domaines, certains étant ajoutés, d’autres
supprimés en fonction de la protéase. Le premier domaine est un peptide signal de 17 a 29
résidus hydrophobes qui adresse la protéine a un compartiment spécifique (sécrétion ou
insertion dans la membrane cellulaire). Un propeptide comportant 77 a 87 résidus constitue le
second domaine. Se trouve ensuite le domaine catalytique proprement-dit, contenant 170
acides aminés et un site de liaison comportant du zinc. Le site catalytique contient en outre
une méthionine avec laquelle le zinc forme une liaison (méthionine loop) et trois atomes de
calcium servent a la stabiliser. Une région de 5 a 50 résidus riche en proline forme ensuite la
transition entre le domaine catalytique et la région C-terminale d’environ 200 résidus de type
hémopexine-like ou vitronectine-like (domaine hémopexine). Ce dernier domaine semble
jouer un rdle dans la détermination des spécificités de substrats [Birkedal-Hansen et coll.,

1993 ; Zitka et coll.,, 2010]. Les deux noyaux Zn™" constituent le site aetif tout en agissant
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dans le maintien de la forme latente des MMP suite a leur liaison avec les résidus CYS du
propeptide [Zitka et coll., 2010],

Les MMP sont généralement sécrétées dans I’espace extracellulaire sous forme inactive dite
proMMP ou zymogéene. Par la déstabilisation du lien CYS-Zn, le clivage du propeptide
entraine I’activation de la MMP [Murphy et Nagase, 2011]. Certaines MMP sont toutefois
activées au niveau intracellulaire et sécrétées dans I'ECM sous forme activée [Vincenti et
Brinckerhoff, 2002].

L’expression et I’activité des MMP sont régulées a divers niveaux comme la transcription des
genes, Il'activation de la forme zymogene et par des inhibiteurs endogenes (TIMP)
[Chakraborti et coll., 2003 ; Fanjul-Femandez et coll.,, 2010]. L’expression des genes des
MMP ne s’opere que lorsque le tissu est remodelé, en conditions physiologiques ou
pathologiques [Zitka et coll., 2010]. Les processus de dégradation accomplis par les MMP
peuvent étre déclenchés/supprimés par certaines interleukines ou facteurs de croissance mais
également par des facteurs physiques (modification de la forme de la cellule) [Birkedal-

Hansen et coll., 1993].

La métalloprotéase de matrice de type 1 (MMPI, collagénase-1) fait partie de la famille des
collagénases. Les collagénases clivent principalement les collagenes de type I, Il et Il qui
présentent un site sensible a leur action. A pH neutre, ces protéases clivent uniquement les
hélices a de la triple hélice de collagéne en deux endroits spécifiques, c’est-a-dire au niveau
des liens GLY-LEU ou GLY-ILE [Birkedal-Hansen et coll.,, 1993 ; Arakaki et coll., 2009 ;
Zitka et coll.,, 2010]. Ceci dénature les fibrilles de collagéne en dérivés de gélatine non-
hélicoidaux, dés lors susceptibles de subir une dégradation supplémentaire par la collagénase
ou par d’autres MMP [Billinghurst et coll., 1997 ; Vincenti et Brinckerhoff, 2002].

Suite a la stimulation par des cytokines ou des facteurs de croissance, la MMPI est produite et
sécrétée par des fibroblastes de différents tissus (peau, membrane synoviale, cornée, etc.), des
kératinocytes, des cellules endothéliales, des monocytes et macrophages, des chondrocytes et
des ostéoblastes [Birkedal-Hansen et coll, 1993]. En conditions normales, la MMPI se trouve
a des concentrations extrémement basses dans les tissus en raison de sa faible expression
constitutive [Arakaki et coll., 2009]. Comme elle n’est pas stockée, a I’'inverse de certaines
MMP, un délai de 6 a 12 heures est nécessaire avant de pouvoir la détecter. De plus, son
activité protéolytique est étroitement contrblée par les TIMP ou par certains activateurs

[Pardo et Selman, 2005].
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La MMPI, fortement exprimée et sécrétée dans des pathologies telles que I’AR et I’'OA, est
impliquée dans la destruction de I’'ECM en raison de la présence importante de collagene et
protéoglycanes au niveau du cartilage. La MMPI se détecte majoritairement dans les zones
superficielles du cartilage et serait impliquée dans la phase inflammatoire [Martel-Pelletier et

coll., 2008],
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Introduction

Les traitements des pathologies articulaires

1. Généralités et problématique des traitements

Le traitement de pathologies telles que I’OA et I’AR comprend plusieurs niveaux. En effet,
celui-ci doit agir d’une part sur les effets directs des pathologies, c’est-a-dire I’'inflammation
et la dégradation du cartilage, mais il doit également agir sur les symptdmes réduisant
fortement la qualité de vie du patient tels que la douleur et la perte de mobilité [Hochberg et
coll., 2012]. Les recommandations actuelles émises par 'EULAR (European League Against
Rheumastim), I’'OARSI (Osteoarthritis Research Society Intetmational), ’ACR (American
College of Rheumatology) et NICE (National Institute for Health and Care Excellence)
favorisent la combinaison des traitements pharmacologiques et non-pharmacologiques (Figure
10 et Figure 11) [Smolen et coll., 2010 ; Kraus et coll., 2011 ; Sites Internet EULAR, OARSI

et ACR].

Méihodes non pharmacologiques Paracétamol lg/4fois par jour
Tl
AINS En cas d'inflammation aigué ou d'effusion :
<0 Aspiration et injection IA de corticostéroides
Analgésie puissante (Tramadol) Acide hyaluronique IA
AINS locaux Arthroscopie / Chirurgie

Figure 10 : Schéma thérapeutique habituel de I’arthrose [adapté de Walker et Edwards, 2005].

S’agissant d’une pathologie dégénérative, les traitements de I’OA ont pour but principal de
limiter la dégénérescence de I’articulation et la dégradation du cartilage, tout en réduisant la
douleur et I’'incapacité du patient a se déplacer en raison des raideurs et perte de mobilité
[Walker et Edwards, 2005, Zhang et coll., 2008a; Zhang et coll., 2010b; Madry et coll.,
2011]. Les traitements de I’AR visent notamment a enrayer I’'inflammation, a prévenir la
destruction graduelle de [I’articulation, a soulager la douleur du patient et a

améliorer/maintenir sa qualité de vie [Walker et Edwards, 2005].
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Figure 11 : Schéma thérapeutique habituel de I’arthrite rhumatoide, issu des recommandations
établies par ’EULAR [Smolen et coll., 2010],

Bien souvent, les traitements actuels doivent combiner plusieurs médicaments afin de couvrir
I’ensemble des effets poursuivis. De cette fagon, il n’est pas rare que les patients doivent
associer un analgésique ou un anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS) pour le traitement de
la douleur, avec un glucocorticoide et/ou un DMARD (disease-modifying anti-rheumatic
drugs, médicament susceptible de modifier I’évolution de la maladie) pour le traitement de
I'inflammation et de la dégradation de I’articulation. Le HA, administré par voie intra-
articulaire (1A), est parfois associé afin d’améliorer la mobilité de I'articulation (voir de IV. 1.1

Analgésiques a IV.1.7 Traitements non-médicamenteux). La toxicité et la haute fréquence
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d’administration de ces traitements les rend impossibles a utiliser a long terme. En effet, les
médicaments administrés par A sont rapidement éliminés de la cavité articulaire, nécessitant
une administration fréquente. Enfin, les traitements actuels permettent généralement
uniquement de soulager le patient de ses symptdmes et d’améliorer sa qualité de vie mais
n’agissent que trop peu sur I’évolution de la maladie. Une simplification de ces traitements
serait donc appréciable et méme nécessaire, tant pour la compliance du patient que pour les

praticiens.

Les traitements actuels sont passés en revue afin de comprendre la stratégie thérapeutique des
rhumatologues, ainsi que les principaux avantages et inconvénients de ces traitements et

formes d’administration.

1.1 Analgésiques

Le paracétamol est généralement utilisé chez les patients présentant de I’OA. Néanmoins, lors
d’une utilisation fréquente, ce médicament peut engendrer de I’hépatotoxicité et des

dommages rénaux [Sarzi-Puttini et coll., 2005].

1.2 Les anti-inflammatoires non-stéroidiens

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) sont largement utilisés dans le traitement de
I’'OA dans le but de réduire la douleur mais également I’inflammation. Le celecoxib
{Celebrex®) et I’étoricoxib (Arcoxia®) présentent des effets secondaires gastro-intestinaux,
rénaux, cardiaques et allergiques non-négligeables. Ces molécules sont néanmoins toujours
fréquemment utilisées chez les patients souffrant d’OA [Sarzi-Puttini et coll., 2005 ; CBIP
Folia Pharmaceutica, 2001]. De plus, I'administration topique d’AINS permet d’obtenir un
certain soulagement de la douleur et de I’'inflammation, sans étre associée aux nombreux

effets secondaires des AINS oraux [Zhang et coll., 2010b].

Les AINS sont des traitements régulierement utilisés en combinaison avec les autres
traitements afin de diminuer les douleurs et I'inflammation liées a I’'AR. Vu qu’ils favorisent
les risques cardio-vasculaires, les AINS doivent étre utilisés parcimonieusement et avec
attention en raison des maladies cardio-vasculaires déja associées a I’AR [Sarzi-Puttini et

coll., 2005].
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1.3 Les glucocorticoides

Les phases aigués de douleur causées par I’OA peuvent étre traitées par des injections |A de
glucocorticostéroides. Ces injections sont bénéfiques pour les patients présentant une

inflammation importante et un épanchement du liquide synovial [Sarzi-Puttini et coll., 2005].

Le traitement des symptdmes de I’AR comprend également I’administration orale de certains
glucocorticoides en faible dose (ex. ; prednisone, dose < 10 mg) [Joseph et coll., 2010]. lls
sont généralement utilisés en combinaison avec les DMARD, ou lors de I’initiation de la
thérapie aux DMARD (voir IV. 1.5 Les médicaments susceptibles de modifier I'évolution de la
maladie). Il faut cependant veiller a utiliser les plus faibles doses efficaces. Si la maladie est
fortement active, les doses peuvent étre augmentées ponctuellement mais en régle générale,
les patients prennent les glucocorticoides de facon chronique et en faible dose. Des injections
IA de glucocorticoides peuvent étre envisagées pour agir localement. Enfin, des traitements
plus importants par intraveineuse sont également possibles durant un ou plusieurs jours pour
traiter certaines complications de I’AR ou pour provoquer la rémission d’une phase active
[Spies et coll., 2010]. Ces traitements sont donc choisis pour améliorer la qualité de vie de
patients dont les activités sont fortement entravées par la maladie et également dans la période
pendant laquelle les DMARD a durée d’action lente ne sont pas encore efficaces [Joseph et
coll., 2010]. Néanmoins, le rapport bénéfices/risques des glucocorticoides reste défavorable
car ceux-ci traitent I'inflammation dans les phases aigués mais causent de nombreux effets

secondaires sur le long terme [Scott et coll., 2010].

En cas d’administration orale prolongée et/ou de hautes doses de glucocorticostéroides,
I’observation d’effets indésirables tels que des effets cardiovasculaires, des infections, des
probléemes gastro-intestinaux, endocriniens, métaboliques, dermatologiques, musculo-
squelettiques ou ophtalmiques est a prévoir [Spies et coll., 2010]. L’administration prolongée
en |A de corticostéroides entraine également une dégénéreseence du cartilage articulaire, une
atrophie de la peau, un risque accru d’infections et une ostéonécrose [Gossec et Dougados,

2006 ; Aly, 2008].

1.4 Les agents biologiques

Des agents liant spécifiguement le TNFa et diminuant sa biodisponibilité sont aujourd’hui
couramment utilisés dans le traitement de I’AR. Cette classe comprend la protéine de fusion

(etanercept), les anticorps monoclonaux (infliximab, adalimumab et golimumab) et la protéine
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de fusion pégylée se liant au récepteur au TNFa (certolizumab pegol). Il existe également un
antagoniste au récepteur de ITLI (anakinra, non commercialisé en Belgique) et un anticorps
monoclonal au récepteur de 1TL6 (tocilizumab) [Lee et Weinblatt, 2001 ; Joseph et colL,
2010 ; CBIP, 2013]. D’autres traitements font également partie des recommandations pour la
prise en charge de I’AR, tels qu’un anticorps monoclonal anti-lymphocytes B (rituximab) et
une protéine de fusion agissant sur les cellules présentatrices de I’antigéne (abatacept) [Nogid
et Pham, 2006 ; Kaine, 2007 ; Caporali et coll., 2009 ; Isvy et coll., 2012],

Les anti-TNF peuvent provoquer des infections liées a I'injection et sont associés a un risque
accru de développer la tuberculose [Scott et coll.,, 2010]. D’autres effets indésirables des anti-
TNF sont des infections mineures des voies respiratoires supérieures, des céphalées et

vertiges et des troubles gastro-intestinaux [Seymour et coll., 2000].

Les principaux inconvénients de ces anti-TNF, bien qu’ils constituent une voie novatrice dans
la stratégie thérapeutique de I’AR, sont que leur efficacité et leur innocuité a long terme
demeurent encore peu connues et doivent étre investiguées. De plus, ces biomolécules sont
extrémement codteuses et sont donc pour I'instant réservées aux formes les plus sévéres et
avancées d’AR. Les patients qui peuvent bénéficier de ces immunosuppresseurs sont ceux
ayant déja subi au moins deux échecs avec des DMARD, dont le méthotrexate [Seymour et

coll., 2000].

1.5 Les médicaments susceptibles de modifier I’évolution de la maladie

Délivrés aux patients atteints d’AR, les « disease-modifying anti-rheumatic drugs »
(DMARD) agissent en diminuant I’activité de cellules cibles (ex.: lymphocytes) ou
directement en ciblant les voies des cytokines, ce qui réduit I'inflammation contrblée par le
systeme immunitaire [Joseph et coll., 2010]. lls permettraient donc de soulager les patients de
leurs symptdmes inflammatoires et de ralentir la destruction de I'articulation touchée [Lee et
Weinblatt, 2001]. Les DMARD fréquemment utilisés reprennent des médicaments de classes
différentes tels que le méthotrexate a faible dose, le Iéfiunomide, la sulfasalazine,
I’hydroxychloroquine, I’azathioprine, la ciclosporine et le cyclophosphamide. Traitement
initial de I’AR, les sels d’or, tels que I’aurothiopropanol sulfonate sodique et I’auranofme, ne
sont actuellement plus utilisés sur le marché belge en raison de leurs nombreux effets
indésirables (protéinurie, affections cutanées et hématologiques). L’utilisation appropriée de
DMARD dans I’AR doit débuter dans les 3 mois aprés diagnostic de la maladie. De fagon a

améliorer I'efficacité du traitement de patients dont le médicament seul ne suffit plus a
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controler la maladie, une combinaison des DMARD (et autres classes de médicaments) est
envisageable. Un suivi de la progression de I’AR et de la toxicité médicamenteuse reste

nécessaire [Joseph et coll., 2010 ; CBIP, 2013].

En dépit de leur utilisation fréquente, les DMARD ne se révelent souvent que partiellement
efficaces. En effet, les études cliniques démontrent que ces traitements diminuent bien les
marqueurs inflammatoires de I’AR et le gonflement de I’articulation, mais sa destruction
continue a progresser chez la majorité des patients. lls ne peuvent étre utilisés dans des
thérapies a long terme, ce que requiert pourtant une maladie chronique telle que I'AR. Les
facteurs limitant leur utilisation a long terme sont variés mais les plus courants restent leur
faible tolérance, leur début d’action retardé, leur efficacité relativement faible, leurs effets
secondaires importants et le monitoring essentiel du patient. Ces parametres diminuent
considérablement la compliance du patient sur une longue période [Lee et Weinblatt, 2001].
Concernant les effets secondaires de ces molécules, il a ét¢é montré dans des études
comparatives que le Iéflunomide provoque entre autres des nausées et diarrhées, une élévation
de la tension artérielle et des enzymes hépatiques, des troubles hématologiques [Site Internet

CBIP, 2012].

1.6 L’acide hyaluronique

Le HA, principal composant du cartilage articulaire et du liquide synovial, est régulierement
utilisé pour la viscosupplémentation dans le traitement de I’OA. Ces injections IA visent a
modifier le comportement du liquide synovial. En effet, en conditions d’OA, le liquide
synovial perd de ses propriétés lubrifiantes et de sa capacité d’absorption des chocs qu’il
confére normalement a I’articulation en raison de la réduction du PM et de la concentration du
HA le composant. Dés lors, injecter du HA dans I’articulation permet de stimuler la synthése
de HA endogéne, d’augmenter la viscoélasticité du liquide synovial, d’inhiber certains
médiateurs pro-inflammatoires, de réduire la dégradation du cartilage et de favoriser la
synthése de ’ECM [Volpi et coll., 2009 ; Gigante et Callegari, 2011]. Comparé a un placebo,
le HA réduit la douleur et améliore la fonction articulaire [Sarzi-Puttini et coll., 2005 ; Madry
et coll., 2011]. Il faut également savoir que les injections de HA montrent une durée d’action
plus longue que le temps de résidence de celui-ci dans I’articulation, appuyant I’hypothése
qu’il favorise la synthése de HA endogéne. De plus, I'action de ces injections est également
plus longue que celle des glucocorticoides, bien que leur début d’action soit retardé [Volpi et

coll., 2009]. Les effets biologiques du HA injecté dépendent toutefois de son PM et de sa
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concentration. Les études restent encore contradictoires du point de vue de I'impact du PM du
HA sur son activité. D’une part, le HA agirait au niveau de récepteurs membranaires (cluster
déterminant CD44, receptor for hyaluronate-mediated motility RHAMM) présents sur les
chondrocytes, les synoviocytes et les cellules inflammatoires associées a I’OA et induirait de
eette facon une série de réactions intracellulaires modifiant la sécrétion des médiateurs
inflammatoires ainsi que la synthése de HA endogéne par les synoviocytes de type B. Le PM
du HA déterminerait les effets pro- ou anti-inflammatoires en fonction de I’inhibition ou de la
stimulation de certains médiateurs (cytokines, prostaglandines). D’autre part, le HA posséde
aussi une action mécanique de par ses effets lubrifiants et viscosifiants [Hochberg, 2000 ;
Ghosh et Guidolin, 2002 ; Sarzi-Puttini et coll., 2005 ; Campo et coll., 2010 ; Madry et coll.,
2011].

1.7 Les traitements non-médicamenteux

Il existe également plusieurs stratégies non-médicamenteuses pouvant améliorer la qualité de
vie des patients ou également traiter en partie leur pathologie. Evidemment, ces traitements ne
sont généralement que des possibilités a associer aux médicaments et ils ne montrent souvent

gue peu d’efficacité. lls n’en restent pas moins indispensables.

