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Résumé

La conception de nanoparticules (NPs) polymériques pour le transport de médicaments dans la peau
repose sur la compréhension du réle de leurs compositions chimiques sur leurs interactions avec la peau,
notamment la peau pathologique. Ce travail s’est attaché a définir le rdle de la composante hydrophile
des NPs sur I’administration cutanée d’un principe actif lipophile modele (cholécalciférol).

Il a été remarqué que la composition hydrophile de polymeres amphiphiles a base de PLA conditionnait
les propriétés physicochimiques des NPs, notamment la taille, la surface, et la structure, tout comme la
protection du cholécalciférol. Concernant I’absorption cutanée sur peau intacte, la composante
hydrophile de NPs de 100 nm a eu peu d’influence. Une absorption cutanée du cholécalciférol [égérement
plus importante a toutefois été obtenue a partir des NPs trés riches en PEG hydrophile en comparaison
aux NPs peu PEGylées. A I’inverse sur peau lésée, les NPs hydrophobes et négativement chargées de
PLA seul ont permis la meilleure absorption du cholécalciférol.

D’une part, la dynamique de la structure des NPs trés PEGylées a permis une meilleure mouillabilité de
la peau et une possible extraction de lipides cutanés, pouvant faciliter 1’absorption sur peau intacte.
D’autre part, la composition de la peau a conditionné la structure des NPs, puisque, sur peau lésée, les
especes ioniques libérées de la peau ont déstabilisé les NPs peu ou non PEGylées. Par adhésion a la
surface de la peau, les agrégats de PLA ont pu ainsi faciliter ’absorption sur peau Iésée.

Lors du développement de formulations de NPs, leur composition chimique est donc a optimiser selon

I’¢état pathologique de la peau.

Mots-clés : nanoparticules polymériques, acide poly(lactique) PLA, poly(éthyléne glycol) PEG,

composition hydrophile, absorption cutanée, mécanismes d’interactions, peau lésée



Abstract

The design of clinically efficient polymeric nanoparticles (NPs) for skin drug delivery is based
on the understanding of the influence of NPs chemical composition on their interactions with
the skin tissue, notably the pathological skin. The aim of this work was to determine the
influence of the hydrophilic component of polymeric NPs on the delivery of a lipophilic model
drug (cholecalciferol).

It was noticed that the polymeric hydrophilic composition of amphiphilic PLA-based NPs
conditioned the NPs physico-chemical properties, notably in terms of size, surface properties,
structure and drug protection. With regard to absorption into intact skin, the hydrophilic
composition of 100 nm NPs had little impact. Only a slightly greater skin absorption was
obtained from NPs with high hydrophilic PEG content compared to weakly PEGylated NPs. On
the contrary in impaired skin, hydrophobic and negatively charged non-PEGylated NPs (PLA
NPs) provided the best drug absorption.

On the one hand, the dynamic structure of highly PEGylated NPs providing better skin
wettability and potential skin lipids extraction may have contributed for increased absorption in
intact skin. On the other hand, skin condition altered the NPs structure since it was observed
that a non-negligible quantity of ionic species was released from impaired skin, triggering the
destabilization of weakly or non-PEGylated charged NPs. However, only PLA aggregates
sedimented/adhered onto the skin surface, which could have facilitated absorption in impaired
skin.

The polymeric hydrophilic composition of NPs and the pathological skin condition are therefore

essential points to consider when designing nanoformulations.

Keywords: polymeric nanoparticles, poly(lactic acid) PLA, poly(ethylene glycol) PEG,

hydrophilic composition, skin absorption, interaction mechanisms, impaired skin
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Figure 1.16 Déformabilité des Transferosomes®. A) Simulation informatique de la
pénétration dans des pores de vésicules déformables (en rouge, distribution du tensioactif
dans la vésicule). B) Image de microscopie électronique de vésicules déformables
allongées dans des pores aqueux inter-cornéocytaires de stratum corneum humain apres
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I’épiderme avec des plaques caractéristiques.
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dela du stratum corneum. B) Pénétration possible des NPs sur peau 1ésée
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Figure 1.24 Composition hydrophile (quantit¢ de PEG) des NPs étudiées ayant un
diamétre hydrodynamique identique.
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Figure 2.9 Structures des mPEG-époxyde et des polymeres branchés synthétisés et
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(A) du ratio initial PEG/AL dans le milieu réactionnel et (B) du pourcentage réel de PEG
inséré dans les polymeéres

Figure 2.11 Etudes de conversion du polymére PLA-p-PEG (12.2% de PEG 2000)
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synthése. (B) Spectre RMN du PLA-p-PEG2K 12.2% p/p de PEG théorique apres 3 heures
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réalisée par ajout du D,L-dilactide en 4 fois au cours de la synthése. Les fleches indiquent
le moment ou le D,L-dilactide a été ajouté au cours de la synthése.

Figure 2.12 Masse molaire du squelette PLA par synthése en masse (ronds pleins) ou en
solution (ronds vides) en fonction (A) du ratio initial PEG/AL dans le milieu réactionnel
et (B) du pourcente réel de PEG inséré dans les polymeéres

Figure 2.13 Voie de synthése de polymeres PLA-PEG greffés (structure branchée)
préalablement utilisée au sein du Laboratoire du Pr.Hildgen

Figure 2.14 Schéma des polymeres PLA-p-PEG avec une seule chaine de PEG par chaine
de polymere en configuration pendante (A) ou en bout de chaine (B)

Figure 3.1 Schéma du procédé de fabrication de NPs par nanoprécipitation classique
Figure 3.2 Caractérisation des NPs fabriquées en fonction de I’architecture du polymere
et du contenu en bloc hydrophile PEG. A) Diamétre hydrodynamique des NPs. B)
Potentiel Zéta des NPs. C) Indice de polydispersité des NPs. D) Indice de polydispersité
des NPs en fonction de la polydispersité des polymeres.

Figure 3.3 Caractérisation des NPs fabriquées a partir de mélanges PLA/PLA-b-PEG A)
Diamétre hydrodynamique des NPs (en nombre) B) Potentiel Zéta des NPs

Figure 3.4 Spectres RMN de NPs fabriquées a partir de PLA-b-PEG 5K (100%), dissoutes
dans CDCl; ou en suspension dans D>O/H,0O. Le standard interne (SI) présent dans D,O
est le sel de sodium de I’acide 3-(triméthylsilyl) propionique-2,2,3,3-ds. La structure du
polymere est indiquée en rappel pour comprendre ’attribution des protons.

Figure 3.5 A) Organisation cceur-couronne théorique d’une NPs a base de copolymeres
amphiphiles PLA-PEG. B) Organisation réelle pouvant étre obtenue sous certaines
conditions

Figure 3.6 % de PEG a la surface en fonction A) du contenu massique en PEG dans le
mélange et B) du contenu molaire de chaines PLA-b-PEG dans le mélange.

Figure 3.7 Caractérisation de la surface de NPs fabriquées a partir de mélanges PLA/PLA-
b-PEG. E) Densité de motifs EG a la surface des NPs. F) Densité de chaines PEG a la
surface des NPs

Figure 3.8 Conformations possibles du PEG a la surface de NPs a base de copolymeéres
amphiphiles PLA-PEG

Figure 3.9 Mécanisme de formation des particules pendant la nanoprécipitation.

Figure 3.10 Procéd¢ de fabrication de NPs par Nanoprécipitation Flash A) Bloc de
micromélange. Deux seringues sont connectées au systéme. Les débit d’injection,
volumes et ratio phase organique : phase aqueuse peuvent étre vari€s, soit par injection
manuelle, soit en utilisant un pousse seringue, soit en utilisant le pousse seringue du
systéme NanoAssemblr™ Benchtop ™ B) Dimensions du micromélangeur utilisé C)
Géométrie du systeme de Nanoprécipitation Flash.

Figure 3.11 Procédé de fabrication de NPs par microfluidique. A) Appareil
NanoAssemblr™ Benchtop™, composé d’un systéme de pousse-seringue contrdlé par
ordinateur. Les seringues, remplies de phase organique et de phase aqueuse sont connectés
a la cartouche de microfluidique. Les débits d’injection, volumes et ratio phase : organique
phase aqueuse peuvent étre variés B) Cartouche de microfluidique NanoAssemblr™- C)
Géométrie du systeme microfluidique. Les micro-canaux sont composés de structures en
chevrons qui induisent des zones de mélanges chaotiques.

Figure 3.12 Influence des parameétres des procédés de fabrication étudiés sur la
distribution de taille des NPs. A) Influence du débit total d’injection sur le diamétre
hydrodynamique des NPs et B) sur leur polydispersité (ratio 5 :1, 20 mg/ml de polymere).
C) Influence de la concentration en polymeére dans la phase organique sur le diamétre
hydrodynamique des NPs et D) sur leur polydispersité (ratio 5 :1, débit 12 mL/min).
Figure 4.1 Chemical structure of PLA, PLA-b-PEG, and PLA-b-PMPC polymers.
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Figure 4.2 Physicochemical characteristics of NPs as a function of total flow rate and
polymer. A) Hydrodynamic diameter, B) Polydispersity Index, C) Zeta Potential, and D)
Drug yield.

Figure 4.3 (A) Schematic representations of the different 100 nm-NPs under study along
with (B) their representative TEM images. Black regions in the schematic
represent cholecalciferol.

Figure 4.4 Cholecalciferol percentage in supernatant after centrifugation of the NPs.
Figure 4.5 Cholecalciferol degradation from different nanoformulations incubated at
37°C (n=6=SD). A) Cholecalciferol degradation from formulations without BHT
antioxidant for 24 h. B) Percentage of remaining cholecalciferol in nanoformulations with
(filled columns) or without BHT antioxidant (hatched columns) after 24 h of incubation.
Stars show the statistically significant differences according to the Student t-test (p < 0.05)
for degradation without BHT.

Figure 4.6 Cholecalciferol release in a model lipophilic medium (isopropyl myristate)
from different nanoformulations over a period of 24 h at 37 °C (n=3 £ SD).

Figure 4.7 Effects of nanoformulation type on skin distribution of cholecalciferol in intact
and impaired pig skin after 24 h exposure. Applied dose of cholecalciferol was 35 pg/cm?2.
Filled and hatched columns represent respectively absorption in intact and impaired skin.
Stars show the statistically significant differences according to the Student t-test (p < 0.05)
for n> 6 independent experiments.

Figure 4.S1 '"H NMR spectra of PLA, PLA-b-PEG and PLA-b-PMPC polymers.

Figure 4.S2 'H-NMR signals attribution of PLA, PLA-b-PEG and PLA-b-PMPC
polymers.