Ces interventions non-pharmacologiques comprennent entre autres la chirurgie réparatrice et
la pose éventuelle de prothéses, I’exercice, la perte de poids, la kinésithérapie et
I’ergothérapie. L’éducation du patient sur I’évolution de sa maladie, I’utilisation précise de
ses médicaments et autres conseils diététiques et de prévention articulaire participe également
au contréle de la pathologie [Sarzi-Puttini et coll., 2005 ; Joseph et coll., 2010 ; Madry et

coll., 2011].

1.8 Récapitulatif des traitements actuellement administrés

Le Tableau 3 reprend les types de traitements et les spécialités principales administrées lors

de la prise en charge des patients souffrant d’OA ou d’AR.
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Tableau 3. Options thérapeutiques actuellement envisagées lors de la prise en charge de
I’arthrose (OA) ou de I’'arthrite rhumatoide (AR). Les spécialités belges, la voie d’administration et
la posologie sont répertoriées. IV = intraveineux, IM = intramusculaire, SC = sous-cutané, 1A = intra-
articulaire [Calop et coll., 2008 ; Perlemuter et Perlemuter, 2010 ; CBIP, 2013],

Effet
thérapeutique

Molécule

Paracétamol

Morphine
Analgésiques

Fentanyl

Tramadol

Diclofénac

Ibuprofene

Naproxene

Kétoprofene
AINS

Etofénamate

Meloxicam

Piroxicam

Etoricoxib

Celecoxib

Prednisone

Méthylprednisolone

Glucocorticoides

Bétaméthasone

Spécialités

Dafalgan®,
Dolprone®,
Panadol®, etc.

MS Contin®,
Oramorph®, etc.
Morphine HCI
Sterop®

Durogesic®

Contramal®,
Dolzam®,
Tradonal®, etc.
Cataflam®,
Voltaren®,
Arthrotec®, etc.

Voltaren®

Bmfen®,
Nurofen®, etc.
Aleve®, Apranax®,
etc.

Fastum®
Flexium®

Mobic®

Brexine®,
Feldene®, etc.

Arcoxia®

Celebrex®

Lodotra®
Médrol®

Dépo-médrol®
Solumédrol®
Betnesol®,

Celestone®,
Diprophos®

Voie
d’administration

Orale

Parentérale

Orale

Parentérale
(IM., SC)
Patch
transdermique

Orale

Orale

Topique
Orale
Orale

Topique

Topique
Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale
Parentérale (1A)

Parentérale (1V)
Orale

Parentérale (1A)

Parentérale (1V)

Posologie
usuelle

4*500 mg al g/j
4*1 glj

30 a 60 mgl/j

10 mg toutes les
4 heures
1 patch /
72 heures

100 & 400 mg/j

75 a 150 mg/j

2a4
applications/j

1200a2400n"

500 & 1000 mg/j

2 applicationsl/j

7,5 a 15 mg/j

10 a 20 mgl/j

OA : 60 mg/j
AR : 90 mg/j
OA : 200 mg/j
AR : 200 a 400
mg/j

Variable

4 mg
4 a 80 mg toutes
les 2 semaines
4 mg
0,75 mg/j
0,25 a | ml tous
les 3 a 21 jours
(4 mg/ml)
0,75 mg
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Hyaluronate de sodium Hyalgan®, LA
Vieco (PM =0,5a2,7 MDa) Ostenil®, etc. 3 injections a |
. . Hylane (PM =6 MDa) Synvisc® 1A semaine
supplémentation dint I
HA stabilisé non animal intervatle
Durolane® 1A
(NASHA)
, AR : 25 mg * 2/
Etanercept Enbrel® Parentérale (SC) )
semaine
. . , 40 mg/2
Adalimumab Humira® Parentérale (SC) .
semaines
Agents
biologiques Infliximab Remicade® Parentérale (1V) AR : 3 mg/kg
. Parentérale .
Abatacept Orencia® . 500 a 1000 mg
(perfusion)
. Parentérale AR: 1000n"*2,2
Rituximab Mabthera® i . .
(perfusion) sariainesd’inlavalle
100 mg/j (3
Léflunomide Arava® Orale jours) puis 10 a
20 mg/j
Metoject®, Orale .
3 ) 75a15mg/
Méthotrexate Emthexate®, Parentérale (1V, .
i semaine
Ledertrexate®, etc.  IM, SC, perfusion)
. . AR : 400 a
Hydroxychloroquine Plaquenil® Orale 600 ma/i
DMARD mail
Sulfasalazine Salazopyrine® Orale AR : 2 gl
Orale 1 a3 mg/kg de

Azathioprine

Ciclosporine

Imuran®

Sandimmum®

Parentérale (1V)

Parentérale

poids corporel/j
3 mg/kg de poids

corporel/j
Orale 2,5 a5 mg/kg de

Endoxan® . .
poids corporel/j

Cyclophosphamide
yclophosp Parentérale (1V)

2. Intéréts de la voie articulaire

Bien que certains agents (ex. : facteurs de croissance) soient dotés d’une action systémique
leur conférant une action plus large, il serait intéressant de localiser les thérapies au niveau
des sites touchés par I'inflammation et les pathologies étudiées (OA et AR). La voie IA
présente de plus en plus d’intérét car elle est associée a de nombreux avantages. En effet, une
administration localisée permet (i) d’atteindre de hautes concentrations en principe actif au
niveau de I’articulation tout en limitant les effets secondaires systémiques, (ii) la possibilité
d’administrer de plus faibles doses du principe actif, (iii) la réduction de I’exposition de sites
non-ciblés, (iv) I’'administration de molécules présentant une faible biodisponibilité par voie
orale et (v) I’administration chez des patients incapables de prendre un traitement par voie

orale [Thakkar et coll., 2004 ; Abramson, 2006 ; Aly, 2008].
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La localisation de ces thérapies au niveau articulaire rend essentielle I'obtention de

formulations hautement efficaces, ayant de préférence une libération contrblée.

3. Intéréts de la libération prolongée en intra-articulaire

La libération prolongée d’agents actifs a partir de systemes polymériques localisée au niveau
IA est une approche trés intéressante. En effet, la clairance rapide du principe actif au niveau
articulaire en réduit fortement le temps de résidence. Cet ineonvénient majeur de
I’'administration 1A est généralement évité en ayant recours a des systéemes a libération
prolongée [Jain et collL, 2005 ; Liang et coll., 2005 ; Mitragotri et Lahann, 2012 ; Vilar et
coll., 2012]. Le polymere choisi doit remplir certaines conditions pour étre utilisable dans ces
applications. Celui-ci ne doit pas provoquer de réaction inflammatoire ou toxique et doit se
dégrader en produits non-toxiques et de préférence de petite taille de facon a étre facilement
éliminés ou métabolisés par le corps. De plus, le polymeéere choisi doit étre facilement
stérilisable pour une application parentérale comme I’administration IA et présenter un temps
de libération controlée de la molécule satisfaisant et modulable selon I’application [Heller,

1980 ; Middleton et Tipton, 2000].

L’inconvénient des injections fréquentes et multiples est également limité. En effet, la
libération prolongée permet de réduire la fréquence d’administration et d’augmenter la

compliance du patient [Abramson, 2006 ; Gerwin et coll., 2006 ; Butoescu et coll., 2009].

4. Types de formulations a délivrance intra-articulaire

Les types de formulations a délivrance IA sont cités ci-dessous afin de présenter les
différentes stratégies existant actuellement.
Les pathologies articulaires peuvent étre traitées par injections de [Abramson, 2006 ; Aly,
2008] :
solutions de HA en vue d’une viscosupplémentation ;
micro/nano-particules contenant un principe actif;
hydrogels en vue d’une viscosupplémentation ou contenant un principe actif;
formulations basées sur des lipides (liposomes, solutions/suspensions huileuses) ;

systemes thermoréversibles contenant un prineipe actif.

Au cours de ce travail, le choix du systéme de délivrance s’est porté sur les microparticules.

Seul ce systéme sera donc expliqué plus en détail ci-apres.
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V. L’encapsulation de molécules actives

L’encapsulation de molécules actives dans des microspheres peut s’effectuer grace a de
nombreuses techniques selon les caractéristiques physico-chimiques de la molécule
(hydrophilie - lipophilie, taille). Les méthodes décrites ci-aprés sont celles utilisées le plus
couramment, bien qu’il soit possible d’en utiliser d’autres (ex. : émulsion S/H/E, fluides

supercritiques, microparticules formées in situ).

1. Emulsion - évaporation/extraction de solvant
1.1 Emulsion H/E

L’émulsion H/E est généralement utilisée pour encapsuler des molécules faiblement solubles
dans l’'eau. Cette méthode d’encapsulation repose sur I’émulsification d’une solution
organique contenant le polymére dans une phase continue aqueuse en présence d’un
surfactant. Le principe actif se trouve sous forme dispersée ou dissoute dans la phase
polymérique. Dans ce cas-ci, le solvant organique choisi doit étre non-miscible a I'eau et
volatil. Son point d’ébullition doit donc étre inférieur a celui du second solvant formant
I’émulsion (eau) [Lassalle et Ferreira, 2007]. Le solvant organique est éliminé du systeme soit
par évaporation, soit par extraction grace a un plus grand volume d’eau. Suite a I’évaporation
ou a I’extraction du solvant, le polymeére précipite au contact de la phase aqueuse, provoquant
de cette facon I’encapsulation de la molécule active [O’Donnell et McGinity, 1997 ; Jain,
2000]. Les microsphéres sont récupérées par filtration ou centrifugation et séchées sous vide

ou par lyophilisation.

L’encapsulation de molécules hydrosolubles par cette méthode produit généralement des
microparticules avec de faibles efficacités d’encapsulation. Ceci est di a I’efflux du principe
actif hydrophile vers la phase aqueuse continue. En remplacant celle-ci par une phase huileuse
(ex. : huile de sésame, huile de graines de coton) (émulsion H/H), il est possible d’utiliser
cette méthode pour encapsuler des molécules solubles dans I’eau. En effet, dans ces
conditions, la molécule est insoluble dans la phase continue et perd sa tendance a diffuser vers
celle-ci [O’Donnell et McGinity, 1997 ; Wischke et Schwendeman, 2008]. L’huile est dans ce

cas-ci extraite par un solvant organique (ex. : hexane).

La méthode de co-solvants, basée sur I’émulsion H/E, peut également étre utilisée si la
molécule doit étre solubilisée. Un mélange de solvants organiques est alors utilisé : I'un

solubilisera le polymeére, I’autre, la molécule. Le mélange de co-solvants le plus fréquemment
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utilisé est le mélange dichlorométhane/alcool (éthanol ou méthanol) [Lassalle et Ferreira,

2007],

1.2 Emulsion E/H/E

La double émulsion E/H/E est plus appropriée que I’émulsion H/E pour I’encapsulation de
molécules solubles dans I'eau comme les protéines et les peptides. Cette méthode est
reconnue pour produire des microparticules présentant de hautes efficacités d’encapsulation
de molécules hydrosolubles [Wischke et Schwendeman, 2008], Comme I’émulsion H/E, la
méthode de double émulsion permet de produire des microparticules de taille trés variable en

modifiant les conditions et vitesses d’agitation utilisées durant leur fabrication.

Une solution aqueuse contenant le principe actif est émulsifiée dans la phase organique
contenant le polymeére. Aprés addition lente, cette premiére émulsion E/H est a nouveau
émulsionnée dans une seconde phase aqueuse plus importante et contenant un surfactant pour
produire la double émulsion E/H/E [Jain, 2000 ; Vasir et coll., 2003]. Les exigences relatives
aux propriétés du solvant utilisé pour la double émulsion E/H/E restent identiques a celles de

la simple émulsion H/E.

2. Coacervation

Dans cette méthode d’encapsulation, le polymére est dissous dans un solvant organique. Un
principe actif hydrosoluble sera solubilisé dans une phase aqueuse qui sera dispersée dans la
solution organique (émulsion E/H). Par contre, un principe actif hydrophobe sera directement
solubilisé/dispersé dans la phase organique. Un non-solvant organique est ajouté au systéme
afin d’extraire le solvant organique de la phase polymérique. Une séparation de phase a lieu,
se traduisant par la formation de gouttelettes de coacervat qui encapsulent le principe actif. La
membrane de gouttelettes est finalement durcie par ajout d’un second non-solvant organique,
ce qui forme les microsphéres contenant la molécule active [Jain, 2000]. Cette méthode est
donc basée sur une diminution de la solubilité du polymere provoquée par I’addition d’un
non-solvant. Lors de la séparation de phase, deux phases liquides sont présentes : I'une
contient les gouttelettes de coacervat formées par le polymeére, I'autre est épuisée en polymeére
[Jain, 2000 ; Tamber et coll, 2005].

Dans cette méthode, le solvant utilisé pour solubiliser le polymére ne doit pas étre non-
miscible a I’eau et son point d’ébullition peut étre supérieur a celui de I’eau. Les non-solvants

utilisés ne doivent dissoudre ni le polymeére ni le principe actif lls doivent également étre
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miscibles au solvant organique utilisé pour solubiliser le polymére en début de proeédure. Le
premier non-solvant utilisé peut étre I’huile de silicone ou la paraffine. Le second non-solvant
(hexane, heptane) doit étre assez volatil ainsi qu’étre capable de séparer le premier non-

solvant relativement visqueux [Jain, 2000],

La méthode de coacervation ou séparation de phase comprend certains inconvénients du fait
qu’elle tend a produire des partieules agglomérées. De plus, la phase de ringcage et
d’élimination de I’huile se révele souvent longue et fastidieuse [Wisehke et Schwendeman,

2008].

3. Atomisation

L’atomisation est une méthode rapide, se déroulant en une étape et facilement transposable a
I’éehelle industrielle. Cette méthode est envisageable pour des prineipes actifs solubles ou

non dans I’eau, ce qui explique son intérét.

L’eneapsulation est réalisable par atomisation a partir d’'une dispersion d’un principe aetif
hydrosoluble dans une solution organique du polymére ou a partir d’une solution d’un
principe actif hydrophobe dans une solution organique du polymere [Jain, 2000 ; Tamber et
coll., 2005]. La solution ou suspension du principe actif est atomisée en fines gouttelettes. Au
contact de relativement hautes températures, ces fines gouttelettes sont séchées. Le solvant
organique est rapidement évaporé, formant des mieropartieules solides. La séparation des
microparticules formées et de I'air a finalement lieu au niveau du cyclone et les

microparticules peuvent étre récupérées dans un collecteur [Tamber et coll., 2005].

Le principal désavantage de cette méthode d’encapsulation est qu’elle produit des particules
de taille non-uniforme [Lassalle et Ferreira, 2007]. De plus, elle induit la perte d’une quantité
importante de produit par I’adhésion des particules aux parois de la chambre de séchage ou du
eyelone, ce qui se révele inadapté a I'utilisation de principes actifs et polymeéres codteux.
Enfin, de larges agglomérats peuvent aussi étre observés en raison du eollage des particules

reneontré avant évaporation compléte du solvant [Park et coll., 2005].
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Les polymeéres

Depuis de nombreuses années, les polyméres sont utilisés dans les domaines pharmaceutique
et médical. L'’utilisation de polymeéres reste I’approche la plus simple pour délivrer
directement la molécule dans un compartiment ou au niveau d’un site spécifique du corps.
Ces polymeéres servent de « vecteurs » pour la délivrance contrblée et localisée de molécules.
Le polymere peut jouer un rble fonctionnel (vectorisation, ameélioration de Ila
biocompatibilité) et/ou structurel. La vitesse de libération de la molécule dépend de plusieurs
facteurs tels que la cinétique de dégradation du polymeére, les propriétés physico-chimiques du
polymeére et de la molécule encapsulée, la compatibilité polymére-molécule et la morphologie
et la structure de la forme [Park et coll., 2005],

L utilisation de ces polymeéres doit mettre en balance certains facteurs tels que la toxicité du
polymeére lui-méme et de ses éventuels produits de dégradation, le codt, la libération du
principe actif (burst effect, contréle plus ou moins efficace de la libération en fonction du

polymere utilisé) et le confort du patient [Jain et coll., 2005].

Les polymeéres peuvent étre différenciés entre polymeéeres biodégradables et polymeéres non-
biodégradables. Le terme « biodégradable » désigne les polymeéres dont la dégradation est, au
moins en partie, régie par un systeme biologique (enzymatique, chimique, microbienne ou
simple hydrolyse). L’aspect biodégradable est un avantage important car, suite a leur
administration, ces polyméres ne nécessitent aucun retrait, contrairement aux implants
composés de polymeéeres non dégradables (copolymeéres de polyéthyléne et d’acétate de vinyle,

polyméthacrylates, polysiloxanes) [Hacker et Mikos, 2011].

1. Structures et propriétés des polymeres biodégradables

Un certain nombre de polymeéres synthétigues ont été développés pour des applications
médicales et pharmaceutiques. Il existe toutefois des polyméres naturels utilisables pour ces

mémes applications.

1.1 Polymeres naturels

L’abondance de ces polymeéres dans la nature et leur biocompatibilité les rendent intéressants.
De plus, dans le but d’étendre leurs propriétés, ils peuvent facilement étre modifiés par
hémisynthése. Les polymeéres naturels présentent encore de nombreux avantages tels que leur

bioactivité, leur capacité de constituer un ligand reconnu par un récepteur cellulaire et leur
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capacité a déclencher une dégradation protéolytique dans certaines cellules. Leur purification
complexe, leur faible stabilité, leur rejet par le systtme immunitaire et la transmission
possible de maladies associée a ces polymeéres constituent des inconvénients non négligeables
[Nair et Laurencin, 2007 ; Puppi et coll., 2010],

La délivrance de molécules a déja été effectuée par I’'intermédiaire de protéines (albumine)
mais celles-ci présentent pour inconvénients d’étre onéreuses, de provoquer une possible
réponse antigénique et montrent de faibles propriétés mécaniques et élastiques [Park et coll.,
2005]. C’est pourquoi, dans la classe des polymeres naturels, il est aujourd’hui plus évident
de se tourner vers les polysaccharides qui sont peu codteux, facilement modifiables par
hémisynthése et présentent une large gamme de propriétés physico-chimiques [Park et coll.,

2005].

1.1.1 Chitosan

Le chitosan (Figure 12) est un polysaccharide composé d’unités de D-glucosamine (2-amino-
2-deoxy-P-D-glucose) et de N-acétylglucosamine (2-acetamido-2-deoxy-D-glucose) obtenu
par désacétylation partielle de la chitine. La chitine, second polysaccharide le plus abondant
dans la nature, se retrouve au niveau de la carapace des crustacés. La glucosamine, composé
principal du chitosan, est une substance produite naturellement par le corps a partir du
glucose ; elle entre aussi dans la production des glycosaminoglycanes, composants du
cartilage. La glucosamine est également présente au niveau des tendons et ligaments [Dash et

coll., 2011].

Figure 12 : Structure d’une unité composant le chitosan [Craisier et Jérébme, 2013].

Le terme « chitosan » englobe des polyméres de PM allant de 50 a 2000 kDa, de viscosité et
de niveau de désacétylation variables (de 40 a 98%) [llium, 1998].

Le chitosan est insoluble aux valeurs de pH neutres et alcalines. Il peut se trouver sous forme
de sels avec I’acide acétique, I’acide lactique, I’'acide chlorhydrique et le glutamate, les deux

derniers étant les plus utilisés [llium, 1998]. Le chitosan peut également étre mis en présence
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de polyanions comme le sulfate, le citrate ou le tripolyphosphate [Park et colL, 2005], En
cours de dissolution, le chitosan devient chargé positivement au contact des fluides
biologiques en raison de la présence d’amines primaires qui se protonnent au niveau de sa

structure principale [Park et coll., 2005 ; Dash et coll., 2011],

Le chitosan est un polysaccharide reconnu comme biocompatible et biodégradable [Jain et
Banerjee, 2008], A I’heure actuelle, en dépit de son intérét potentiel, le chitosan n’entre dans
la composition d’aucune formulation commercialisée, excepté en tant que complément
alimentaire. Le chitosan est en phase d’étude pour son utilisation dans des formes
pharmaceutiques telles que des formes muco-adhésives, des formes a libération immédiate ou
a libération prolongée, des formes coioniques et des formes impliquant la libération d’un

peptide ou d’un géne [Banerjee et coll., 2002 ; Baldrick, 2010].

1.1.2 Acide hyaluronique
De haut PM (100 - 10" Da), le HA fait partie de la famille des glycosaminoglycanes,
regroupant les polysaccharides linéaires qui alternent des disaccharides d’acide a-l,4-D-

glucuronique et de p-l,3-N-acétyl-D-glucosamine (Figure 13).

Figure 13 : Structure de I’acide hyaluronique.

Le HA se trouvant dans les formes commercialisées peut étre extrait du cordon ombilical, de
I’lhumeur vitreuse, du liquide synovial, des crétes de cog ou encore étre obtenu par un
phénoméne de fermentation bactérienne [Liu et coll., 2011].

Composant principal de ’ECM de nombreux tissus conjonctifs ainsi que du liquide synovial
et de I’humeur vitreuse, le HA est un polymére biocompatible possédant des qualités
viscoélastiques uniques, évitant I’apparition de réactions immunitaires lors de son
administration et dont la longueur des chaines est aisément modulable. En raison de ses
nombreux avantages, il a été extensivement étudié ces derniéres années dans le cadre

d’applications biomédicales telles que les systemes de délivrance de molécules.
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I’encapsulation de cellules ou encore en génie tissulaire. En contrepartie, son utilisation en
tant que biopolymeére reste limitée en raison de sa solubilité dans I’eau et sa résorption rapide
résultant en un temps de résidence dans le tissu assez court [Puppi et coll.,, 2010]. Afin
d’augmenter la stabilité a long-terme et les propriétés mécaniques du HA, des dérivés
estérifiés ont été synthétisés (éthyl et benzyl esters, HYAFF®). Ces dérivés subissent une
dégradation hydrolytique prévisible par le clivage de leurs liens esters, s’étalant jusqu’a 2

mois [Nair et Laurencin, 2007 ; Puppi et coll., 2010].

1.2 Polymeres synthétiques

Les polyméres synthétiques, contrairement aux polyméres naturels, ont des propriétés plus
prévisibles et uniformes de lot en lot. De plus, ils peuvent avoir des propriétés particuliéres
parfaitement modulables et contrblées pour des applications spécifiques, telles que leur
hydrophilie, leur vitesse de dégradation et la délivrance ciblée [Nair et Laurencin, 2007 ; Tian

et coll., 2012].

1.2.1 Poly(anhydrides)

Les poly(anhydrides) sont des polymeéres résultant de I’association entre une chaine
hydrophobe et des liaisons anhydrides (Figure 14). Ces liaisons anhydrides étant extrémement
sensibles, leur hydrolyse rapide en monomeéres diacides empéche d’utiliser ces polymeéres
pour la libération prolongée de molécules in vivo. Cependant, leur vitesse de dégradation peut
étre modulée en modifiant leur composition [Katti et coll.,, 2002]. De cette fagon, des
centaines de dérivés de poly(anhydrides) ont été synthétisés (ex. : aliphatique, aromatique,
insaturé, branché) et atteignent des temps de dégradation allant de 1 semaine a plusieurs

années [Kumar et coll., 2002 ; Jain et coll., 2005].

>Se

R2

Figure 14 : Structure générale des poly(anhydrides) et plus particulierement de leur liaison labile
typique.

Les poly(anhydrides) ne provoquent pas de réactions inflammatoires in vivo et leurs produits
de dégradation ne sont pas cytotoxiques, ce qui leur eonfére un certain intérét [Kumar et coll.,

2002 ; Park et coll., 2005]. Les poly(anhydrides) doivent étre conservés sous forme congelée
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et dans des conditions anhydres en raison de leur instabilité [Park et coll., 2005]. lls subissent
de plus une dépolymérisation spontanée en polymeéres de faible PM une fois mis en solution

organique ou lors d’un stockage a température ambiante ou supérieure [Kumar et coll., 2002].

La recherche pharmaceutique actuelle se concentre sur les poly(anhydrides) basés sur les
dérivés d’acide sébacique (acide décanedioique), de dimeres d’acide gras (acide érucique) et
de [,3-bis(/7-carboxyphenoxy)propane. La Food and Drug Administration (FDA) n’a
approuvé qu’un dérivé de poly(anhydride) a ce jour, le poly(anhydride) poly(acide sébacique -
co-l,3-bis(p-carboxyphenoxy)propane). Les poly(anhydrides) sont actuellement des candidats
potentiels pour la délivrance controlée de molécules variées (affections oculaires,
anesthésiques locaux, anticancéreux), la délivrance orale d’insuline et la délivrance localisée

d’antibiotiques (ostéomyélite) [Kumar et coll., 2002].

1.2.2 Poly(ortho)esters

La famille des poly(ortho)esters (POE) peut se scinder en quatre classes différentes (Figure
15). Chaque classe a été développée pour pallier aux désavantages des précédentes. Les POE |
forment un produit de dégradation acide, I’acide y-hydroxybutyrique. Les liaisons esters du
POE étant sensibles aux acides, ce produit de dégradation a un effet autocatalytique, ce qui
accélere la suite de la dégradation. Cet effet doit donc étre neutralisé par I’addition d’une
molécule basique telle que le carbonate de sodium. Les POE Il remédient a cet effet car leur
dégradation produit initialement des molécules neutres. Leur vitesse de dégradation doit
néanmoins étre modulée par I’ajout d’excipients acides. Enfin, ces polymeéres présentent une
extréme hydrophobie qui limite I'accés de I’eau aux liaisons hydrolysables et rend ces
polymeéres trés stables en milieu aqueux. Les POE Ill forment une structure semi-solide a
température ambiante en raison de la grande flexibilité de leurs chaines. L’incorporation de
molécules dans ces polymeres se fait aisément, a température ambiante et sous agitation et ne
requiert aucune addition de solvant. Néanmoins, la synthése du POE IIl est faiblement
reproductible. Les POE IV sont issus d’une modification des POE Il de facon a ce que la
vitesse de dégradation du polymére ne nécessite plus I’ajout d’un catalyseur acide. Les POE
IV contiennent dans leur structure des fractions contenant des acides lactique et glycolique,
acides qui seront libérés par hydrolyse aqueuse et catalyseront la dégradation ultérieure du

POE [Heller et coll., 2002 ; Heller et Barr, 2004 ; Heller, 2005].
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POEI

POK-IV

Figure 15 : Structure des différentes classes de poly(ortho)esters [Nair et Laurencin, 2007],

Les POE sont actuellement investigués pour des applications telles que I’administration
prolongée de molécules au niveau oculaire [Heller, 2005], le traitement de maladies

parodontales ou encore la délivrance de peptides et protéines [Einmabhl et coll., 2001].

1.2.3 Polyesters aliphatiques

Les polyesters aliphatiques constituent une large famille de polyméres comprenant entre
autres les poly(a-hydroxy-acides). Parmi ces derniers, se retrouvent les acides
polyglycoliques, polylactiques, copolymeéres d’acides (poly-lactique-co-glycolique) et les
poly(e-caprolactones). Les polyesters contiennent des liaisons esters formées par un acide
carboxylique et un groupe hydroxyle, fonctions caractéristiques de chacun de leurs

monomeres [Hacker et Mikos, 2011].

a) Polymeéres et copolymeéres d'acide lactique et glycolique
L’'acide polyglycolique (PGA) (Figure 16) a été le premier polymeére biodégradable
synthétique étudié afin d’étre utilisé a des fins biomédicales. Le PGA est un polymeére
hautement cristallin (cristallinité entre 45 - 55 %) qui présente une faible solubilité dans les
solvants organiques. La plage de température de transition vitreuse (Tg) du PGA est comprise
entre 35 et 40°C tandis que sa température de fusion est supérieure a 200°C [Gunatillake et

Adhikari, 2003 ; Nair et Laurencin, 2007].
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Figure 16 : Structure de divers polyesters aliphatiques: acide polyglycoligue (PGA), acide
polylactique (PLA) et copolymére d’acide glycolique et lactique (PLGA).

En raison de ses propriétés fibrogénes, le PGA a depuis lors été utilisé pour la fabrication de
fils de suture ou comme tissu de régénération psiair et Laurencin, 2007].

Dans le corps, le PGA est rapidement dégradé en produits non-toxiques tels que la glycine,
excrétée par les urines, ou encore en dioxyde de carbone et en eau via le cycle de Krebs. Sa
faible solubilité dans les solvants organiques, sa dégradation rapide ainsi que la formation de
produits de dégradation acides poussent dés lors a l'utilisation d’alternatives [Nair et

Laurencin, 2007].

L'acide polylactique (PLA) (Figure 16) est une molécule qui contient un atome de carbone
chiral. La formation de polyesters a partir de Il'acide lactique est obtenue par
polycondensation. Néanmoins, la réaction de polycondensation produit une molécule d’eau a
chaque étape. Cette molécule provoque la dégradation du polymeére jusqu’alors formé. Deés
lors, afin d’obtenir des polymeéres de haut PM, il est nécessaire de débuter la réaction a partir
du dimeére cyclique d’acide lactique, le lactide. La réaction de polymérisation se fait alors par
ouverture de cycle en présence d’un catalyseur. Cette réaction s’applique également a I’acide
glycolique [Nampoothiri et colL, 2010 ; Pang et coll. 2010]. Comme le dimeére cyclique
contient deux atomes de carbone chiraux, il peut exister sous trois formes stéréochimiques
différentes : le D-lactide, le L-lactide et le méso-lactide. 1l peut également exister sous forme
de mélange racémique D,L-lactide (mélange 50 : 50 des isoméres D-lactide et L-lactide)
[Pang et coll. 2010].

Le poly(L-lactide) (PLLA), I'isomére naturellement produit, est un polymere cristallin
(cristallinité aux alentours de 37% selon le PM et les parameétres de fabrication). Sa Tg est
comprise entre 60 et 65°C et sa température de fusion est d’environ 175°C [Middleton et

Tipton, 2000 ; Gunatillake et Adhikari, 2003]. Contrairement au PGA, le PLLA est plus
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hydrophobe, ce qui explique sa dégradation plus lente. Le degré de cristallinité du PLLA ainsi
gue sa porosité définiront sa vitesse de dégradation [Middleton et Tipton, 2000].

Le poly(D,L-lactide) (PDLLA) est amorphe en raison de la répartition aléatoire de D-lactide
et L-lactide qu’il contient. Sa Tg est comprise entre 55 et 60°C [Middleton et Tipton, 2000 ;
Pang et coll. 2010], Le PDLLA montre une vitesse de dégradation plus rapide que le PLLA.
Grace a ses propriétés, ce polymére est un candidat intéressant pour la délivrance de
molécules.

Suite a leur érosion, les PLA forment de I’acide lactique, naturellement métabolisé en dioxyde

de carbone et eau via le cycle de Krebs [Nair et Laurencin, 2007].

Les copolymeéres d’acide glycolique et lactique (PLGA) (Figure 16) sont produits aussi bien a
partir d’acide poly(L-lactide) que d’acide poly(D,L-lactide). La dégradation du PLGA dépend
premiérement du ratio de ses monomeéres : le D,L-PLGA 50/50 se dégrade en 1 a 2 mois, le
75/25 en 4 a5 mois et le 85/25 en 5 & 6 mois.

Les PLGA sont des polymeéres d’intérét grandissant en raison de leur admission par la FDA
pour I'usage humain. De plus, il est aisé d’adapter leur PM et le ratio en acides glycolique et
lactique, ce qui permet de modifier leur vitesse de dégradation selon I’application désirée. Les
PLGA sont actuellement utilisés pour le transport de molécules sous forme de
micro/nanosphéres, micro/nanocapsules ou nanofibres délivrant le principe actif de fagon
contrélée (Figure 17). Ces polymeéres, grace a leurs propriétés d’adhésion et de prolifération
cellulaire, sont également utilisés dans des applications de génie tissulaire [Nair et Laurencin,

2007 ; Armentano et coll., 2010],

Membrane de Matrice de
polymere polymere
Substance Substance
encapsulée encapsulée, dispersée
Micro/nanocapsule: Micro/nanosphere:
systéme réservoir systéeme matriciel,

monolithique

Figure 17 : Systemes particulaires sphériques : les micro/nanocapsules sont des systemes réservoirs
ou le principe actif est entouré d’une membrane de polymeére alors que les micro/nanosphéres sont des
systémes matriciels caractérisés par la présence du principe actif dispersé de fagcon hétérogene ou
dissous sous forme de dispersion moléculaire dans une matrice de polymére [Nordstiema et coll.,
2010].
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Bien que la dégradation des polymeéres soit analysée en détail ultérieurement (voir A.VI.2
Mécanismes de dégradation/érosion des polymeres), il est important de noter a ce stade que la
dégradation hydrolytique des PLGA est influencée par plusieurs parametres ; (i) la
composition et le PM du polymere, dans le sens ou la proportion en glycolide accéléere la
dégradation en raison de son hydrophilie importante ; (ii) la présence de molécules acides
accélere la dégradation par le phénoméne d’autocatalyse acide alors que la présence de
molécules basiques peut soit accélérer la dégradation, soit neutraliser les produits de
dégradation acides par une réaction acide-base ; (iii) la taille des microparticules, selon que
les particules soient petites (dégradation lente) ou grandes (dégradation accélérée par
I’autocatalyse) ; (iv) le pH, vu qu’un environnement acide accélere la dégradation en
favorisant I’autocatalyse ; (v) la stérilisation par radiations [Li, 1999].

Selon les auteurs, la nomenclature des polymeéres et copolyméres d’acides lactique et
glycolique varie. En effet, certains auteurs se basent sur la dénomination des monomeres de
départ pour nommer les polyméres issus de la polycondensation (acide polyglycolique, acide
poly(D,L-lactique), acide poly(D,L-lactique-co-glycolique), etc.) alors que d’autres se basent
sur celle des dimeéres cycliques pour nommer les polyméres issus de la polymérisation par
ouverture de cycle (polyglycolide, poly(D,L-lactide), poly(D,L-lactide-co-glycolide), etc.).
Néanmoins, les abréviations utilisées pour les différentes dénominations rencontrées restent
identiques (PLA, PGA, PDLLA, PLGA, etc.) [Gupta et Kumar, 2007]. Pour plus d’harmonie,
nous nous baserons uniqguement sur la dénomination issue des diméres tout au long de ce

travail.

b) Poly(s-caprolactones)
Les poly(£-caprolactones) (PCL) (Figure 18) sont des polyesters semi-cristallins résultant de
la polymérisation par ouverture de cycle de I’s-caprolactone. Les PCL présentent une
solubilité dans une large gamme de solvants, sont miscibles a d’autres polymeéres, présentent
une plage de température de fusion basse (55 - 65°C) et une Tg de -60°C [Sinha et coll.,
2004 ; Nair et Laurencin, 20071].

n

Figure 18 : Structure d’un autre type de polyester aliphatique : poly(8-caprolactone).
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Eu égard a leur dégradation lente (2-3 ans), a leur non-toxicité et a leur haute perméabilité a
de nombreuses molécules, les PCL ont été investigués pour I’administration prolongée de
diverses molécules dont les vaccins [Sinha et colL, 2004 ; Wang et coll., 2009 ; Armentano et

coll., 2010],

2. Mécanismes de dégradation/érosion des polymeéres

Avant de débuter I’analyse des mécanismes de dégradation/érosion des polymeres, il est
essentiel de définir certains termes souvent rencontrés avec des significations variables au fil
de la littérature. Au cours de ce travail, ces termes seront toujours utilisés de fagcon a exprimer
les concepts décrits ci-aprés. Ainsi, la « dégradation » du polymeére représentera le phénomeéne
de clivage des chaines contenues dans le polymére, processus qui mene a la formation
d’oligomeéres et de monomeres solubles dans I’eau. L’« érosion » décrira la perte de poids
réelle du polymere engendrée par la solubilisation des monomeres, oligoméres ou autres
acides a chaine courte produits au cours du processus de dégradation. Le terme
« biodégradable », comme déja expliqué précédemment, désigne les polymeres dont la
dégradation est, au moins en partie, régie par un systeme biologique de type enzymatique,
chimique, microbien ou simplement par une hydrolyse. Le terme « bioérodible » désigne le
méme type de dégradation ‘biologique’ pour un polymére [Gopferich, 1996 ; Siepmann et

Gopferich, 2001].

La libération de molécules a partir d’un systeme polymérique de type microsphéres se fait par
solubilisation progressive de la matrice polymérique au contact de I’environnement aqueux.
Ces systemes permettent la libération de la molécule encapsulée suite a leur
dégradation/érosion progressive (erosion-controlled Systems) ainsi que par le transport de la
molécule a I’'intérieur de la matrice polymérique [Versypt et coll., 2012]. Les phénoménes
impliqués dans I’érosion d’un polymeére étant relativement complexes, la description de la

libération d’une molécule a partir d’'une matrice polymérique débutera par ce phénomeéne.