Figure 4.S3 "H NMR spectra of PLA-b-PEG NPs in CDCl; and D,O

Figure 4.54 "H NMR spectra of PLA-b-PMPC NPs in CDCIl;/CD;OD and D,O

Figure 5.1 Comparison of the dynamics of the NPs structures. A) Representative cryo-
TEM images of the different NPs. B) Colloidal stability of NP suspension represented by
the evolution of NPs size as a function of storage time at 4°C. C) Fraction of free polymer
in the nanosuspensions after dialysis, which does not form NPs, recovered by
ultracentrifugation correlated with the rate of Ostwald ripening as a function of PEG
proportion in polymers

Figure 5.2 Effects of formulation type on total skin absorption of cholecalciferol after 24
h exposure in A) intact, B) stripped pig skin and C) both compared. Applied dose was 35
ug/cm?. Data are given as mean = SEM. Stars show the statistically significant differences
according to the Student t-test (p < 0.05) for n >7 independent experiments.

Figure 5.3 Total cholecalciferol retained in intact and stripped skin as a function of PEG
content in NPs. Data are given as mean £ SEM.

Figure 5.4 NPs hydrodynamic diameter before and after exposure to intact skin-
conditioned solution or impaired skin-conditioned solution. Data are given as mean =+
standard deviation.

Figure 5.5 NPs adhesion/sedimentation onto damaged skin surface. A) Cholecalciferol
quantity recovered in the first strip of impaired skin after treatment. B) Mean fluorescence
intensities measured on the first strip relative to the fluorescent NPs aggregated on skin.
C) Representative microscopy images of the first strip of revealing the presence of PLA
polymer aggregates on damaged skin surface. Data in A) and B) are given as mean =+
standard deviation.

Figure 5.6 Difference of work of adhesion of a water droplet on a ceramide surface before
and after treatment with NPs suspension. Negative values indicate an increase of surface
hydrophilicity. Data are given as mean + standard deviation.

Figure 5.S1 PLA synthesis route
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Figure 5.S2 PEG-b-PLA synthesis route (n=22, 45, 114 or 228)

Figure 5.S3 PLA-CyS5 synthesis route

Figure 5.S4 Colloidal stability of NP suspension represented by the evolution of the Zeta
Potential of NPs as a function of storage time at 4°C.
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of increasing NaCl concentrations as measured by DLS
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“The next big thing is really small”, Jack Uldrich !.

Cette citation traduit incontestablement I’engouement récent pour [I’utilisation de
nanotechnologies dans de trés nombreux secteurs d’applications (électronique, construction,
transport, biomédical, etc.). Cet engouement ne cesse de se développer depuis ces derniéres
dizaines d’années, comme illustré par le nombre de publications traitant des « nanoparticules »
(NPs) en croissance exponentielle (Figure A1.A). Le marché global des nanotechnologies

devrait notamment atteindre 125 milliards d’US$ d’ici 2024,

Les nanotechnologies sont particuliérement passionnantes dans le domaine pharmaceutique ou
elles sont utilisées pour modifier la biodisponibilit¢ des médicaments dans I’organisme afin
d’augmenter I’efficacité des traitements tout en diminuant leurs effets secondaires. En effet, de
nombreuses molécules d’intérét sont caractérisées par des propriétés physico-chimiques non
favorables a leur formulation et/ou au passage des barricres séparant le site d’administration du

site d’action de la molécule d’intérét, diminuant ainsi leur efficacité pharmacologique finale.

Un exemple de barri¢re pouvant considérablement limiter la pénétration de substances exogenes
est la barriére cutanée formée par la couche supérieure de la peau, /e stratum corneum. Ainsi, la
délivrance topique ou transdermique de certaines molécules actives est un véritable défi de
formulation que l’utilisation de NPs pourrait relever. Le nombre de publications traitant de
I’évaluation de NPs pour la voie cutanée a notamment spectaculairement augmenté depuis les
années 2000 (Figure A1.B), traduisant I’intérét de la recherche dermopharmaceutique pour le

domaine prometteur des nanotechnologies.

' Global Nanotechnology Market (by Component and Applications), Funding & Investment, Patent Analysis and
27 Companies Profile & Recent Developments - Forecast to 2024
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Figure A.1 Nombre de publications dans le moteur de recherche PubMed au 08/08/2018 avec
les recherches suivantes de mots-clés dans le titre ou le résumé : A) "nanoparticle" et B)
"nanoparticle" et ("skin" ou "cutaneous" ou "topical" ou "transdermal").

En effet, grace a une solubilisation de molécules actives en leur cceur (encapsulation), combinée
a I’accumulation des NPs a la surface de la peau ou dans les annexes cutanées, a leurs effets de
surface sur la peau, a leur pénétration ou encore au partage favoris¢ de la molécule active
encapsulée vers la peau, les NPs ont prouvé leur efficacité pour moduler et/ou améliorer la

délivrance de molécules actives dans la peau.

Néanmoins, et comme souligné dans les derniéres revues de littérature du Pr. Annika Vogt %73,
’utilisation des NPs pour la dermopharmacie est encore au stade de I’exploration. Afin de
concevoir les nanoformulations les plus performantes pour des applications en clinique, il est
nécessaire de comprendre le role de chaque propriété physico-chimique des NPs sur leurs

interactions avec le tissu cutané >3

et notamment sur le tissu pathologique. En effet, les
interactions entre les NPs et une peau pathologique peuvent étre totalement différentes des
interactions avec une peau saine. Pourtant, et bien que la finalité des NPs pour la voie cutanée
soit souvent le traitement de maladies dermatologiques, trés peu d’études évaluant les

interactions avec la peau pathologique sont disponibles.