Le phénomene d’érosion peut se distinguer en 3 mécanismes différents (Figure 19). L'érosion
de type | s’applique aux polyméres solubles dans I'eau, rendus insolubles par la présence de
liens chimiques et physiques entre leurs chaines. La matrice résultante est donc tres
hydrophile et fortement perméable a I’eau (hydrogel érodible a base de polymeres vinyliques
ou d’acrylamide), ce qui provoque la libération rapide des molécules solubles dans I’eau. Ces

polyméres ne sont généralement utilisés que pour les principes actifs trés peu solubles dans
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I’eau ou si le prineipe actif est une macromolécule dont la libération nécessite une forte
érosion de la matrice polymérique. L'érosion de type Il se produit dans des polymeres a la
base insolubles dans I’eau et qui sont solubilisés par hydrolyse (copolyméres de monomeéres
vinyliques et d’anhydride maléique), ionisation (polymeéres utilisés dans I’enrobage entérique
tels que l’'acétophtalate ou I’acétosuccinate de cellulose, les copolymeéres d’acrylate) ou
protonation (aminoacétate de cellulose) d’un groupement. Il N’y a ici aucun clivage au niveau
de la structure principale du polymeére ; des lors, aucune diminution du PM du polymeére ne
peut étre mesurée au cours de la dégradation. Enfin, I'érosion de type Il est le processus se
déroulant chez les polyméres hydrophobes ou hydrophiles, insolubles dans I’eau, qui sont
progressivement convertis en petites fractions solubles dans I’eau par clivage de la structure
principale du polymére [Heller, 1980]. L’érosion de type |1l est le processus se déroulant dans

les polymeéres biodégradables étudiés précédemment.

Mc«Jior»itm |
Mechcnism C

I —1—r
A B A C
McUioniwn Gl

Figure 19 : Mécanismes d’érosion : x représente un lien instable a I’hydrolyse, A représente un
substituant hydrophobe de fin de chaine et le remplacement de B par C représente I’hydrolyse,
I’ionisation ou la protonation d’un groupement. Ces 3 mécanismes permettent la solubilisation du
polymere [Heller, 1980].

Une seconde distinction importante au niveau de I’érosion de type Ill des polymeéres est a
opérer selon qu’elle se produise de fagcon homogene ou hétérogene. Ceci dépend
essentiellement de I’hydrophobicité, de I’épaisseur et de la réactivité des liaisons que les
polyméres contierment [Heller, 1980; Sackett et Narasimhan, 2010]. L'érosion homogéene, ou

érosion dans la masse (bulk-eroding Systems), se référe aux polymeéres pour lesquels la
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pénétration de I'eau dans la matrice est plus rapide que la dégradation en elle-méme.
L’érosion se produit alors dans I’entiereté de la matrice, celle-ci étant complétement imbibée
d’eau, facteur permettant la scission des liens dans la totalité de la masse. L’'érosion
hétérogene, ou érosion de surface (surface-eroding Systems), s’applique quant a elle aux
polymeéres dont le clivage des liaisons est plus rapide que la pénétration de I’eau dans le
systeme. La perte de fractions polymériques se produit uniguement a partir de la surface. Il est
logique que I’érosion homogene concerne les polymeres plutdt hydrophiles et dont les liaisons
sont les moins réactives (PGA, PLA et PLGA, PCL) alors que I'érosion hétérogene concerne
les polymeéres plutdt hydrophobes et contenant les liaisons les plus réactives ou étant les
moins perméables a I’eau (polyanhydrides, POE) [Gopferich, 1996; Siepmann et Gopferich,

2001 ; Katti et coll., 2002].

L’érosion de type Ill est donc directement dépendante du phénoméne de dégradation.
L’érosion dépend également du gonflement, de la dissolution et de la diffusion des fractions
polymériques produites et des changements morphologiques permettant la diffusion des
fractions de petite taille. Pour que la dégradation du polymeére se produise, I'eau du milieu
environnant imbibe de fagon plus ou moins importante le polymere, ce qui déclenche le
clivage des chaines a partir de la structure principale. Ceci engendre la formation
d’oligoméres et de monomeéres qui seront libérés dans le milieu environnant, aprés
modification progressive de la structure de la matrice, ce qui cause alors la perte de poids de
la matrice, c’est-a-dire I’érosion [Go6pferich, 1996]. La scission des liens du polymeére peut se
faire soit passivement par hydrolyse, soit activement par des enzymes. La dégradation
enzymatique s’observe le plus souvent dans le cas des polymeéres naturels [Nair et Laurencin,
2007].

La vitesse de la dégradation dépend de la nature chimique des liaisons incriminées, du pH du
milieu environnant, de la composition du copolymeére (par exemple du ratio en
lactide/glycolide dans le PLGA), du PM final, de la forme et de la structure du polymére et de

la captation en eau [GOpferich, 1996].

Il est également important de noter que la dégradation de certains polymeéeres est un
phénoméne provoquant la libération de molécules acides (PLA, PLGA). Ces acides a chaine
courte causent une diminution du pH dans la matrice, avant tout relargage possible dans le
milieu environnant. En effet, I’érosion du polymeére doit déja étre avancée afin d’atteindre une
porosité suffisante que pour permettre la libération de ces acides. Cette diminution de pH a

I’intérieur de la matrice polymérique cause une accélération de la dégradation du polymere.
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celle-ci étant catalysée par les acides et les bases. Ce phénomene est connu sous le nom
d’autocatalyse [Li et coll., 1990a; Li et coll.,, 1990b; Li et colL, 1990c; Siepmann et
Gopferich, 2001], Ces acides a chaine courte peuvent progressivement diffuser vers le milieu
de dissolution, duquel ils diminueront le pH dans les stades avancés de la dégradation
lorsqu’ils ne sont plus neutralisés par les ions hydroxydes du milieu. Enfin, le milieu de
dissolution peut également diffuser vers I’intérieur des microparticules afin d’y neutraliser les
acides. L’autocatalyse peut étre limitée voire méme supprimée si la vitesse de diffusion des
acides est suffisamment élevée par rapport a leur vitesse de production [Siepmann et

Gopferich, 2001].
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Introduction

Les molécules encapsulées

La présente recherche s’inscrit dans le cadre du projet JoinT-AIC, financé par le pdle de
compétitivité  santé BioWin de la Région Wallonne. Ce projet a combiné I’expertise de
laboratoires publics (Pharmacie Galénique et Biopharmacie, Rhumatologie) et privés (Bone
Therapeutics) afin de développer de nouvelles stratégies de formulation a libération prolongée
dans I’optique de faciliter le traitement de pathologies telles que I’OA ou I’AR. Le choix de la
premiére molécule a encapsuler, la clonidine HCI, s’est basé sur les observations réalisées par
I'un des partenaires de ce projet, lui attribuant des effets anti-inflammatoires

[W02009/101210, 2009].

Deux classes de molécules ont donc été envisagées dans le cadre du traitement de I’OA et de
I’AR. Les agonistes des récepteurs a2-adrénergiques présentent un intérét potentiel pour ces
indications. Initialement, ces molécules sont reconnues pour leurs effets sympatholytiques,
analgésiques, sédatifs et anxiolytiques [Talke, 2000]. Néanmoins, lors de ces derniéres
années, I’étude de I’activité de ces molécules a montré une efficacité non-négligeable lors
d’épisodes douloureux et méme, inflammatoires. Parmi les molécules a2-agonistes, la
clonidine a été choisie afin d’étre encapsulée dans les microparticules. La dexmédétomidine
est un second agoniste a2-adrénergique qui mériterait d’étre considéré.

De par leur potentiel a supprimer les réponses immunitaires et inflammatoires, les
glucocorticostéroides sont fréequemment utilisés dans le traitement de I’'OA et de I’AR (voir
IV.1.3 Les glucocorticoides). Leurs nombreux effets secondaires limitent pourtant leur
utilisation sur le long terme. De nouvelles formulations de ces corticostéroides doivent étre
considérées afin de limiter leur toxicité et leurs effets indésirables. Parmi cette large classe de
molécules, le dipropionate de bétaméthasone a été choisi afin d’étre encapsulé dans les

microparticules de PLGA.

1. Clonidine (chlorhydrate)

Tout au long de ce travail, le chlorhydrate de clonidine a été utilisé comme modele de
molécule hydrosoluble a encapsuler. Ses caractéristiques physico-chimiques particuliéres
I’ont rendue intéressante pour ce travail. En effet, de petite taille et hydrophile, la clonidine
est a lI'opposé des molécules généralement encapsulées dans les microspheres de PLGA
(molécules de grande taille, type protéines ou hydrophobe, type ibuprofene) [Yang et coll.,

2001 ; Zhang et coll., 2008b].
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1.1 Aspect physico-chimique

Le chlorhydrate de clonidine, C9H10CI3N3, est un dérivé imidazolique de faible PM (PM =
266,6 g/mol) (Figure 20).

Figure 20 ; Structure du chlorhydrate de clonidine.

La clonidine HCI est soluble dans I'eau et I’éthanol. Le pH d’une solution aqueuse de
clonidine HCI est compris entre 4,0 et 5,0 [Pharmacopée Européenne 70" édition, 2012]. Le
pKa de la clonidine HCI est égal a 8,05 [Cody et DeTitta, 1979]. La solubilité aqueuse de la
clonidine HCI a pH 7,0 est égale a environ 85 mg/ml. La clonidine HCI présente un profil de

solubilité pH-dépendant.

1.2 Aspect pharmacologique

Initialement synthétisée par Boehringer Ingelheim en 1965, la clonidine ne voit son
mécanisme d’action élucidé qu’au début des années 1970 [Cunningham et coll., 1994 ;
Giovannoni et coll., 2009]. Agoniste adrénergique, elle agit a la fois au niveau des récepteurs
U2 et ai-adrénergiques et posséde une action tant centrale que périphérique [Kamibayashi,
2000 ; Brkovic et coll., 2008 ; Giovannoni et coll., 2009]. Les récepteurs a2-adrénergiques
sont les uniques récepteurs a a étre situés au niveau pré-synaptique ; ils se retrouvent
également au niveau post-synaptique, au c6té des ai-adrénergiques [Schorderet et coll., 1998].
La clonidine présente une action double : elle agit premieérement au niveau des récepteurs ai-
adrénergiques périphériques ou elle induit une vasoconstriction, avant d’agir au niveau des az2-
adrénergiques centraux pour inhiber I’action sympathique et provoquer une vasodilatation
[Lavhale et coll., 2010]. L’action prédominante de la clonidine au niveau des récepteurs U2-
adrénergiques pré-synaptiques engendre une réduction de la libération de la noradrénaline,
provoquant la réduction de la fréquenee et du débit cardiaque, de la résistance vasculaire et de

la pression sanguine systémique [Cunningham et coll., 1994 ; Slim et coll., 2011].
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La clonidine agirait également via des composés cellulaires liant spécifiquement des
molécules possédant un cycle imidazol(idin)e ou guanidine. Ces sites de liaison, appelés ‘sites
de liaison imidazole non-adrénergiques’, sont distingués en sites L et 12 La clonidine
n’exercerait son action hypotensive qu’en se liant majoritairement aux L [Guyenet, 1997 ;

Khan et coll., 1999 ; Brunton et colL, 2011].

Tableau 4 : Données pharmacocinétiques de la clonidine suite a une administration orale [adapté de
Schorderet et coll., 1998 ; Brunton et coll., 2011].

Donnée pharmacocinétique Valeur pharmacocinétique
Biodisponibilité 70 — 80%
Concentration plasmatique maximale 1-4 heures
Temps de demi-vie plasmatique 6-24 heures (moyenne ~ 12 heures)

o . o )
Métabolisation 50 % meétabolisé par le foie

(métabolites inactifs)
Volume de distribution 1,7-2,5 1/kg

Liaison aux protéines plasmatiques 30 % (albumine)

Excrétion urinaire : 90 %
Excrétion (clonidine + métabolites)
Excrétion dans les selles : 10 %
Clairance 1,9 - 4,3 ml/min.kg

1.3 Aspect thérapeutique

Le chlorhydrate de clonidine est actuellement le principe actif de deux spécialités sur le
marché belge. La premiére, le Catapressan®, se trouve sous forme de comprimés (0,15 mg de
clonidine HCI) ou d’ampoules injectables en intramusculaire, sous-cutané ou intraveineux
(0,15 mg de clonidine HCI/1 ml). Le Catapressan® est indiqué dans les cas d’hypertension ne
répondant pas suffisamment a d’autres médicaments. La seconde, le Dixarit®, se trouve
également sous forme de comprimés (0,25 pg de clonidine HCI). Ce dernier est indiqué dans
le traitement prophylactique de la migraine [CBIP, 2013]. La clonidine présente plusieurs
effets secondaires majoritairement présents et potentiellement dangereux si le patient prend
son traitement antihypertenseur de facon discontinue. En effet, la clonidine rend le patient
sujet a I’hypertension rebond en cas d’arrét brutal, méme passager, de son traitement,
provoquant de I’hypertension, des maux de téte, des suées et de la tachycardie [Slim et coll.,

2011].
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A laction anti-hypertensive de la clonidine connue depuis ses débuts, se sont
progressivement ajoutées d’autres indications intéressantes telles que I'anesthésie, I’analgésie
et le traitement des symptdbmes du sevrage aux opioides. D’autres indications moins
reconnues existent également telles que le traitement du trouble d’hyperaetivité avec déficit
de l'attention chez I’enfant ou de I’alcoolisme. Néanmoins, la clonidine entraine plusieurs
effets indésirables lors du traitement antihypertenseur ou de la douleur chronique tels que de
la sédation, de la bradycardie, de I’anxiolyse, de la sécheresse buecale et de la eonstipation
[Schorderet et coll., 1998 ; Kamibayashi, 2000 ; Giovannoni et coll., 2009 ; de Goede et coll.,
2012]. Apres injection intrathécale de clonidine en conditions peropératoires, |’'effet
analgésique recherché est bien présent, contrairement aux effets indésirables de type
hypotension et bradycardie [Cunningham et coll., 1994 ; Igbal et eolL, 2000 ; Giovannoni et
coll., 2009].

La clonidine a également été injeetée en IA ety a démontré a plusieurs reprises son potentiel
analgésique. En effet, une dose IA de 150 pg de clonidine permet de réduire la douleur aussi
efficacement qu’une injection de 2 mg de morphine. Seule ou en combinaison, la clonidine est
donc reconnue comme ayant de puissants effets analgésiques dose-dépendants, que ce soit
aprés une administration systémique ou locale [Eisenach et eoll., 1996 ; Buerkle, 2000 ; Joshi
et coll.,, 2000 ; Gupta, 2003]. De plus, la clonidine a montré une amélioration de I’effet
analgésique post-opératoire des opioides (morphine) ainsi qu’un prolongement de I’action
analgésique des anesthésiques loeaux grace a son action synergique au niveau des fibres de la
douleur [Gupta, 2003].

L’effet analgésique de la elonidine est obtenu suite a son interaction avec les terminaisons
nerveuses périphériques nociceptives (nocicepteurs) ainsi qu’a sa liaison aux récepteurs U2-
adrénergiques présents dans le systéme nerveux central. Cette action entraine la réduction de
la libération des substances associées aux signaux douloureux telles que la substance P et le
glutamate [Buerkle et coll., 2000 ; Giovannoni et coll., 2009].

En plus de ses effets positifs dans les douleurs neuropathiques, la elonidine présente des
qualités analgésiques intéressantes pour les pathologies inflammatoires associées a des
épisodes douloureux, tels que I’OA et I’AR. Dans pareilles eonditions inflammatoires, I’'effet
anti-nociceptif de la clonidine semble étre exaeerbé suite a une modification du nombre et de
I’affinité de ses récepteurs [Gray et Ferrell, 1992 ; Buerkle et coll., 1999 ; Pertovaara, 2006 ;
Stein et coll., 2009].

Parallelement a ses effets anti-nociceptifs accms dans les pathologies inflammatoires, la

clonidine posséderait également une aetivité anti-inflammatoire par la diminution de la
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concentration de cytokines pro-inflammatoires (ILip et TNFa) et I'augmentation de la
concentration de médiateurs a caractere anti-inflammatoire (TGPP) [W02009/101210, 2009].
Ces deux actions combinées conféerent donc a la clonidine un intérét potentiel dans le

traitement de I’OA et I'AR.

2. Beétaméthasone (dipropionate)

Le dipropionate de bétaméthasone est une molécule hydrophobe présentant des
caractéristiques anti-inflammatoires largement reconnues. Cette seconde molécule, dont les
propriétés physico-chimiques difféerent de celles de la clonidine, a été encapsulée dans les

microsphéres de PLGA.

2.1 Aspect physico-chimique

Le dipropionate de bétaméthasone, C28H37FO7, est un glucocorticosteroide d’'un PM de 504,6

g/mol (Figure 21).

Figure 21 ; Structure du dipropionate de bétaméthasone.

Cette molécule est pratiquement insoluble dans I’eau, facilement soluble dans I’'acétone et le
dichlorométhane et assez soluble dans I’éthanol [Pharmacopée Européenne 7™47 édition,

2012]. La solubilité du dipropionate de bétaméthasone dans I’eau est extrémement faible (~ 1

pg/ml).

2.2 Aspect pharmacologique

Le dipropionate de bétaméthasone exerce son action anti-inflammatoire en se liant aux
récepteurs aux glucocorticoides cytoplasmiques aprés avoir traversé la membrane cellulaire.
Aprés liaison a un glucocorticoide, le récepteur transloque dans le noyau cellulaire ou la
régulation de I’expression de génes cibles a lieu. L’action finale du corticostéroide provoque

la production de protéines anti-inflammatoires (IL10, ILI-Ra, annexine 1) mais également la

67



Introduction

suppression de la production de protéines pro-inflammatoires (ILIp, IL2, IL3, IL4, ILS, ILS6,

ILS, ILI7, IL18, TNFa, enzymes inductibles) [Adcock, 2004 ; Bames, 2006],

2.3 Aspect thérapeutique

Etant lipophile en raison de la présence du double ester, le dipropionate de bétaméthasone est
majoritairement utilisé pour des applications topiques. Sa lipophilie lui permet de pénétrer
aisément la peau, ou cette pro-drogue libére un simple ester actif [Hammer et coll., 2003].

Le dipropionate de bétaméthasone se retrouve sous forme de créeme {Diproléne® et
Diprosone®, 0,5 mg/g), de solution ou de pommade {Diprosone®, 0,5 mg/g) délivrées en cas
d’affections cutanées inflammatoires importantes telles que I’eczéma ou le psoriasis. Pour le
traitement spécifique du psoriasis, le dipropionate de bétaméthasone peut se trouver en
combinaison avec I’acide salicylique (Diprosalic®) ou le calcipotriol (Dovobet®, Xamiof). Le
dipropionate de bétaméthasone se retrouve enfin en combinaison avec le phosphate sodique
de bétaméthasone dans le Diprophos® (5 mg/ml + 2 mg/ml, respectivement), préparation
dépdt injectée en tant que traitement additionnel lors d’affections rhumatologiques (OA, AR),

dermatologiques ou allergiques [CBIP, 2013].

Le dipropionate de bétaméthasone, administré localement, est associé a de nombreux effets
secondaires tels que des réactions allergiques, une atrophie cutanée, des vergetures, un risque
d’infection, une cicatrisation retardée et une hypertrichose. En IA, il peut accentuer la
dégradation du cartilage et provoquer de I'ostéonécrose [Gossec et Dougados, 2006 ; CBIP,
2013]. Dés lors, la libération prolongée et donc progressive du dipropionate de bétaméthasone
obtenue grace aux microparticules permettrait d’en réduire les effets secondaires tout en
agissant localement sur les médiateurs libérés par les synoviocytes, chondrocytes et autres

cellules de I’'inflammation.
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B. But général du travalil

A I'heure actuelle, le traitement des pathologies articulaires manque fortement de possibilités
avantageuses du point de vue de I’enrayement de l'inflammation, du soulagement de la
douleur et de la viscosupplémentation. Les options thérapeutiques courantes sont également
accompagnées d’une méconnaissance des effets a long terme ou des effets indésirables
inévitables apparaissant suite a leur utilisation chronique. Le développement de nouvelles
options thérapeutiques est donc essentiel, afin de rendre ce traitement plus efficace et
supportable et d’augmenter la compliance du patient. Le but des formulations développées
dans ce travail est donc de combiner les effets anti-inflammatoires et régénératifs du cartilage
tout en réduisant au maximum la fréquence d’administration et par conséquent les effets
secondaires. Une combinaison de ces formulations avec des traitements non-
pharmacologiques et/ou avec des agents biologiques pourrait alors étre envisagée.

L’utilisation d’un systéme de délivrance a libération prolongée et localisée permet de remplir
ces attentes. La connaissance étendue de la biocompatibilité et de la biodégradation des
polyméres de PLGA a largement contribué a leur sélection. L’encapsulation d’un principe

actif dans des microsphéres de PLGA permet sa libération lente et modulable.

La clonidine a été utilisée en tant que principe actif modéle afin d’optimiser les efficacités
d’encapsulation des microparticules de PLGA. La petite taille et I’hydrophilie de cette
molécule sont effectivement deux caractéristiques influencant fortement la capacité
d’encapsulation. Le dipropionate de bétaméthasone, anti-inflammatoire connu, a ensuite été
utilisé comme molécule hydrophobe, dont les efficacités d’encapsulation ont rapidement été

satisfaisantes.

La libération de ces deux molécules a été déterminée et optimisée afin d’obtenir un délai de
libération de minimum 4 a 6 semaines, durée appropriée pour le traitement prolongé des
affections articulaires étudiées et I’augmentation de la compliance du patient. Les mécanismes
impligués dans la libération (diffusion, dégradation et érosion) ont aussi été étudiés afin

d’approfondir la compréhension de la libération prolongée des moléeules.

Enfin, la toxicité et I’effieacité des formulations optimisées ont été déterminées sur différents
modeles cellulaires (ehondrocytes, synoviocytes et les eellules mononuclées du sang
périphérique (peripheral blood mononuclear eell, PBMC)). Un effet anti-inflammatoire de la
clonidine était initialement supposé et a donc été vérifié, en utilisant la bétaméthasone comme

contréle positif
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Matériel

Matériel et méthodes

Les différents produits chimiques utilisés au cours de ce travail sont repris dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Fournisseurs et provenance des produits chimiques utilisés.

Nom du produit

Acétone, Envisolv®
Acétonitrile, E Chromasolv®
Acide chlorhydrique 0,1 N, Titripur®
Acide phosphorique 85%
Alcool polyvinylique (87-90% hydrolyzed)
Azide de sodium. Reagent Plus®
Béclométhasone, dipropionate
Bétaméthasone, dipropionate
Citrate de sodium
Clonidine HCI
D(-t)-Glucose monohydraté
Dichlorométhane, Emsure®

Hyaluronate de sodium

Hydroxyde de sodium
Méta-Xylene
Méthanol, Chromasolv®
Octanesulfonate de sodium monohydraté
Oxyde d’aluminium anhydre
Phosphate buffer saline (PBS), pH 7,4
Phosphate disodique
Phosphate monopotassique
PLGA 34 000 Da, Resomer RG 503
PLGA 48 000 Da, Resomer RG 504
PLGA 96 000 Da, Resomer RG 505
Tétrahydrofurane
Tizanidine HCI
Polysorbate 80, Tween 80

Pureté

> 99,9%
> 99,9%

Ph.Eur.

> 99,5%
> 99%
Ph.Eur.
Ph.Eur.

Ph.Eur.
Ph.Eur.

Ph.Eur.
> 99,0%
> 99,9%
> 99,9%

Ph.Eur.
Ph.Eur.

> 99,9%

Fournisseur

Sigma-Aldrich
Merck
Merck

Riedel de Haén

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Fagron
Merck

CheniicabIntanalional Groip
Merck
Merck

European Technologies Inc

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

GIBCO, Invitrogen

Merck

Merck

Boehringer Ingelheim

Boehringer Ingelheim

Boehringer Ingelheim
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Provenance

Munich, Allemagne
Darmstadt, Allemagne
Darmstadt, Allemagne

Seelze, Allemagne

Munich, Allemagne

Munich, Allemagne

Munich, Allemagne

Waregem, Belgique
Darmstadt, Allemagne

Holte, Danemark
Darmstadt, Allemagne
Darmstadt, Allemagne

Dolni Dobrouc,
République Tcheque
Darmstadt, Allemagne

Munich, Allemagne
Munich, Allemagne
Munich, Allemagne
Darmstadt, Allemagne
Paisley, Angleterre
Darmstadt, Allemagne
Darmstadt, Allemagne
Ingelheim, Allemagne
Ingelheim, Allemagne
Ingelheim, Allemagne
Munich, Allemagne
Munich, Allemagne
Munich, Allemagne
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Méthodes générales

Dans ce paragraphe seront décrites les méthodes communes a toutes les parties
expérimentales. Les méthodes spécifiques seront détaillées dans les parties expérimentales

eorrespondantes.

1. Eneapsulation de principes actifs
1.1 Composition des émulsions

L’eneapsulation de la clonidine dans les microparticules a été réalisée selon une double
émulsion E/H/E. La formulation optimale des microparticules de clonidine est basée sur la
composition suivante ;: PLGA 96 000 Da : ! g, phase organique (dichlorométhane) : 7,5 ml,
clonidine HCI : 10 mg, wi (pH 3) : 1 ml, PVA : 100 mg, W2 (pH 8) : 100 ml.

L’encapsulation du dipropionate de bétaméthasone a été réalisée a I’aide d’une simple
émulsion H/E. La formulation optimale des microparticules de bétaméthasone est basée sur la
composition suivante : PLGA 96 000 Da: ! g, phase organique (dichlorométhane) : 7,5 ml,

dipropionate de bétaméthasone : 10 mg, PVA : 100 mg, w : 100 ml.

1.2 Production de I’émulsion

Les émulsions H/E et E/H/E ont été obtenues a I’'aide d’homogénéisateurs haute vitesse
(Ultra-Turrax®). L’émulsion est progressivement aspirée dans la téte de dispersion grace a la
haute vitesse du rotor pour étre comprimée a travers les fentes de la tige choisie. Les
gouttelettes de I’émulsion sont soumises a d’importantes forces de cisaillement et de poussées
ainsi gu’a une haute turbulence [Site Internet Imlab, 2012]. En plus d’assurer le mélange de

I’émulsion, cette méthode réduit la taille des gouttelettes de I’émulsion (Figure 22).

Deux types d’homogénéisateurs haute vitesse ont été utilisés en fonction des volumes de
travail. La premiére émulsion E/H (1 a 10 ml) a été réalisée a 30 000 rpm durant 2 minutes a
I’aide de FUIltra-Turrax® TIO-basic muni d’une tige S10N5G (lka-Werke, Staufen,
Allemagne). La seconde émulsification E/H/E et I’émulsion H/E (100 a 300 ml) ont été
effectuées a 8 000 rpm durant 2 minutes en utilisant le modéle T25 muni d’une tige S25N18G

(Ika-Werke, Staufen, Allemagne).
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Figure 22 : Principe de fonctionnement de I’Ultra-Turrax®. L’homogénéisation (le mélange ou la
réduction de taille) est basée sur le frottement de particules solides (suspensions) ou de gouttelettes
(émulsions) dans le gradient de vitesse généré par les interstices des tiges mobiles (rotor) et fixes
(stator) [Adapté du Site Internet Imlab, 2012].

1.3 Formation et récupération des microparticules

Les microparticules sont formées suite a I’évaporation progressive du solvant organique qui
s’est déroulée sous hotte, a température ambiante et a pression atmosphérique. Le systéme
d’agitation choisi pour favoriser I’'évaporation a été un agitateur de type moteur électrique
RW47D muni d’une hélice a 4 pales (Ika-Werke, Staufen, Allemagne). Ce type d’agitateur a
hélice permet une agitation contrélée et dont la vitesse est reproductible. L’évaporation du
solvant (volume total de I’émulsion de 100 a 300 ml) a été réalisée a 200 rpm durant 3 heures.
Les microparticules formées aprés ce délai ont été récoltées soit par filtration sur filtres en
papier Grade 50 2,7 pm (Whatman, Leuven, Belgique) facilitant leur récupération par
grattage, suivie d’un séchage sous vide durant 48 heures, soit par centrifugation a 3000 x g
pendant 10 minutes, suivie de leur lyophilisation (voir Partie expérimentale - Encapsulation,

11.4 Dessiccation des microparticules).

2. Caractérisation physico-chimique des formulations
2.1 Quantification de la teneur en principe actif

La teneur en principe actif des microparticules a été déterminée par chromatographie liquide
haute performance (HPLC). Il s’agit d’une chromatographie de partage qui utilise une phase
mobile liquide et une phase stationnaire greffée trés finement divisée. La méthode utilisée est
dite a phase inversée car la phase mobile est un solvant relativement polaire alors que la phase
stationnaire est de type non polaire. De cette fagon, plus le composé est polaire, plus vite il

sera élué de la colonne [Skoog et coll, 2002].
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L’appareil HPLC utilisé était une HP 1200 sériés (Agilent Technologies, Diegem, Belgique),
composée d’un dégazeur, d’une pompe quaternaire, d’un injecteur automatique, d’un four
maintenant la température de la colonne a 25°C et d’un détecteur a barrette de diodes (diode
array detector, DAD). Les résultats ont été collectés et analysés grace au logiciel ChemStation

Rev.B03.01-SRI (Agilent Technologies, Diegem, Belgique).

2.1.1 Dosage de la clonidine

La méthode de dosage de la clonidine contenue dans les microparticules a été adaptée et
validée a partir de la monographie du chlorhydrate de clonidine de la Pharmacopée
ameéricaine [USP, 21®“* édition].

Les conditions utilisées pour la méthode HPLC de dosage de la clonidine sont les suivantes :
colonne analytique ; Agilent® Zorbax Eclipse Plus C8 4,6 x 150 mm (3,5 pm) ; débit: 1,0
ml/min ; volume d’injection: 5 pl; longueur d’onde de détection : 210 nm ; temps de
rétention ~ 7 minutes ; temps d’analyse : 10 minutes.

La phase mobile est composée d’un mélange eau : méthanol 50 : 50 (v/v). Elle contient un
contre-ion, I’octanesulfonate de sodium, a raison de 5,086*10'* mol/1. Pour I’obtention d’l
litre de phase mobile, 1| ml d’acide phosphorique 85% est ajouté et le pH est ajusté a 3 a I'aide

d’une solution d’hydroxyde de sodium IN.

2.1.2 Dosage du dipropionate de bétaméthasone
La méthode de dosage du dipropionate de bétaméthasone contenu dans les microparticules
provient de la Pharmacopée Européenne [Pharmacopée Européenne 7®"0 édition, 2012].
Les conditions utilisées pour la méthode HPLC de dosage de la bétaméthasone sont les
suivantes : colonne analytique : Agilent® Zorbax Eclipse XDB C18 4,6 x 150 mm (5 pm) ;
débit . 1,0 ml/min ; volume d’injection : 100 pl; longueur d’onde de détection : 254 nm ;
temps de rétention ~ 7 minutes ; temps d’analyse ; 15 minutes.

La phase mobile est composée d’un mélange eau : acétonitrile 40 : 60 (v/v).

2.1.3 Validation analytique
Les différentes méthodes de dosage réalisées par HPLC ont été validées du point de vue de
leur linéarité, exactitude, fidélité, et seuils de détection et quantification [Caporal-Gautier et
coll., 1992]. Les résultats de ces validations sont joints en annexe (Annexe 1 et Annexe 2). Il

faut cependant savoir que d’autres guides de validation existent, tels que les guides énoncés
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par riCH et la FDA [ICH, 1994 ; FDA, 1995 ; FDA, 1996], La corrélation entre la
concentration « x » en principe actif et Faire sous la courbe «y», de la série de N
observations, a également été évaluée a I’aide d’un test de Student bilatéral sur le coefficient

de corrélation « r » préalablement déterminé. Ce test est le suivant :

© V(- (N2 A *

Si t est significatif, une corrélation entre les variables « x » et « y » peut étre statistiquement

établie.

2.2 Extraction des principes actifs

Afin d’éviter I'injection du polymeére dans le systeme chromatographique, une méthode
d’extraction spécifique pour chaque principe actifa été mise au point et validée. Les méthodes
développées se basent sur la solubilisation du polymeéere de PLGA dans un solvant organique,
suivie de I’extraction du principe actif dans un second solvant non miscible au premier et qui

induit la précipitation du polymeére.

2.2.1 Extraction de la clonidine

Une quantité d’environ 10,0 mg de microsphéres contenant la clonidine est pesée exactement
dans un matras jaugé de 25,0 ml. Un volume de 2 ml de dichlorométhane est ajouté et laissé
en contact avec les microspheres pendant environ 15 minutes, a température ambiante et sous
hotte, afin de permettre la solubilisation du polymére. Aprés dissolution compléte, le volume
est complété a 25,0 ml par un mélange eau : méthanol 50 : 50 (v/v). Le matras est alors agité
par inversion afin d’induire la précipitation du polymére et de permettre I’extraction de la
clonidine vers la phase eau : méthanol. Aprés transfert de la totalité dans un tube a centrifuger
de 50 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Allemagne), I’échantillon est centrifugé pendant 30 minutes a
3 000 x g. Un petit volume du surnageant est filtré a I’aide d’un filtre Millex de porosité 0,22
pm (membrane fiuoropore PTFE) (Millipore, Billerica, Etats-Unis). La quantité de clonidine
présente dans [I’aliquote est finalement déterminée par la méthode HPLC décrite
précédemment. Le recouvrement, évalué a l'aide de tizanidine faisant office de standard

interne, atteint 97 + 4%.
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2.2.2 Extraction du dipropionate de bétaméthasone

Une quantité d’environ 10,0 mg de microspheres contenant la bétaméthasone est pesée
exactement dans un matras jaugé de 25,0 ml. Un volume de 2 ml de dichlorométhane est
ajouté et laissé en contaet avee les microsphéres pendant environ 15 minutes, a température
ambiante et sous hotte, afin de permettre la solubilisation du polymere. Aprés dissolution
compléte, le volume est complété a 25,0 ml par du méthanol. Le matras est alors agité par
inversion afin d’induire la préeipitation du polymere et de permettre I’extraction de la
bétaméthasone vers le méthanol. Aprés transfert de la totalité dans un tube a centrifuger de 50
ml (Sarstedt, NUmbrecht, Allemagne), I’échantillon est centrifugé pendant 30 minutes a 3 000
x g. Un petit volume du surnageant est filtré a I’aide d’un filtre Millex de porosité 0,22 pm
(membrane fluoropore PTFE) (Millipore, Billerica, Etats-Unis). La quantité de bétaméthasone
présente dans I’aliquote est finalement déterminée par la méthode HPLC décrite
précédemment. Le recouvrement, évalué a I'aide de dipropionate de béclométhasone en tant

gue standard interne, atteint 99 + 6%.

2.3 Expression de I’encapsulation du principe actif

L’encapsulation de principes actifs dans des microspheres s’exprime par “efficacité

d’encapsulation (EE). Ce parameétre se calcule de la fagon suivante ;

EE (%) = cCharge réelle enprincipe actif »
Charge théorique en principe actif

avec.

Charge théorique en principe actif=_----- Principe actifi—"™"
-1 r r [Principe actifi +Polymeérei] v -/

et.

Principe actifencaps

Charge réelle en principe actif= (Eq. 4)

[Principe actifi+Polymeéren

ou les valeurs de Principe actif et Polymére, sont égales aux quantités initiales de principe
actif et polymere ajoutées a la formulation. La valeur du Principe actif,,cap> est égale a la
valeur déterminée par HPLC et équivaut a la quantité de principe actif réellement encapsulée

dans les microparticules. L’EE a été déterminée en triplicat sur chaque formulation.

Il est aussi essentiel d’évaluer I’efficacité du procédé de fabrication des microparticules et

ainsi, d’évaluer I'importance des pertes en matieres premieres, dues tant a I’opérateur qu’a la

75



Matériel et méthodes

fabrication, afin d’optimiser au mieux ce processus. Le rendement de formulation (R, %)

permet d’évaluer la qualité du procédé :

R(%) _ Microspheérest « 100 (Eq. 5)

Z ~composants

ou le paramétre Microsphéres, équivaut a la quantité totale de microspheres produites,

récupérées et peseées.

2.4 Détermination de la distribution de taille des microspheéres

La détermination de la distribution de taille par diffraction laser se base sur I’analyse de la
diffraction de la lumiére provoquée par les particules exposées a un rayonnement lumineux
monochromatique [Pharmacopée Européenne 7®@™ édition, 2012]. La technique de diffraction
laser admet la théorie de la sphere équivalente, c’est-a-dire qu’elle suppose la sphéricité de
toutes les particules de I’échantillon afin de pouvoir décrire chaque particule grace a une
dimension unique [Pharmacopée Européenne 7™ édition, 2012].

La mesure de taille par diffraction laser repose sur le principe que les particules passant par le
rayon laser dévient celui-ci avec une intensité et un angle directement liés a leur taille.
L’angle de diffraction est inversement proportionnel a la taille de la particule alors que
I'intensité de la diffraction lui est directement proportionnelle. De cette fagon, plus les
particules sont grandes, plus I’angle de diffraction sera petit mais plus l’'intensité sera
importante.

L’appareil de diffraction laser utilisé se base sur la théorie de Mie pour déterminer la
distribution de taille des particules. Cette théorie requiert de connaitre I’'indice de réfraction
des particules et du milieu ainsi que I'indice d’absorption des particules. La théorie de Mie
permet d’obtenir des résultats de taille précis dans une large gamme (0,02 — 2000 pm) [Site

Internet Malvem Instruments, 2012].