Ce manuscrit de these vise a définir I'influence d’une caractéristique importante des NPs
polymériques biodégradables, i.e. leur composition hydrophile, sur les interactions entre les
NPs et la peau, et notamment lorsque la barriére cutanée est 1ésée. Aprés une introduction
bibliographique (Chapitre I) présentant i) les concepts de I’administration de médicaments dans

la peau, ii) le role de systémes nanoparticulaires pour la voie cutanée et iii) les facteurs
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influengant 1’absorption cutanée a partir des NPs, ainsi que la problématique de notre projet,
quatre chapitres expérimentaux permettent de comprendre I’influence de la composition
hydrophile des NPs polymériques sur différents aspects de formulation et de pénétration
cutanée. Le chapitre II expose la synthése d’une librairie de polyméres amphiphiles de
compositions hydrophiles variables. Le chapitre III définit I’influence de la composition
hydrophile des polymeres et des méthodes de fabrication sur certaines propriétés
physicochimiques des NPs. Le chapitre IV, présenté sous forme d’un article scientifique, décrit
le réle du type de composition hydrophile de surface sur différents aspects liés a la délivrance
d’une substance active lipophile modéle dans la peau intacte ou 1ésée. Le chapitre V, également
présenté sous forme d’un article scientifique, met en ¢évidence certains mécanismes
d’interactions entre la peau et les NPs polymériques en fonction de la quantité de bloc
hydrophile dans les NPs. Enfin, la portée de ces résultats est développée dans un chapitre VI de

discussion générale.
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Introduction générale
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1.1 Administration de médicaments par la voie cutanée

L’administration de médicaments pour des traitements thérapeutiques peut se faire selon de
nombreuses voies dont la voie parentérale, la voie orale ou la voie topique. Le choix de la voie
d’administration et de la formulation a utiliser pour véhiculer les molécules actives dépend de
la pathologie a traiter et du meilleur compromis entre 1’efficacité thérapeutique, la tolérance,

I’observance et le cott du traitement.

Pour le traitement des pathologies dermatologiques, la voie cutanée est la voie de choix, car le
médicament est appliqué localement sur le site de I’affection, maximisant son efficacité
pharmacologique. De plus, la diffusion locale de la substance active permet de réduire
I’apparition d’effets indésirables dus a une action sur d’autres cibles. Par ailleurs, la voie cutanée
peut également étre utilisée pour une délivrance systémique. L’intérét, par rapport a la voie
orale, est que la voie cutanée évite le premier passage hépatique de métabolisation de la
molécule active. La biodisponibilité se trouve améliorée et les doses peuvent étre diminuées. De
plus, contrairement a la voie injectable traumatisante, la voie cutanée permet une administration
simplifiée et sans douleur, sans recours a une tierce personne formée pour I’administration. Une
libération prolongée sur plusieurs jours peut également étre obtenue (par exemple a 1’aide d’un
timbre). Une telle voie est donc avantageuse pour I’administration de médicaments, et est

notamment prometteuse pour des traitements chez les jeunes enfants.

Afin de comprendre les mécanismes de la diffusion des molécules actives dans la peau et les
défis associés a ’administration de médicaments par cette voie, les caractéristiques du tissu
cutané seront tout d’abord détaillées.
1.1.1 La peau : structure et fonctions
1.1.1.1  Structure

Avec une surface de 1,8 m? et un poids moyen de 4 kg pour un adulte de taille moyenne, la peau
est le plus grand organe du corps humain *.

La peau est composée de différentes couches de tissus superposées: I’épiderme (couche
superficielle), le derme et I’hypoderme. Différentes annexes prennent racine dans le derme ou

I’hypoderme : I’appareil pilo-sébacé, ’appareil sudoripare et ’appareil unguéal (Figure 1.1).
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Figure 1.1 Schéma représentant la structure de la peau et ses différents constituants °

L’¢épiderme est la couche superficielle de la peau. Cet épithélium pavimenteux stratifi¢ et
kératinisé trés fin (~100 pm) se compose spécifiquement de quatre couches distinctes, qui
différent selon le stade de différenciation des kératinocytes, type cellulaire majeur de
I’épiderme. De la plus superficielle a la plus profonde, ces couches sont le stratum corneum
(SC), le stratum granulosum (SG), le stratum spinosum (SS) et le stratum basale (SB) ® (Figure

1.2). L’épiderme n’est pas vascularisé.
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Figure 1.2 Différentiation des kératinocytes dans la couche épidermale de la peau. Figure
adaptée de ’

1.1.1.1.1 La barriere cutanée : le stratum corneum

Le SC (couche cornée) forme la partie non viable de 1’épiderme. Son taux d’hydratation est trés
faible (20%), contrairement aux autres couches de la peau. Il s’agit d’un systéme a deux
compartiments composé de cellules mortes anucléées, les cornéocytes, baignant dans une
matrice extracellulaire de lipides. Cette structure est classiquement représentée de maniére tres
simplifiée comme étant en briques et mortier : les cornéocytes formant les briques et la matrice

lipidique formant le mortier ® (Figure 1.3).

Le SC est formé par 10 a 25 couches de cornéocytes, pour une épaisseur totale de 10-20 um °.
Les cornéocytes sont des kératinocytes au stade final de différenciation. Ces cellules
hexagonales aplaties sont remplies de kératine et sont entourées d’ une enveloppe cornéifiée par

un réseau réticulé de protéines (fillagrine, loricrine, involucrine) ®. Des lipides sont également
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présents dans les cellules et dans les membranes cellulaires. La cohésion des cornéocytes est

assurée par des jonctions appelées cornéodesmosomes.

Les espaces intercornéocytaires dans le SC des mammiféres sont caractérisés par des dimensions
inférieures & 100 nm. Dans les sillons formés entre des amas de cornéocytes, les ouvertures
peuvent atteindre le micromeétre, tout comme dans les couches superficielles desquamantes et
les régions les plus profondes °. La matrice lipidique remplissant les interstices entre les
cornéocytes est composée d’un mélange de lipides en ratio quasi équimolaire : des céramides,
des acides gras libres et du cholestérol. Du sulfate de cholestérol est également présent.
Différentes classes d’acides gras libres et de céramides sont présentes et différent selon la
longueur de leurs chaines carbonées®. Bien qu’il n’y ait pas de phospholipides, ces lipides

s’ordonnent sous forme de phases lamellaires ®.

La matrice lipidique n’est toutefois pas une phase homogene contrairement a ce que peut laisser
penser le schéma classique simplifi¢ de « briques et mortier ». En effet, deux types de phases
lamellaires sont présents dans le SC humain : une phase lamellaire de périodicité de 13 nm
contenant une région centrale fluide et deux régions adjacentes moins fluides (« broad-narrow-
broad sequence ») et une phase lamellaire avec une périodicité de 6 nm ° (Figure 1.3). A
I’intérieur de ces phases, les lipides s’organisent latéralement principalement dans une structure
orthorhombique dense et organisée, mais peuvent également s’arranger dans une structure
hexagonale moins dense, voire dans une structure liquide désorganisée (Figure 1.3). La
composition lipidique de la matrice extracellulaire et sa conformation assurent les propriétés
d’imperméabilité (fonction barriére) de la peau °; la structure orthorhombique permettant la plus
forte résistance a I’absorption cutanée et la structure liquide permettant la meilleure

perméabilité.

Le SC est produit en continu, ce qui nécessite également son ¢limination par desquamation pour
garder constamment la méme épaisseur . Le SC se renouvelle complétement en 2 a 4 semaines,
notamment par [’action d’enzymes protéolytiques qui dégradent graduellement les

cornéodesmosomes 8.
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Figure 1.3 Organisation lipidique dans le stratum corneum humain. 1) Le stratum corneum est
la couche supérieure de 1’épiderme et 2) est constitué de cornéocytes dispersés dans une matrice
lipidique (modele brique et mortier). 3) Les lipides intercellulaires sont arrangés sous forme de
phases lamellaires, qui ont une courte ou longue périodicité (d). Les bicouches peuvent
s’arranger selon trois organisations latérales : orthorhombique, hexagonal ou liquide
désordonnée.®

1.1.1.1.2 L’épiderme viable
Situé directement sous le SC, 1’épiderme viable est composé d’une succession de couches de
kératinocytes vivants qui différent selon leur stade de différenciation. Des mélanocytes, des
cellules de Langherans et des cellules de Merkel (role de récepteur sensoriel) sont également
présents. Contrairement au SC trés peu riche en eau, I’épiderme viable est composé a 70 %

d’eau, nécessaire au fonctionnement des cellules.

A 1a base de I'épiderme viable se trouve la jonction dermoépidermique (ou membrane basale)

qui est une région acellulaire délimitant 1’épiderme du derme.

A partir de cette membrane basale se situe la couche cellulaire basale (stratum basale, couche
germinative), constituée de cellules souches épidermales qui se divisent pour former les

kératinocytes qui migreront vers les couches supérieures durant le processus de différenciation
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terminale. Les cellules de la couche basale adhérent a la membrane basale par le biais

d’hémidesmosomes.

Présente au-dessus de la couche basale, la coupe épineuse (stratum spinosum, SS) contient des
kératinocytes qui ne peuvent plus proliférer. Ces kératinocytes sont liés entre eux par des

desmosomes. Les cellules commencent a s’aplatir dans les couches supérieures du SS.

Située au-dessus du SS et juste en dessous du SC, la couche granuleuse (SG) contient des
kératinocytes présentant, dans leur cytoplasme, des granules de kératohyaline, nécessaires a
I’agrégation des filaments de kératine. En plus des organelles typiques des cellules, les
kératinocytes de cette couche présentent des corps lamellaires (corps d’Odland) enrichis en
lipides (phospholipides, cholestérol, glucosylcéramides). A Iinterface SG/SC, les corps
lamellaires fusionnent avec la membrane plasmique des cellules granuleuses, pour libérer leur
contenu lipidique dans les espaces intercellulaires, formant ainsi la matrice lipidique du SC. Une
enzyme spécialisée, présente dans les corps lamellaires, convertit les lipides des corps

lamellaires en lipides du SC. 7> 1112

1.1.1.1.3 Le derme
Le derme est la couche de la peau la plus épaisse (1-3 mm) et est situé sous 1’épiderme. Il
représente 7% du poids total du corps et est composé de deux parties appelées derme papillaire
(1/5° du derme) situé sous la jonction dermoépidermique, et derme réticulaire ou chorion (4/5¢

du derme).