Un appareil de mesure de taille des particules par diffraction laser se compose d’une source
lumineuse a une longueur d’onde fixe (He-Ne, ~ = 0,63 pm), une lentille, un systéme de
présentation de I’éehantillon, un systéme de détection et un systéme d’acquisition des données

(Figure 23).
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Figure 23 : Composition d’un systeme de diffraction laser [Pharmacopée Européenne 7eme
édition, 2012],

N

La mesure de la distribution de taille des microparticules a été réalisée a I'aide d’un
Mastersizer 2000® (Malvem Instruments Ltd., Worcestershire, Angleterre) équipé d’un
systeme d’échantillonnage par voie humide (Hydro 2000 S®).

La taille des microspheres a été mesurée a deux temps différents : d’une part, suite a
I’évaporation du solvant organique, c’est-a-dire qu’une fois les particules formées, un
échantillon a été prélevé avant filtration/centrifiigation pour la mesure de taille ; d’autre part,
une fois séchées, les microsphéres ont été remises en suspension dans un volume d’eau et

mesurées a nouveau afin de s’assurer la constance de leur taille.

La procédure opératoire standard (SOP) suivante a été utilisée pour chaque mesure :
Milieu dispersant : eau
Indice de réfraction de I'eau : 1,33
Indice de réfraction des microparticules (PLGA) : 1,55
Indice d’absorption : 0
Vitesse d’agitation : 1750 rpm
- Obscuration : environ 5%
Pour chaque échantillon, 5 mesures ont été réalisées et une moyenne a automatiquement été
établie sur ces 5 mesures. Trois mesures indépendantes ont alors été exécutées (impliquant
chacune 5 mesures) et les valeurs finales des différents diamétres découlent de la moyenne de
ces 3 mesures indépendantes.
Les différents diameétres suivants caractérisent la distribution de taille :
Le diamétre D(0,1) est le diamétre en-dessous duquel se retrouvent 10% des
particules.

Le diametre D(0,5) est le diameétre en-dessous duquel se retrouvent 50% des
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particules. Ce diameétre sépare exactement la distribution en deux parties égales. Il est
également dénommeé le diamétre médian.

Le diametre D(0,9) est le diamétre en-dessous duquel se retrouvent 90% des
particules.

Le diametre D[4,3] est le diametre moyen par volume. Ce diamétre est le plus
représentatif des variations apparaissant au sein d’une distribution ; en effet, une
variation dans une classe de valeurs de taille se fait directement sentir sur ce diametre.
Il est le plus sensible aux variations de taille des particules et notamment a la présence

d’agglomérats.

2.5 Détermination de la morphologie des microsphéres

La microscopie électronique a balayage (Scanning Electron Microscopy, SEM) permet de

visualiser la morphologie et la microstructure des microparticules formées.

L’appareil SEM est composé d’un systeme optique électronique permettant de générer les
électrons, un plateau ou placer I’échantillon, un détecteur pour collecter les électrons
secondaires, un systeme d’acquisition de I'image et une console permettant de faire varier
différents parameétres (Figure 24) [Site Internet Jeol, 2012]. Le systéme optique électronique
contient le canon a électrons qui génere des électrons a partir d’un filament de tungsténe
(cathode) chauffé a trés haute température. Ces électrons sont concentrés ensemble pour
former un faisceau et s’écoulent par une plaque métallique (anode) sur laquelle un voltage
positif est appliqué. L’irradiation de I’échantillon par le faisceau d’électrons provoque la
réémission d’électrons secondaires par la surface de I’échantillon. Les électrons secondaires
sont finalement amplifiés en signal électrique par le détecteur et transmis au systéme
d’acquisition de I’'image (Figure 24) [Briggman et Bock, 2012 ; Site Internet Jeol, 2012].

Une fois que les électrons ont pénétré dans I'échantillon, ils perdent leur énergie et sont
absorbés. Si un échantillon est conducteur, les électrons sont capables de le traverser ; si
I’échantillon n’est pas conducteur, les électrons s’arrétent dans I’échantillon et les électrons
secondaires ne sont pas réémis. Afin de rendre les échantillons conducteurs, une fine couche
de métal tres conducteur (Au, Pt) est appliquée sur I’échantillon avant I’analyse [Site Internet

Jeol, 2012].
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Figure 24 : Composition basique d’un microscope électronique a balayage (gauche) et du
détecteur a électrons secondaires (droite). Le systeme optique électronique est composé d’un canon
a électrons, de lentilles servant a produire le fin faisceau d’électrons et d’une bobine de balayage
permettant de balayer I’échantillon complet avec le faisceau d’électrons [Site Internet Jeol, 2012].

La morphologie et la microstructure des microparticules ont été observées a I’aide d’un
microscope électronique a balayage JSM-610 (Jeol, Tokyo, Japon). Les échantillons ont été
déposés sur une lame de carbone et recouverts d’une fine couche d’or afin de les rendre
conducteurs. Le marquage métallique a été effectué a I’aide du Balzers SCD 030 (Balzers

Union Ltd., Liechtenstein).

2.6 Détermination de I’état physique des principes actifs et microsphéres

La diffraction des rayons X sur poudre (PXRD) produit, a partir de chaque fraction cristalline
contenue dans une substance, une image. Ce diffractogramme procure trois informations
[Pharmacopée Européenne 7®@"0 édition, 2012] ;
La position angulaire des raies de diffraction, dépendante de la géométrie et de la taille
du réseau cristallin.
L’intensité des raies de diffraction, dépendante notamment de la position et de
I’arrangement des atomes ainsi que de l’orientation des particules dans I’échantillon
analysé.
La forme des raies de diffraction, dépendante de la résolution de I’appareil de
diffraction, de la taille de la fraction cristalline et de I’épaisseur de I’échantillon.
Les parties cristallines de la substance produisent des raies de diffraction alors que les

fractions amorphes n’en générent pas. L’identification des phases cristallines ainsi qu’une
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estimation des fractions amorphes et cristallines contenues dans une substance peuvent étre
réalisées a partir de I’'étude de la position et de I'intensité des raies de diffraction

[Pharmacopée Européenne édition, 2012],

Les analyses PXRD ont été réalisées a I'aide d’un diffractomeétre Bruker D5000 (Siemens,
Munich, Allemagne) équipé d’une anode cuivrique (X,=1,5406 A - 40 kV, 40 mA), d’un
monochromateur graphite et d’un détecteur a scintillation (2 théta: 2°-70°, largeur des

variations : 0,02°).

2.7 Analyse thermique

2.7.1 Thermogravimétrie

L’analyse thermogravimétrique (TGA) permet de suivre I'évolution de la masse d’un
échantillon en fonction de la température [Pharmacopée Européenne édition, 2012].
L’échantillon subit une modification de température contrdlée et sa masse est enregistrée tout

au long du processus.

L’appareil de TGA est composé d’un systeme permettant de refroidir ou chauffer
I’échantillon sur base du protocole déterminé préalablement, un porte-échantillon, un
contrepoids, une balance permettant la tare initiale et la pesée de I’échantillon durant I’analyse

et un systéeme d’acquisition des données [Pharmacopée Européenne édition, 2012].

La température de dégradation de chaque constituant de la formulation a été déterminée par
TGA (TGA Q500, TA Instruments, Zellik, Belgique). Cette étape est nécessaire et préalable
aux analyses DSC (voir C.I1.2.7.2 Calorimétrie différentielle a balayage). Pour ce faire, 10
mg de chaque composé (clonidine HCI, dipropionate de bétaméthasone, PLGA et PVA) ont
été chauffés dans une gamme de température allant de 25 a 400°C, en utilisant une vitesse de

chauffe de 10°C/min.

La TGA a également été utilisée pour déterminer la présence et la quantité de solvant résiduel
dans les formulations finies. Cette valeur est en effet importante car limitée pour certains
solvants (dichlorométhane) mais également influente sur la qualité du stockage a long terme
(voir C.11.2.8 Quantification des solvants résiduels). Pour ce faire, 10 mg de microsphéres ont
été chauffés de 25 a 200°C, en utilisant une vitesse de chauffe de 10°C/min. L’élimination
éventuelle du dichlorométhane se produira aux alentours de 40°C alors que I’eau s’évaporera

aux alentours de 100°C.
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2.7.2 Calorimétrie différentielle a balayage

La ealorimétrie différentielle & balayage (DSC) détermine les modifications des propriétés
physiques d’un échantillon au cours du temps en fonction de la température, tout en
permettant de connaitre la température a laquelle le phénoméne se produit ainsi que le flux de
chaleur engagé dans la transition. Le phénoméne thermique peut libérer (phénomeéne
exothermique) ou emmagasiner (phénomene endothermique) de la chaleur [Pharmacopée

Européenne édition, 2012 ; Gil et coll., 2010].

L’appareil de DSC est composé d’un four contenant le porte-échantillon, une cellule de
référence et une cellule échantillon, un/plusieurs détecteur(s) thermique(s) et un systéme
d’acquisition des données. Au cours de la procédure déterminée, une différence de
température survient entre la cellule de référence et la cellule échantillon, différence qui est
transposée en valeur de flux de chaleur par le systeme d’acquisition [Pharmacopée

Européenne édition, 2012 ; Gil et coll., 2010].

La DSC (DSC Q2000, TA Instruments, Zellik, Belgique) a été principalement utilisée pour
déterminer la température de transition vitreuse (Tg) du polymére de PLGA. Les échantillons
ont toujours été analysés suivant un mode chauffe/refroidissement/chauffe. 11 est en effet
essentiel pour les microsphéres polymériques de préalablement effacer leur passé thermique.
Le vieillissement physique des PLGA se produit lors du stockage, c’est-a-dire lorsque les
conditions présentent une température inférieure a la Tg du polymére. Dans ces conditions,
les chaines du polymére amorphe (PLGA) entrent dans un état de ‘relaxation’, de
réarrangement moléculaire impliquant les chaines latérales et non la structure principale. Ceci
s’associe a une augmentation de la stabilité du polymere et de sa densité générant parfois des
systemes plus cassants et plus durs. Le vieilissement physique du PLGA est observable en
DSC par la superposition des premier et deuxieme cycles de chauffe [Cortes et Montserrat,
1994; Rouse et coll., 2007]. Il faut cependant veiller a ne pas confondre le phénomene
endothermique observé durant le premier cycle avec la Tg du polymeére car il s’agit de
I’expression du vieilissement. Le mode chauffe/refroidissement/chauffe est donc nécessaire

afin de dépasser la Tg du polymere, ce qui permet d’effacer son historique thermique.

Des échantillons entre | et 3 mg ont été pesés dans des cupules Tzero en aluminium, scellées
avee un capuchon en aluminium (TA Instruments, Zellik, Belgique). Les échantillons ont été
chauffés de -30,0°C a +200,0°C a une vitesse de ehauffe de 10°C/min, puis refroidis jusque -

30,0°C a 20°C/min et a nouveau chauffés jusque +200,0°C a 10°C/min. Toutes les analyses
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ont été effectuées sous un flux d’azote de 50 ml/min. La Tg du polymére a été déterminée

durant le second cycle de chauffe.

La DSC a également été utilisée au cours de ce travail afin d’évaluer la compatibilité des

produits incriminés. Un mode opératoire identique a été utilisé.

2.8 Quantification des solvants résiduels

Lutilisation de dichlorométhane durant le procédé de fabrication des microspheres impose sa
quantification afin d’en connaitre les résidus dans le produit fini. En effet, les solvants
résiduels présentent non seulement un risque de toxicité non négligeable pour I’humain, mais
également un risque d’altération physico-chimique du produit pharmaceutique fini [Witschi et
Doelker, 1997]. Des guidelines ont été développées afin de définir les limites autorisées pour
les solvants résiduels dans les produits pharmaceutiques. Le dichlorométhane fait partie de la
classe Il, englobant « les solvants dont Il'utilisation est soumise a limitation tels que les
carcinogéenes animaux non-génotoxiques ou éventuels agents causais d’autres effets toxiques
irréversibles tels que la neurotoxicité ou la tératogénicité ». La limite autorisée pour le
dichlorométhane est égale a 600 ppm [ICH, 2011 ; Pharmacopée Européenne édition,

2012].

La teneur en dichlorométhane résiduel a été quantifiée par chromatographie gazeuse (GC). La
GC se base sur la séparation et la quantification de composés a I’état gazeux ; les composés
doivent donc pouvoir étre transformés a I’état de vapeur par chauffage et étre thermostables et

suffisamment volatils [Rouessac et Rouessac, 2004].

Les résidus en dichlorométhane ont été quantifiés par GC a I’aide d’'un Auto/HRGC/MS
(Carlo Erba Instruments, Wigan, Royaume-Uni). Les échantillons ont été injectés a I’aide
d’une seringue de 5 pl munie d’une aiguille de 7 cm (Grace, Lokeren, Belgique). Les
conditions utilisées sont les suivantes : colonne capillaire Chrompack wcot fused silica 25m x
0,32 mm (polydiméthylsiloxane) (Chrompack, Belgique); gaz vecteur He, 35 kPa;
température de I'injecteur : 200°C ; température du détecteur a ionisation de flamme (FID) :
150°C ; température de la colonne : 30°C pendant 10 minutes ensuite augmentation jusqu’a
130°C a 40°C/minute, 130°C pendant 10 minutes ; volume d’injection : 1,5 pl.

Le standard interne utilisé est le méta-xyléne, préparé a raison de 0,1% (v/v) dans I’acétone.
Les temps de rétention du dichlorométhane et du méta-xyléne sont d’environ 5,50 minutes et

17 minutes, respectivement. Une droite d’étalonnage du dichlorométhane dans une solution
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d’acétone contenant 0,1% (v/v) de méta-xyléne a été réalisée entre 0,025% (v/v) et 0,5%
(v/v). Pour chaque formulation, 3 pesées indépendantes ont été effectuées. Sur chaque pesée

indépendante de microsphéres, 3 injections ont été réalisées.

2.9 Détermination de la viscosité du polymeére et du véhicule

La viscosité du polymére et du véhicule permettant la remise en suspension des
microparticules a été déterminée a I’aide du viscosimétre Brookfield LVDV-11+ (Brookfield
Engineering Laboratories, Massachusetts, Etats-Unis) équipé d’un adaptateur et d’une broche
S18 et couplé a un échangeur thermique.

La viscosité du polymere est mesurée a 25°C, en utilisant une vitesse de rotation de 20 rpm.
Les solutions de polymére (RG503, RG504 et RG505) sont préparées en dissolvant une
quantité de polymeére dans 20 ml de dichlorométhane, de facon a obtenir des concentrations
de 5, 10 et 15% (m/v).

La viscosité du véhicule a été déterminée a 25°C, en utilisant une vitesse de rotation de 100

rpm.
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D.Partie expérimentale

Optimisation de I’encapsulation de principes actifs dans les microsphéres

de PLGA et caractérisation des particules.

But

La premiere partie de ce travail a consisté en la production de microsphéres contenant de la
clonidine présentant les efficacités d’encapsulation les plus élevées. En plus d’étre tres
hydrophile, la clonidine est caractérisée par un faible PM, ce qui représente deux particularités
défavorables a son encapsulation dans des microsphéres de PLGA. Ce premier travail
d’optimisation était donc primordial avant d’aborder la suite du projet. Le processus de
double émulsion sur lequel est basée la fabrication des microparticules se caractérise par de
nombreux parametres pouvant étre modulés afin d’augmenter I’efficacité de I’encapsulation.
La taille moyenne des microparticules a également di étre optimisée de facon a atteindre un
intervalle de taille compris entre 10 et 30 pm, taille souhaitée pour I’administration intra-

articulaire.

La caractérisation ultérieure des microparticules de clonidine a contribué au travail
d’optimisation. L’efficacité d’encapsulation, la taille, la morphologie, la cristallinité et la
teneur en solvants résiduels des microparticules ont été déterminées. Enfin, la libération
prolongée de la clonidine a été évaluée. L’objectif initial était de garantir une libération
perdurant sur minimum 4 a 6 semaines. Un modeéele mathématique appliqué aux différentes
études de dissolution in vitro a été développé afin de mieux comprendre les différents

phénomeénes régissant la libération.

Parallelement, nous avons comparé I’encapsulation d’une petite molécule hydrophile avec
I’encapsulation d’une molécule hydrophobe, le dipropionate de bétaméthasone. Son choix
s’est basé sur ses propriétés anti-inflammatoires et son appartenance a la famille des
corticostéroides. En effet, I’application de ce travail étant notamment de limiter I'usage et les
effets secondaires des corticostéroides dans le traitement des affections de type arthrite
rhumatoide et arthrose, il nous a semblé intéressant de la sélectionner en tant que molécule

comparative.
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Méthodes spécifiques

1. Etude de la libération du principe actif

Les études de libération ont été réalisées sur des quantités de microsphéres déterminées en
fonction de I’encapsulation du principe actif La quantité finale de principe actifa libérer a été
fixée a 450 pg pour la clonidine et 5 mg pour la bétaméthasone. Ces doses ont été choisies en
fonction des spécialités actuellement sur le marché (respectivement le Catapressan® et le
Diprophos”.

Les études de libération ont été réalisées en adaptant les volumes de milieu de dissolution en
fonction du principe actif étudié de fagon a respecter les conditions sink, c’est-a-dire que le
volume de liquide choisi permet d’éviter I’influence de la fraction de la molécule dissoute sur
la vitesse de dissolution de la fraction de la molécule non-dissoute. Basées sur la solubilité de
la molécule seule, les conditions sink sont remplies en s’assurant que la molécule ne soit pas
présente dans le milieu de dissolution a plus de 15% par rapport a sa concentration a

saturation.

1.1 Etude de la libération de la clonidine

Les pesées de microsphéres déterminées sur base des EE et de la quantité a libérer finalement
(450 pg) sont mises dans des erlenmeyers de 100 ml a bouchons vissés, remplis de 75 ml de
PBS (pH 7,4 £ 0,05) contenant 0,02% (m/v) d’azide de sodium. Les erlenmeyers sont placés
dans un bain-marie a 37,0 £ 0,1°C et agités horizontalement a 85 cycles/min (agitateur bain-
marie GFL 1086, GFL, Burgwedel, Allemagne). A des intervalles de temps déterminés (t =
2h, 4h, 6h, 24h, 72h, 168h, 264h, 336h, 432h, 504h, 600h, 672h, 768h et 840h), I’agitation est
arrétée durant 15 minutes de fagon a permettre la sédimentation de la majorité des
microsphéres. A I’aide d’une seringue de 5 ml (BD Discardit Il, VWR, Leuven, Belgique),
environ 1 ml du milieu de dissolution est prélevé de chaque erlenmeyer et centrifugé a 15 000
X g pendant 5 minutes dans des microtubes a centrifugation. 250 pl sont alors prélevés du
surnageant et dilués dans 750 pl d’une solution contenant 62,5% de méthanol (v/v), 37,5%
d’eau déionisée (v/v) et 6,37*10' mol/1 d’octanesulfonate de sodium. L’excés du milieu de
dissolution est reversé dans les erlenmeyers respectifs aprés dispersion des microparticules
restant dans le fond du microtube a centrifugation. Enfin, 250 pl de milieu de dissolution frais

sont ajoutés a chaque erlenmeyer afin de maintenir un volume constant.
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La concentration de clonidine dans I’échantillon est déterminée par HPLC. La méthode HPLC
utilisée est similaire a celle décrite précédemment (voir Matériel et méthodes général, 11.2.1.1
Dosage de la clonidine) mis a part que le volume d’injection a été augmenté a 50 pl afin
d’améliorer la sensibilité de la méthode, les quantités de clonidine progressivement libérées
étant faibles. Cette méthode de dosage a également été validée du point de vue de sa linéarité,
exactitude, fidélité, et seuils de détection et quantification [Caporal-Gautier et coll., 1992],
Les résultats de cette validation sontjoints en annexe (Annexe 3).

Pour chaque formulation, la détermination in vitro de la libération de la molécule a été

réalisée en triplicat.

1.2 Etude de la libération de la bétaméthasone

La bétaméthasone présentant une trés faible solubilité dans I'eau (== | pg/ml), les paramétres
ont été ajustés afin de respecter les conditions sink mais également de pouvoir travailler dans
des volumes raisonnables ; (i) un surfactant a été ajouté dans le milieu de dissolution afin
d’améliorer la solubilisation de la molécule progressivement libérée, (ii) les volumes de
milieu de dissolution ont été augmentés jusqu’a 800 ml et (iii) la quantité totale de principe

actifa libérer a été divisée par 10 (500 pg).

Les pesées de microspheres déterminées sur base des EE et de la quantité a libérer (500 pg)
sont mises dans des erlenmeyers de 1000 ml a bouchons vissés, remplis de 800 ml de PBS
(pH 7,4 £ 0,05) contenant 0,1% (m/v) de polysorbate 80 et 0,02% (m/v) d’azide de sodium.
Les erlenmeyers sont placés dans un bain-marie a 37,0 £ 0,1 °C et agités horizontalement a 85
cycles/min (agitateur bain-marie GEL 1086, GEL, Burgwedel, Allemagne). A des intervalles
de temps déterminés (t = 2h, 4h, 6h, 24h, 72h, 168h, 264h, 336h, 432h, 504h, 600h, 672h,
768h et 840h), I’agitation est arrétée durant 15 minutes de fagon a permettre la sédimentation
de la majorité des microsphéres. Un volume d’environ 5 ml du milieu de dissolution est alors
prélevé de chaque erlenmeyer et centrifugé a 15 000 x g pendant 5 minutes dans un tube a
centrifuger de 15 ml (Sarstedt, Numbrecht, Allemagne). Les microparticules restant
éventuellement dans le fond du tube a centrifugation sont remises en suspension dans 5 ml de
milieu de dissolution frais et ajoutées a I’erlenmeyer correspondant afin de maintenir un
volume constant.

La bétaméthasone est extraite de cet échantillon a I'aide de colonnes SPE (solid-phase
extraction) de type Oasis MCX (Mixed-mode : Cation-eXchange and reverse-phase) (Waters,

Zellik, Belgique). Ces colonnes permettent I’isolation d’un composé en fonction de ses

86



Partie expérimentale - Encapsulation

propriétés physico-chimiques (polarité, ionisation) et grace a des phénoménes d’adsorption
avec la phase stationnaire polymérique. L’éluat contenant la bétaméthasone est évaporé a sec
et solubilisé dans un volume déterminé de phase mobile (acétonitrile:eau 60:40 (v/v)). La
concentration de bétaméthasone dans I’échantillon est déterminée par HPLC. La méthode
HPLC utilisée dans le cadre de la libération a été décrite préalablement (voir Matériel et
méthodes général, 11.2.1.2 Dosage du dipropionate de bétaméthasone). Pour chaque

formulation, la détermination in vitro de la libération de la molécule a été réalisée en triplicat.

2. Modéle mathématique

L’application d’'un modéele mathématique a la libération du principe actif déterminée
expérimentalement permet d’approfondir la compréhension des mécanismes régissant la
libération [Siepmann et Siepmann, 2008].

Les modéles mathématiques mécanistes, contrairement aux modeles (semi-)empiriques, sont
basés sur les phénomeénes réellement impliqués dans la libération tels que la diffusion, le
gonflement du polymere, la dégradation ou I’érosion, ce qui les rend plus réalistes [Siepmann
et Siepmann, 2008; Fredenberg et coll.,, 2011]. Ce type de modele montre I’'importance
relative de chaque processus impliqué dans la libération, en plus de permettre une évaluation
quantitative des effets de la composition et du procédé de fabrication de la formulation sur la
vitesse de libération [Siepmann et Siepmann, 2008 ; Siepmann et Siepmann, 2012]. Afin de
pouvoir résoudre les équations décrivant les procédés impliqués dans la libération sur
lesquelles se basent les modéles mécanistes, certaines conditions, initiales et limites, doivent
étre connues et respectées telles que la distribution de la molécule dans le systeme et le
maintien des conditions sink durant toute I’étude de dissolution [Siepmann et Siepmann,

2008].

Un modele mathématique appliqué a la libération de la clonidine a partir des microsphéres de
PLGA a été développé afin d’évaluer les effets de la composition de la formulation sur le
coefficient apparent de diffusion (D) de la clonidine dans les microparticules. Ce modéle
mathématique découle de la seconde loi de Fick, qui considére que la libération du principe
actif est contrblée principalement par le phénoméne de diffusion. Les conditions initiales et
limites considérées pour ce modéle sont que la molécule se trouve sous forme de dispersion
moléculaire dans les microparticules (solution monolithique) et que les conditions sink ont
bien été respectées durant toute I’étude de libération [Siepmann et Siepmann, 2008]. De plus,

la dégradation du polymeére est considérée comme n’influencant pas la libération ; c’est
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pourquoi le modéele mathématique n’a été appliqué qu’aux premiéres phases de la libération
(entre les jours 0 a 7 ou 0 a 18 selon les formulations). En effet, aprés cela, la dégradation du
polymeére devient trop importante et doit étre prise en compte.

Le modéle mathématique a été établi a I'aide du logiciel Mathematica 8.0.4 (Wolfram,

Oxfordshire, Royaume-Uni).

3. Dessiccation des microparticules

La lyophilisation permet de retirer I’eau d’un produit congelé (solide, solution ou dispersion),
en ayant recours au phénoméne de sublimation. La glace passe directement de I'état solide a
I’état gazeux, sans passer par un état intermédiaire liquide. Aprés sublimation de plus de 99%
de I’eau contenue dans le produit initial, le produit final est anhydre ou pratiquement anhydre
[Franks, 1998 ; Abdelwahed et coll.,, 2006]. La sublimation du produit congelé a lieu sous
vide, en veillant a maintenir des conditions de vide et de température qui empéchent la
décongélation de I’échantillon. Le processus de lyophilisation n’est possible qu’en travaillant
a des températures et des pressions définies, de facon a se situer en dessous du point triple

(Figure 25).

Figure 25 : Diagramme de phase de I’eau reprenant les différents phénoménes se produisant au
cours du processus de lyophilisation [Lopez-Quiroga et coll., 2012].

La lyophilisation se décompose en quatre étapes successives (Figure 26). Les échantillons
sont congelés directement sur les plateaux refroidis ou plus rapidement dans I’azote liquide
(étape 1). La glace contenue dans les échantillons est ensuite sublimée grace a la chaleur des

plateaux. Cette étape de séchage des échantillons se déroule généralement sous une pression
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réduite (étape 2). Une faible proportion d’eau non congelée pouvant subsister dans
I’échantillon, une seconde étape de séchage, appelée généralement désorption, peut étre
effectuée en augmentant la température des plateaux (étape 3, absente du procédé de
lyophilisation des microparticules développées). Enfin, la glace, condensée dans le
condensateur, est éliminée du lyophilisateur par une augmentation de la température du

condensateur (étape 4) [Franks, 1998 ; Abdelwahed et colL, 2006],

CHRIST LPC-16/NT Process-Documentation epsilon i.60 Proces*raptucs Recoiding-Rle: 12M1201 01

Figure 26 : Processus de lyophilisation utilisé pour les microparticules développées. La courbe
rose représente le vide appliqué dans la chambre de séchage ; celui-ci est diminué lors de la
sublimation des échantillons (0,120 bar). Le vide augmente de nouveau lors de la décongélation de la
glace condensée. La courbe bleue représente la température des plateaux ; celle-ci est d’abord
diminuée a -30°C pour la congélation des échantillons, ensuite elle est augmentée a 8°C pour la
sublimation. Enfin, la courbe brune donne la température du condensateur, maintenue a environ -57°C
pendant tout le processus ; sa température est augmentée uniquement pour décongeler la glace

condensée.

Le lyophilisateur se compose d’une chambre de séchage, une pompe a vide (extrait I’air de la
chambre de séchage), un condensateur (extrait la vapeur d’eau provenant de la sublimation),

des plateaux et un systéme de fermeture des vials.

La lyophilisation des microparticules chargées en clonidine ou en bétaméthasone a été

réalisée a I'aide du lyophilisateur Christ Epsilon 1-6 (Christ, Osterode am Harz, Allemagne),
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associé au logiciel Martin Christ LPC-16NT (Christ, Osterode am Harz, Allemagne). Les
parameétres utilisés pour la lyophilisation sont les suivants : congélation rapide des vials dans
I’azote liquide ; température de congélation = - 30°C ; température des plateaux = 8°C ; vide
correspondant a -40°C (= 0,120 bar) ; vide de sécurité correspondant a -35°C (= 0,220 bar).
La durée de la lyophilisation s’étale entre 20 et 24 heures. Le glucose est ajouté a la

formulation avant lyophilisation en tant que cryoprotectant, a raison de 0,1% (m/v).
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Résultats et discussion

1. Microsphéres de PLGA chargées en clonidine

Gaignaux A., Réeff J.,, Siepmann F., Siepmann J., De Vriese C., Goole J.,, Amighi K.,
Development and évaluation of sustained-release clonidine-loaded PLGA microparticles, Int J

Pharm 437 (2012) 20-28 (Annexe 4).

1.1 Parametres variés et effets sur I’encapsulation

La modulation des nombreux parametres de la double émulsion permet de modifier I’'EE
d’une molécule, en modifiant entre autres le PM du polymere utilisé, la viscosité de la phase
organique, le volume des phases aqueuses interne (wi) et externe (W2) et la charge théorique
en principe actif [Ito et coll., 2007]. Grace a I’évaluation progressive de I’'influence de chaque
parametre du processus sur I’EE et le diameétre moyen D[4,3] des microparticules, les
paramétres de formulation ont été adaptés afin d’aboutir aux formulations présentant les EE

les plus satisfaisantes.

1.1.1 Influence du poids moléculaire du polymeére et de la viscosité de la phase organique
L utilisation de PLGA de haut PM (96 000 Da) permet d’obtenir des microparticules avec une
EE plus élevée (EE F3 = 10,8 £ 0,1 % ; EE F5 = 19 + 3 %) (Tableau 6), en raison de la plus

faible solubilité des PLGA de haut PM dans le dichlorométhane [Ito et coll., 2007].

Tableau 6 ; Influence du PM et de la concentration du polymére sur I’EE et le diamétre moyen des
microparticules de clonidine (Paramétres non modifiés : clonidine: 10 mg; PVA: 100 mg; Wi: 0,5 ml;
W2, 100 ml). pH wi = 4,0 - 5,0; pH W2 = 5,0-7,0. Le D[4,3] et I'EE sont exprimés en moyenne *
écart-type (n = 3).

Formulations

Parameétres
1 2 3 4 5
PM PLGA (Da) 34 000 48 000 96 000 96 000 96 000
Polymere (g) 1 1 1 0,5 15
Phase organique (ml) 75 75 75 10 10
D[4,3] pm 34 £2 50 +3 53+ 13 14+4 254 + 24
EE (%) 5+ | 5905 10,8 £0,1 0,89 = 0,06 19+3
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Leur précipitation et leur solidification plus rapides permettent d’encapsuler de plus grandes
guantités de principe actif. Néanmoins, cela conduit également a des microsphéres de

diameétre plus élevé (D[4,3] F5 = 254 + 24 pm) [Yang et coll., 2001 ; Yeo et Park, 2004],

Une augmentation de la viscosité de la phase organique est observée en augmentant la
concentration du polymeéere ou son PM (Tableau 7) [Wischke et Schwendeman, 2008], En
augmentant la viscosité de la phase organique, de meilleures EE sont obtenues. En effet, les
viscosités des formulations 4, 3 et 5 sont respectivement de 14, 32 et 85 mPaS (concentrations
en PLGA de 5, 10 et 15% (m/v)) et les valeurs d’EE, de 0,89 = 0,06, 10,8 £ 0,1 et 19 * 3 %.
Une viscosité plus importante de la phase organique constitue une barriere plus efficace
contre I'efflux de la clonidine vers W2, phase dans laquelle elle est la plus soluble. Néanmoins,
I’'augmentation de la viscosité entraine la formation de microparticules de taille plus
importante. En effet, I'utilisation de forces de cisaillement supplémentaires serait nécessaire a

la formation de plus petites particules [Yang et coll., 2000 ; Freitas et coll., 2005].

Tableau 7 : Viscosité de différentes solutions de PLGA, de PM variable, mesurée a 20 rpm et a
25°C (n= 1).

PLGA Concentration (%) Viscosité (mPaS)
5 6
PLGA 34 000 Da 10 9
15 15
5 6
PLGA 48 000 Da 10 10
15 19
5 14
PLGA 96 000 Da 10 32
15 85

1.1.2 Influence du volume de wi et de la charge théorique en principe actif

L’augmentation du volume de wi tend a diminuer les résultats d’EE obtenus (Tableau 8). De
plus, des volumes excessifs de wi provoqueraient la formation de larges pores durant la
précipitation du polymére et durant la phase de séchage des microspheres. Lors de
I’évaporation du dichlorométhane, les gouttelettes de la premiére émulsion se contractent et
I’eau diffuse progressivement a I’intérieur des particules. Durant la phase de séchage, I’eau

maintenue a I’intérieur des microsphéres crée des canaux interconnectés [Sun et coll., 2009].
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De plus, il a été montré que la présence de pores internes associée a l'utilisation de larges

volumes de wi accélere la libération du principe actif encapsulé [Mao et coll., 2007].

Tableau 8 : Influence du volume de la phase aqueuse interne et de la charge théorique en
principe actif sur I’EE et le diaméetre moyen des microparticules de clonidine (Paramétres non
modifiés : PM PLGA: 96 000 Da; polymeére: 1 g; phase organique: 7,5 ml; PVA: 100 mg; wj. 100 ml).
pH wi =4,0 - 5,0 ; pH W2 = 5,0-7,0. Le D[4,3] et I’'EE sont exprimés en moyenne * écart-type (n = 3).

Formulations

Parameétres
6 7 8 9=7 10 11 12
Clonidine (mg) 10 10 10 10 40 100 200
Wi (ml) 0,5 | 2 1 { 15¢% 3(a)
. 284 + 35 93 +£7 44 £4 93 +7 31 £2 42 +2 346 +4
D[4,3j gm
EE (%) 10,7 £0,1 6+ 1 2,7+0,3 6+ 1 3,52+0,04 1,52+0,04 1,13 £0,09
T y

Les formulations produites montrent qu’augmenter la charge théorique en principe actif induit
une diminution de I’EE. En effet, accroitre progressivement la charge de 1 a 18 % (m/m) pour
les formulations 9 a 12 provoque une réduction graduelle de I'EE de 6 £ 1 a 1,13 = 0,09 %
(Tableau 8). L’apparition d’un gradient de concentration dans les gouttelettes de la premiere
émulsion E/H, di a I’augmentation progressive de la concentration en clonidine, conduit a des

pertes de principe actifvers W2 [Yang et coll., 2001 ; Mao et coll., 2007].

1.1.3 Influence du volume de W2 et de la concentration en surfactant

L’augmentation du volume de W2 de 50 ml a 100 ml dans les formulations 13 et 14 provoque
deux effets : d’une part, cela augmente I’EE et d’autre part, cela produit des microparticules
avec un diameéetre moyen plus important (Tableau 9). Le premier effet s’explique par une
extraction du solvant organique plus efficace dans un volume plus large, induisant une
précipitation plus rapide du polymeére et donc une meilleure encapsulation du principe actif
[Yeo et Park, 2004]. Le deuxieme effet observé s’explique par I'efficacité réduite des forces
de cisaillement et d’agitation une fois le volume augmenté, menant a la formation de

particules plus grosses [Chaisri et coll., 2009].
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Tableau 9: Influence du volume de la phase aqueuse externe et de la concentration du
surfactant sur ’EE et le diamétre moyen des microparticules de clonidine (Paramétres non modifiés :
PM PLGA: 96 000 Da; polymeére: 1 g; phase organique: 7,5 ml; clonidine: 10 mg; wp 1 ml). pH wi =
4,0 - 5,0 ; pH W= =5,0-7,0. Le D[4,3] et PEE sont exprimés en moyenne + écart-type (n = 3).

Formulations

Parameétres
13 14 =7 15=7 16 17 18
PVA (mg) 100 100 100 1 000 3 000 5 000
W (ml) 50 100 100 100 100 100
26 +3 93 +7 93 +7 76 £ 1 64 + | 46 3
D[4,3] gm
EE (%) 2,79 £ 0,03 6+ | 6+ 1 8+4 8+2 1,8 £0,6

L’alcool polyvinylique (PVA) a été utilisé en tant que surfactant dans W2 (Tableau 9). Son
réle est d’empécher la coalescence des gouttelettes durant la deuxieme émulsification et de
favoriser la formation de fines gouttelettes [Mainardes et Evangelista, 2005 ; Chaisri et colL,
2009]. Le PVA exerce effectivement ce réle dans les formulations 15 a 18 dans lesquelles sa
concentration augmente de 0,1% a 5% (m/v); la réduetion de la taille moyenne des
microparticules est bien observée. Cependant, le surfactant n’améliore pas I’'EE de ces
formulations ; une concentration trop élevée en surfactant devient méme délétere pour
I’eneapsulation (FI8 : concentration PVA 5% (m/v), EE 1,8 + 0,6 %). A ces eoncentrations, la
présence du PVA dans les couches aqueuses englobant les microparticules tend a réduire

I’encapsulation du principe actif [Ito et coll., 2007].