Il s’agit d’un tissu conjonctif formé principalement de fibroblastes dispersés dans une matrice
extracellulaire. Cette matrice extracellulaire, synthétisée par les fibroblastes, est formée d’un
réseau interconnecté de fibres de collagénes et de fibres élastiques (composées de fibrilline et
¢lastine) déposées dans une substance interstitielle, dite fondamentale. La substance
fondamentale est un gel visqueux composé d’eau et de différentes macromolécules : collagéne
non fibreux, protéoglycannes (glycosaminoglycanes (GAG) associés a des protéines) et
glycoprotéines de structure. Les principaux GAG sont I’acide hyaluronique, le sulfate de
chondroitine, le sulfate de dermatane, et le sulfate de kératane qui assurent la rétention d’eau

dans le derme. Le derme est le support des annexes cutanées (follicules pileux, glandes sébacées,

11
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glandes sudoripares) et contrairement a 1’épiderme, il contient des vaisseaux sanguins, des

vaisseaux lymphatiques, des nerfs et des récepteurs nerveux (Figure 1.1).

Par cette structure, le derme joue les roles de tissu de soutien assurant la protection mécanique
de la peau, de tissu sensoriel, de réservoir d’eau, de nutrition de 1’épiderme par diffusion, et

posséde également un role dans les réponses inflammatoires et immunitaires. '

1.1.1.1.4 L’hypoderme
L’hypoderme, également appelé tissu sous-cutané, forme la jonction entre le derme et les
membranes entourant les organes. Il s’agit d’un tissu conjonctif graisseux formé
majoritairement d’un réseau de lobules d’adipocytes. D’autres cellules le composent également
telles que des cellules immunitaires, inflammatoires, et des fibroblastes . L hypoderme est un
tissu de stockage énergétique assurant également un role de soutien et d’isolation thermique. La
part massique de ce tissu dans la totalité¢ du poids corporel varie selon I’age, le mode de vie, les

prédispositions génétiques et le sexe.

1.1.1.1.5 Les annexes cutanées

Les follicules pilo-sébacés

Les follicules pilo-sébacés sont des invaginations de I’épithélium épidermique s’enfongant
verticalement jusque dans le derme, dans lesquelles le poil/cheveu se développe (entre 15 et 120
um de diametre) (Figure 1.1). Les follicules sont présents sur toute la surface du corps avec des
densités variables (entre 20 et 300 follicules/cm? '%), excepté sur la paume des mains et la plante
des pieds, et représentent 0,1 % de la surface cutanée. Une couche cornée intacte recouvre la
partie haute du follicule, comme pour les régions cutanées interfolliculaires. Cependant, la partie
plus profonde de linfundibulum possede une couche cornée incompléte, et donc, plus
perméable. Chaque follicule est associé a une ou plusieurs glandes sébacées et peut également
étre associé a des glandes sudoripares apocrines. Ils sont également associés a un réseau dense
de capillaires sanguins qui les nourrissent. A proximité de la région folliculaire est localisée une
variété de types cellulaires, notamment des cellules souches, des cellules immunitaires et des

mélanocytes 17,
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Les glandes sébacées

Les glandes sébacées, localisées dans le derme et constituées de cellules sébacées (sébocytes),
sont des glandes acineuses en grappes (Figure 1.1), qui ont pour principale fonction de sécréter
le sébum (voir partie /.1.1.1.6 Microenvironnement de la surface cutanée) dans le canal du
follicule pileux. Elles sont présentes sur toute la surface de la peau, sauf sur la plante des pieds
et la paume des mains, avec une densité et une taille plus importante sur le cuir chevelu, le front,

les joues et le menton. La taille des glandes sébacées augmente également avec I’age de

I’individu '8.

Les glandes sudoripares

Les glandes sudoripares, de structures tubulaires enroulées (Figure 1.1) sont responsables de la
sécrétion de la sueur (voir /.1.1.1.6 Microenvironnement de la surface cutanée), mais aussi de
certaines hormones. Comme les glandes sébacées, ce sont des glandes exocrines puisque la
sécrétion est libérée via un conduit a la surface extérieure de la peau. Elles sont classifiées selon
le mode de sécrétion : eccrine, apocrine ou apoeccrine. Les glandes eccrines sont actives depuis
la naissance sur toute la surface cutanée du corps humain (1.6 a 4 millions de glandes avec une
densité moyenne de 200 glandes/cm?. Les grandes apocrines, elles, ne s’activent qu’a la puberté
et sont associées aux follicules pileux dans les régions axillaires et urogénitales. La sécrétion se
fait dans le canal du poil. Les glandes apoeccrines, finalement, sont des types de glandes,
mélangeant les fonctions eccrines et apocrines, qui se retrouvent également dans les zones

pourvues de follicules pileux "