1.1.4 Influence du pH des phases aqueuses

L’EE de la elonidine est fortement influeneée par les modifications du pH des phases
aqueuses de la double émulsion (wi et W2)- La clonidine contient deux atomes d’azote
pouvant étre protonés. Etant donné I'unique valeur de pKa de la clonidine HCI (pKa = 8,05),
un seul atome d’azote peut étre protonné a la fois. A une valeur de pH proche du pKa, un des
atomes d’azote porte une paire d’électrons libres augmentant les interactions électrophiles
existant entre la elonidine et les PLGA, telles que les ponts hydrogénes ou les interactions
acides-bases. Par contre, a une valeur de pH éloignée du pKa, les paires d’électrons ne sont
pas disponibles pour participer a ces interactions. Une fois wi tamponnée a pH 3 (formulation
19), des valeurs d’EE extrémement faibles sont obtenues, probablement en raison de
I’absence d’interactions entre la clonidine et le polymeére et de la solubilisation importante de

la clonidine dans W2 (Tableau 10). Par contre, une fois W2 tamponnée a pH 8 (formulations 23
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a 26), ’'EE est améliorée grace a la disponibilité des paires d’électrons et a la présence
d’interactions entre la clonidine et le polymére et a la solubilité moindre de la clonidine dans

les phases aqueuses.

Tableau 10 : Influence du pH des phases aqueuses Wi et W2 sur I’EE et le diamétre moyen des
microparticules de clonidine (Paramétres non modifiés : PM PLGA: 96 000 Da; polymeére: 1 g; phase
organique: 7,5 ml; clonidine: 10 mg; wi: 1 ml; PVA: 100 mg; W= 100 ml). Le D[4,3] et I’'EE sont
exprimés en moyenne + écart-type (n = 3).

Formulations
Parameétres
19 20 21 22 23 24 25 26

Wi pH-Tampon 3 - Citr. 7 - Phos. 8 - Bor. 10-Bor. 3-Citr.  7-Phos. 8- Phos. 10-Bor.

W2 : pH - Tampon - - - 8 - Phos. 8 - Phos. 8 - Phos. 8 - Phos.

86 2 42 £2 104 +3 115+2 140 = 17 23 +6 26 £5 40 £8
D[4,3] pm

0,79+0,03 3,86+0,08  13+04  17,9+0,6 20,2+0,3 21,3+05 16,6+0,6  9,3+0,2
EE (%)

Citr. = Tampon citrate, Bor. = Tampon borate, Phos. = Tampon phosphate

Les meilleurs résultats d’encapsulation de la clonidine ont été atteints grace a I'utilisation du
tampon borate (EE comprises entre 13 et 32% ; toutes les compositions de formulations et
résultats d’encapsulation ne sont pas détaillés). Néanmoins, en raison de la toxicité
parentérale de ce tampon, ces formulations n’ont pas été sélectionnées pour la suite des
caractérisations [Site Internet de la FDA, 2012]. Par contre, les formulations contenant des

tampons citrate et phosphate ont été caractérisées.

1.1.5 Influence des paramétres d’agitation

L’agitation est un parameétre important définissant en partie la stabilité d’une émulsion. En
effet, des conditions d’agitation adaptées fournissent au systeme I’énergie nécessaire pour
réduire la taille des gouttelettes de la phase dispersée.

Au cours de ce travail, la distribution de taille des microparticules visée est comprise entre 10
et 30 pm, taille adaptée a I’administration IA. Le diametre moyen des microsphéres a donc di
étre réduit. De plus, les paramétres d’agitation (vitesse, durée et dispositif) ont été optimisés

afin de produire des microparticules de taille reproductible (Tableau 11).
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Tableau 11 : Influence des parameétres d’agitation (vitesse, durée et dispositif) sur I’'EE et le
diametre moyen des microparticules de clonidine (Formulation évaluée : PLGA 96 000 Da: | g; phase
organique : 7,5 ml; clonidine: 10 mg; wi: 1 ml; PVA: 100 mg; W= 100 ml). Le D[4,3] et I’EE sont
exprimés en moyenne + écart-type (n = 3).

Parameétres A B C
Premiére émulsion
Vitesse d’agitation (rpm) 24 000 24 000 30 000
Durée d’agitation (sec) 120 300 120
Seconde émulsion
Vitesse d’agitation (rpm) 17 500 17 500 8 000
120 120 120

Durée d’agitation (sec)
Evanoration

Dispositif d’agitation

Agitation magnétique

Agitation magnétique

Agitateur a hélice

Vitesse d’agitation (rpm) 200 200 200
Durée d’agitation (heures) 3 3 3
D[4,3] pm 93 +7 125 +35 20 £2
EE (%) 6% | 9,2+0,1 12+2

Pour la méme formulation (PLGA 96 000 Da: ! g; phase organique : 7,5 ml; clonidine: 10
mg; wi: | ml; PVA: 100 mg; W2: 100 ml), la procédure d’agitation C permet d’obtenir les plus
petites microparticules. Accroitre la vitesse d’agitation durant la premiére émulsification
augmente I’énergie introduite dans le systéme et améliore la dispersion de wi en fines
gouttelettes bien définies. La vitesse d’agitation utilisée au cours de la seconde émulsification
se révele étre un facteur moins déterminant ; en effet, elle n’est présente que pour disperser
I’émulsion E/H dans la phase aqueuse externe (W:). La vitesse d’agitation durant cette étape
doit néanmoins étre relativement faible afin d’éviter la mpture des gouttelettes formées au

cours de la premiére étape de I’émulsion [Pal, 2011].

Plusieurs formulations décrites durant I’optimisation ont été formulées a nouveau suivant la
procédure C. Les distributions de taille obtenues pour ces microparticules sont comprises
entre environ 12 et 36 pm, ce qui correspond tout a fait au domaine de taille requis pour une

administration IA.
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1.1.6 Récapitulatifde I'influence des différents paramétres évalués sur les microparticules
Le Tableau 12 reprend I’influence des différentes conditions évaluées sur TEE et le D[4,3]

des microparticules produites.

Tableau 12 : Influence des conditions évaluées sur I'EE et le D[4,3] des microsphéres. L’effet
positif (augmentation de I'EE ou réduction du D[4,3]) ou négatif (diminution de I'EE ou augmentation
du D[4,3]) sur ces paramétres est quantifié par +, ++, +++ et -, — —.

Parametres EE D[4,3]
T PM du PLGA - -
T concentration PLGA +-H-
T volume W]| - -H~l-

t charge théorique en clonidine - -

t volume W: -H-
T concentration surfactant — -HH-
1 pH Wi +
f pH W| ++-]-
T pH W2 -I-H- -H-
T durée d’émulsification -H- -
1 vitesse d’agitation -HH-

L’optimisation de ces paramétres a penuis de mettre en évidence la composition de la
formulation conduisant aux meilleures EE, ainsi qu’a une taille adaptée. Celle-ci est
composée de PLGA 96 000 Da ! g, phase organique (dichlorométhane) 7,5 ml, clonidine HCI
10 mg, wi (pH 3) 1 ml, PVA 100 mg, W2 (pH 8) 100 ml.

Les microparticules obtenues constituent un systéeme matriciel ou la clonidine est répartie

dans la matrice de PLGA.

La composition des formulations sélectioimées pour les étapes de caractérisation ultérieures
est reprise dans les tableaux précédents (Tableau 6, Tableau 8 et Tableau 10) sous les
numeéros 1, 2, 3, 7, 12 et 23. Ces microparticules ont un diametre moyen D[4,3] optimisé suite
a I’application de la procédure d’agitation la plus efficace. De plus, elles présentent une
remise en suspension adaptée et une taille similaire avant et aprés dispersion.

Ces formulations ont permis I’étude de I'influence du PM du PLGA, de la charge théorique en
clonidine et de la présence de tampons sur la morphologie et I’état cristallin des

microparticules, ainsi que sur la teneur en solvants résiduels et la libération de la clonidine. La
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plupart de ces évaluations ont également ét¢ menées sur des microparticules vides de

clonidine.

1.2 Caractérisation des microsphéeres contenant la clonidine

La Tg du polymeére brut a été déterminée par DSC. Simultanément, la Tg de microsphéres
vides de clonidine (PLGA 96 000 Da: 1 g; phase organique: 7,5 ml; we 1 ml; PVA: 100 mg;
W2: 100 ml) et de microspheres chargées en clonidine produites avec ou sans tampons (PLGA
96 000 Da: ! g; phase organique: 7,5 ml; clonidine: 200 mg; wi: | ml; tampon citrate pH 3;

PVA: 100 mg; W2: 100 ml; tampon phosphate pH 8) a également été déterminée (Figure 27).

Figure 27 ;: Analyse DSC (mode chauffe/refroidissement/chauffe) du PLGA 96 000 Da brut, des
microsphéres vides et des microsphéres chargées en clonidine formulées avec ou sans tampons.
La Tg du polymére est déterminée au cours du second cycle de chauffe, apres effacement de son
historique thermique (Graphe du second cycle de chauffe ; premier cycle de chauffe et cycle de
refroidissement cachés).

La Tg du polymeére brut n’est pas modifiée significativement par le processus de fabrication
des microparticules, que ce soit en présence ou en absence de substances tampons. De plus, ni
fusion (phénoméne endothermique), ni cristallisation (phénoméne exothermique) n’ont pu
étre observées ; le polymeére initialement amorphe ne subit donc aucune cristallisation au

cours du procédé de formulation (Figure 27).
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Aucun cristal n’a été visuellement détecté a la surface des microsphéres sur les images SEM
(Figure 28). De méme, aucun phénomeéne endothermique n’a pu étre détecté durant les
premier et second cycles de chauffe des analyses DSC. La clonidine se retrouverait donc sous

forme amorphe et/ou dissoute dans la matrice polymérique [Klose et coll., 2006].

Figure 28 : Images SEM des formulations 9 (gauche) et 12 (droite) a un grossissement de 500 x
(échelle = 10 gm). La formulation 12 présente une porosité importante en raison du volume de Wi plus
important utilisé pour solubiliser la clonidine. Au cours de la phase de séchage, ce large volume d’eau
crée des canaux interconnectés, ce qui peut également accélérer la libération du principe actif

Les analyses réalisées par PXRD permettent de confirmer cette hypothése. En effet, I’absence
de pics sur le diffractogramme démontre le c6té amorphe d’une substance (Figure 29 (a) et
(b)). 1l faut néanmoins évaluer ces résultats avec précaution en raison de la faible teneur en
clonidine dans les microparticules (charge réelle < 1%). En effet, une faible proportion de
clonidine cristalline pourrait facilement étre masquée par la haute teneur en polymeére

amorphe.

Enfin, la teneur en solvants résiduels a été évaluée dans les microparticules produites par une
double émulsion E/H/E, selon les conditions optimales. L’influence de la présence de
clonidine sur la teneur en solvants résiduels a été déterminée a I’aide de microsphéres vides
(PLGA 96 000 Da: ! g; phase organique: 7,5 ml; we | ml; PVA: 100 mg; W2: 100 ml) et de
microsphéres chargées en clonidine (PLGA 96 000 Da: ! g; phase organique: 7,5 ml;
clonidine: 200 mg; we ! ml; tampon citrate pH 3; PVA: 100 mg; W2 100 ml; tampon
phosphate pH 8). Ces microsphéres ont été fabriquées juste avant la détermination de la
teneur en solvants résiduels par GC afin d’évaluer I'efficacité de la phase d’évaporation du
dichlorométhane. La teneur résiduelle en dichlorométhane est de 338 + 26 ppm pour les
microparticules vides et de 494 + 45 ppm pour les microparticules chargées en clonidine. Ces
valeurs sont bien inférieures aux normes en vigueur pour le dichlorométhane, qui sont de 600
ppm [ICFI, 2011 ; Pharmacopée Européenne 7@ édition, 2012] et vont encore décroitre au

cours du stockage des microparticules.
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@)

(b)

Figure 29 : Diffractogrammes obtenus pour (a) le PLGA 96 000 Da et la clonidine HCI bruts et (b)
les microspheres vides (PLGA 96 000 Da: ! g; phase organique: 7,5 ml; Wi: 1| ml; PVA: 100 mg; W2,
100 ml) et les microsphéres chargées en clonidine formulées avec ou sans tampons (PLGA 96 000 Da:
1 g; phase organique: 7,5 ml; clonidine: 200 mg; wi: | ml; tampon citrate pH 3; PVA: 100 mg; W2
100 ml; tampon phosphate pH 8).
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N

1.3 Etude de la libération de la clonidine a partir des microsphéres et modéle

mathématique appliqué a sa libération

La libération de la clonidine durant la premiére phase de la dissolution peut étre décrite grace

au modele mathématique suivant, basé sur la seconde loi de diffusion de Fick :

Mt _ 6 Voo " n —t} (Eq. 6)
ou Moo et Mt représentent les quantités cumulées, en valeur absolue, de clonidine libérée a la
fin de la phase initiale de la libération et au temps t, respectivement ; R représente le rayon
des microparticules et D est le coefficient apparent de diffusion de la molécule dans le
systeme.

Le modele mathématique reste une appréciation simplifiée des phénomeénes se produisant
réellement dans le systeme de libération et n’est applicable qu’a certains systemes de
délivrance particuliers. Dans ce cas-ci, les microsphéres représentent une solution
monolithique, c’est-a-dire que la concentration de la clonidine dans les microsphéres est
inférieure a sa solubilité a saturation et qu’elle s’y retrouve sous forme individualisée ou
solubilisée. En effet, aucun cristal ou agglomérat n’a pu étre observé par SEM (Figure 28).
Grace a ces observations et en acceptant que la géométrie du systéeme influence la libération
de la clonidine mais que le systeme ne subira pas d’importantes modifications (érosion,
augmentation de la porosité), le modeéle défini par I’Eq. 6, applicable aux formes sphériques,
est le plus adapté. Ce modele, utilisé pour évaluer I'implication de divers phénomeéenes
(diffusion, dégradation, érosion, gonflement) dans la libération de la clonidine, ne prend en
compte que le phénoméne principal régissant la libération. D’autres modéles mathématiques,
plus complexes, tiennent compte des phénomeéenes de dégradation et d’érosion du polymere.
Enfin, ce modéle a été choisi afin que la concordance entre la libération théorique et la
libération déterminée expérimentalement soit la plus adéquate. Pour ce faire, plusieurs
parametres du modele ont été optimisés tour a tour afin de réduire la différence entre la
théorie et les résultats expérimentaux [Siepmann et Siepmann, 2008 ; Siepmann et Peppas,

2011 ; Siepmann et Siepmann, 2012].

La vitesse de libération de la clonidine diminue nettement avec I’'augmentation du PM du
PLGA (Figure 30). L’augmentation du PM s’accompagne d’un plus haut degré
d’enchevétrement du polymeére, formant des réseaux plus denses, ce qui résulte en une
mobilité réduite de la molécule encapsulée. De plus, en augmentant le PM du PLGA, les

microparticules voient leur diameétre moyen augmenter, ce qui allonge les distances a
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parcourir par la clonidine et diminue la surface d’échange des microsphéres avec le milieu de
dissolution. Enfin, la structure des microparticules est vraisemblablement différente a cause
des différentes vitesses de précipitation du polymere. En effet, la plus faible solubilité des
PLGA de haut PM dans le dichlorométhane s’accompagne d’une précipitation et d’une
solidification plus rapide lors de I'évaporation du solvant. En conclusion, la quantité de
clonidine disponible pour la phase de libération rapide est variable et augmente lorsque le PM
du polymere est le plus faible.

L’adaptation du modele mathématique aux données de la libération déterminées
expérimentalement démontre un bon accord entre la théorie et I’expérience (coefficient de
détermination, r®, compris entre 0,89 et 0,99). La diffusion semble donc jouer un rdle
prépondérant dans le contrble de la libération de la clonidine durant la phase initiale (= burst
release). La dégradation du polymeére devenant influente sur la libération de la clonidine aprés
cette phase initiale, le modele mathématique ne pouvait étre établi pour les phases ultérieures.
En effet, ce modéle admet, en tant que condition initiale et limite, que la dégradation du

polymeére n’intervient aucunement dans la libération du principe actif.

Temps Oours)

Figure 30 : Libération in vitro de la clonidine a partir des microparticules incubées dans un
tampon PBS (pH 7,4) a 37°C, en fonction du PM du PLGA et de la taille des microsphéeres
(moyenne + écart-type, n=3) (Paramétres de formulation constants : PLGA: ! g; phase organique: 7,5
ml; clonidine: 10 mg; Wi: | ml; PVA: 100 mg; W2: 100 ml). Les symboles représentent la cinétique de
libération de la clonidine déterminée expérimentalement alors que la courbe en trait plein représente la
libération théorique (Eg. 6).
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Le coefficient apparent de diffusion D peut aisément étre déterminé pour chaque formulation
étudiée (Tableau 13). Le coefficient D est, de fagon intéressante, plus élevé pour la
formulation contenant le PLGA 96 000 Da, intermédiaire pour celle contenant le PLGA 34
000 Da et plus faible pour les microparticules a base de PLGA 48 000 Da. La combinaison de
deux phénoménes, ayant un effet inverse sur la mobilité de la molécule encapsulée, peut aider
a expliquer ces observations : (i) I'augmentation du PM du polymeére s’accompagne d’une
augmentation de I’enchevétrement du polymeére et donc, d’une réduction de la mobilité de la
molécule encapsulée ; (ii) I’'augmentation du PM du polymére s’accompagne également d’une
augmentation de la vitesse de précipitation du polymére au cours de la fabrication des
microparticules (due a une moindre solubilité dans le solvant organique) et donc d’une

augmentation de la porosité des microparticules ; la mobilité de la molécule est ici favorisée.

Tableau 13 : Coefficient apparent de diffusion de la clonidine (déterminé en adaptant I'Eq. 6
aux points obtenus expérimentalement) et diamétre moyen des microparticules étudiées
(Parametres constants ; PLGA: 1 g; phase organique: 7,5 ml; wj: 1 ml; PVA: 100 mg; W2; 100 ml)
(n=3).

D, 10" cm”/s

Formulation i D[4,3] pm
Moyenne Ecart-type

PLGA 34 000 Da @) 0,04 13,0
PLGA 48 000 Da 0,7 0,02 14,4
PLGA 96 000 Da = Cio: 10 mg 2,5 0,1 20,2
Cio: 200 mg 2,5 0,01 19,5
wp pH 3/Clo: 10 mg 1,1 0,1 17,5
wp pH 3/Clo: 200 mg 0,7 0,02 15,6

La Figure 31 montre I'effet de la charge théorique de clonidine (10 ou 200 mg) et de
I'utilisation éventuelle de tampons dans les phases aqueuses (wi = pH 3, W2 = pH 8) sur la
libération de la clonidine a partir de microparticules de PLGA 96 000 Da. La quantité de
clonidine initialement impliquée dans les formulations n’affecte pas de maniére significative
sa vitesse de libération, et ce, que les phases aqueuses soient tamponnées ou non. Cela peut
s’expliquer par la faible charge réelle en clonidine retrouvée dans les microparticules (< 1%).
Lorsque les phases aqueuses sont tamponnées, la vitesse de libération du principe actif est
aecélérée de maniére significative. La diminution de la taille des microparticules (16/18 pm

contre 20 pm) et/ou une altération de la structure des microparticules (augmentation de la
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porosité interne par exemple) pourraient expliquer cette accélération. La diffusion