1.1.1.1.6  Microenvironnement de la surface cutanée
Le sébum, la sueur, I’eau provenant des couches profondes de la peau (perte insensible en eau)
et le microbiome cutané contribuent au microenvironnement de la surface de la peau en formant

une émulsion eau/huile appelée film hydrolipidique de surface.
Le sébum

Le sébum est formé d’un mélange de lipides relativement non polaires provenant de la lyse de
sébocytes matures synthétisés par les glandes sébacées (triglycérides, cires, squaléne, esters de

cholestérol, et cholestérol libre), et a pour rdle principal de maintenir I’hydratation de la peau.
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La synthése et la libération de lipides depuis les glandes sébacées nécessitent plus d’une
semaine®’. Les proportions et la concentration de chacun des constituants dépendent des
especes, de 1’age et des pathologies cutanées. L’acné, par exemple, est caractérisée par une

hyperséborrhée et une modification de la composition lipidique 2°.
La sueur

La sueur, sécrétée par les glandes sudoripares citées précédemment, est une solution saline
diluée dérivée du plasma sanguin que I’on retrouve a la surface de la peau, sécrétée notamment
pour réguler la température corporelle. Elle contient principalement des espéces salines
(chlorure de sodium, chlorure de potassium, bicarbonate de sodium) et d’autres composés
organiques tels que les ions lactates, I'urée et ’ammoniac. Des enzymes protéolytiques sont
¢galement présentes. La concentration des solutés présents dans la sueur est dépendante du taux

de transpiration *!

et de certaines pathologies. Par exemple, la concentration en chlorure de
sodium dans la sueur chez les personnes atteintes de mucoviscidose est beaucoup plus
importante que chez les personnes saines 2. La sueur apocrine est également composée de

lipides, protéines et stéroides '°.

Le microbiome cutané

En tant qu’interface avec 1’environnement extérieur, la peau est également colonisée par un
milieu de microorganismes tels que les bactéries, les champignons, les virus et les acariens.
Ceux-ci se retrouvent dans le film hydrolipidique a la fois en surface de la peau, mais aussi en
profondeur dans les follicules pileux et les glandes. Les caractéristiques du microbiome cutané
dépendent de facteurs endogenes liés a I’hote comme 1’age, le sexe et la zone anatomique. En
effet, ces facteurs conditionnent certaines caractéristiques de la peau comme le pH acide, la
densité de glandes sébacées, I’humidité et la température, reconnues comme ayant un role
important dans la formation de la flore microbienne. Des facteurs exogénes liés a
I’environnement sont également liés au microbiome cutané, tels que les traitements
antibiotiques, les vétements ou les produits d’hygiéne cutanée. Les microorganismes
symbiotiques de la flore cutanée jouent un role dans la protection de 1’organisme contre

I’invasion de pathogénes. La prolifération de certains microorganismes commensales semble

14



Chapitre | — Introduction Générale

néanmoins contribuer a la majorité des maladies de la peau, bien que les mécanismes ne soient

pas tous réellement définis 2.

La perte insensible en eau

La perte insensible en eau est la quantit¢ d’eau provenant du derme par diffusion passive a
travers I’épiderme jusqu’a la surface de la peau ou elle s’évapore. Ce flux dépend du taux

d’humidité et de I’intégrité de la barriére cutanée **.

Le manteau acide

Le pH de la surface de la peau se situe généralement entre 5,4-5,9 et dépend de I’age, de la
couleur de la peau, de la région anatomique, des agents nettoyants et des conditions
inflammatoires de la peau ?°. Le manteau acide de la peau est principalement le résultat de
sources endogenes telles que les acides gras libres du sébum. D’autres mécanismes endogénes
sont également responsables du pH acide de la peau : acidification des domaines extracellulaires
a linterface SG/SC par les protéines antiports' sodium-hydrogéne, libération d’acide gras par
les phospholipases sécrétoires, génération d’acides polycarboxyliques par la déimination
d’acides aminées de la filaggrine, persistance et extrusion des granules de mélanine a I’interface
SG/SC, et hydrolyse du sulfate de cholestérol. L’acidité de la peau assure la défense
antimicrobienne de la peau, mais a également un rdle sur la perméabilit¢ de la barricre
¢pidermale (synthése des céramides, cohésion, intégrité et desquamation du SC) et sur

I’activation des cytokines pro-inflammatoires °.

La température cutanée

La température de la surface de la peau est de 32°C en moyenne, et dépend également de facteurs

propres a I’individu et de facteurs environnementaux.

1.1.1.2  Fonctions de la peau.
La peau est I’organe le plus versatile du corps humain. Sa fonction premiere est la protection de
I’organisme vis-a-vis de I’environnement extérieur grace a des fonctions barriéres mécaniques

(résistance aux chocs, aux pressions, a la déformation, adhésion), chimiques (empéche la

I Co-transporteur permettant de transporter deux ou plusieurs solutés dans des directions opposées
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pénétration de substances étrangéres, la perte de fluides et permet la résistance aux UV),

microbiologiques, et thermiques, et par sa capacité d’« autoréparation ».

Elle assure un role d’échange en permettant les échanges thermiques par la sueur et la perte
insensible en eau et assure un rdle métabolique (synthése de vitamine D nécessaire a
I’ossification, conversion de la testostérone). La peau est également dotée de ses propres
propriétés immunologiques (réactions allergiques) et est le siege de la perception d’une grande
quantité d’informations venant du monde extérieur par I’innervation sensitive. Par ailleurs, la
condition de la peau joue un rdle social et psychologique trés important puisqu’elle est en partie

responsable de 1’aspect physique extérieur.*

1.1.2 Mécanismes de diffusion de molécules dans la peau
1.1.2.1  Aspects théoriques
Lorsqu’une substance (perméant) est déposée sur la peau a partir d’un véhicule, elle peut, selon
ses propriétés physico-chimiques, passer a travers le SC. Le passage d’un perméant a travers le

SC de la peau implique 1) le partage entre le véhicule et le SC et 2) la diffusion dans le SC.

Le partage d’un perméant entre deux milieux est défini par le coefficient de partage P, exprimé
par le ratio des concentrations dans chaque milieu. Dans le cas du partage du perméant entre le

véhicule et le SC, le coefficient de partage peut s’exprimer selon I’équation 1.1 suivante :

P = £ (Equation 1.1)
Cy

Avec C; la concentration du perméant a la surface du SC (ou d 'une membrane) et C,, la concentration du perméant
dans le véhicule. Les concentrations C, et C, peuvent étre exprimées en mol.m™; le coefficient de perméabilité P
s 'exprime sans unités.

Le plus simple moyen de modéliser la diffusion d’un perméant dans le SC (ou les autres couches
de la peau), est de le considérer comme une membrane lipidique inerte. La diffusion des
perméants a travers une membrane est un processus passif basé sur le gradient de concentration

de la région la plus concentrée a la région la moins concentrée.

Le taux de perméation peut étre exprimé comme un flux, c’est-a-dire, comme une quantité de
perméant par unité de surface et par unité de temps. Selon la premiere loi de Fick, ce flux est
proportionnel au coefficient de diffusion D du perméant dans le milieu et du gradient de

concentration selon I'axe x (Equation 1.2)
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ac .
J=-D o (Equation 1.2)
Le flux J peut s exprimer en mol.m>.s™, avec D en m’.s™, 0C en mol.m™ et dx en m.

Ainsi, a I’état d’équilibre, pour une membrane d’épaisseur h et des concentrations C; et C de
part et d’autre de la membrane (a x = 0 et x = h, selon l'axe x), le flux peut s’exprimer selon

I’équation 1.3 suivante.

Jeq = = (€1 — C;) (Equation 1.3)

Le flux J.q peut s exprimer en mol.m™. s, avec D en m’.s™, C; et C, en mol.m>et h en m.

La concentration C; a la surface de la membrane (x=0) dépend du coefficient de partage P du
perméant entre le véhicule et la membrane (Equation 1.1). De plus, si le perméant est a une
concentration maximale a x=0 et que des conditions « sink» sont présentes a x=h (Cz
négligeable devant C,), alors le flux dans le SC peut s’exprimer sous la forme de I’équation 1.4

suivante :

P.D

]eq :T CV

Jeq = Kp Cy (Equation 1.4)

Kp est le coefficient de perméabilité et peut s exprimer en m.s™.

Apres diffusion du perméant dans le SC, un deuxiéme partage se produit alors entre les lipides
du SC et les tissus hydrophiles sous-jacents (épiderme viable et derme). Les molécules peuvent
ensuite diffuser dans les couches viables de la peau. Les caractéristiques de la perméabilité sont
différentes puisqu’il s’agit d’'une seconde membrane avec des propriétés différentes de celles du

SC.

1.1.2.2  Voies de passages dans le stratum corneum
En condition sink, la diffusion a travers le SC est I’étape limitante pour la perméation des
molécules dans la peau (diffusion dans les lipides, adsorption a la kératine des cornéocytes)?’.

Dépendamment des propriétés des molécules, de la formulation et de la structure de la barriére

17



Chapitre | — Introduction Générale

cutanée, plusieurs voies de pénétration dans la peau interviennent : la voie intercellulaire, la voie

transcellulaire, et la voie empruntant les annexes cutanées (Figure 1.4).

Appendage )
(hair follicle, Drug formulation Cofneoc,yte
sweat duct) (‘brick’)
- ] S — ~— —
S| | e R < Stratum
= : T Geaa corneum
e |
y

\J Extracellular matrix

¥
@ (b (c) (mortar’)

Figure 1.4 Voie de pénétration des substances actives dans la peau (stratum corneum). a) voie
des annexes cutanées, b) voie transcellulaire, c) voie intercellulaire. 2

La voie intercellulaire est la voie de diffusion privilégiée pour les substances actives lipophiles.
Dans ce cas, les molécules empruntent le chemin tortueux de la matrice lipidique sans traverser

les cellules (Figure 1.4 ¢) %8,

La voie transcellulaire est la voie de diffusion pouvant étre empruntée par les substances
actives hydrophiles qui traversent les cornéocytes, ceux-ci étant remplis de kératine trés
hydratée. Néanmoins, cela nécessite une alternance de partage a travers les domaines

hydrophiles des cellules et la matrice lipidique (Figure 1.4 b) %8,

En formant des défauts dans la continuité de la peau, les annexes cutanées (follicules, conduits
sudoripares) sont également une voie de diffusion des molécules (Figure 1.4 a). Cette voie a
été longtemps considérée comme négligeable puisque la proportion de la peau couverte par des
follicules est seulement de 0,1 % environ **. Néanmoins, elle prend une importance lorsque les
molécules sont appliquées sur des zones riches en follicules, comment le front par exemple, ou
la surface de 'infundibulum représente jusqu’a 13,7 % de la surface cutanée. Par ailleurs, les
molécules qui pénétrent dans les follicules peuvent atteindre le derme et I’épiderme viable plus

facilement en raison de la barriére incompléte du SC dans 1’infundibulum 3.
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1.1.2.3  Propriétés physico-chimiques des substances influengant leur absorption
dans la peau

La peau est une barriére sélective a la pénétration passive de molécules. Les propriétés physico-

chimiques de ces molécules contrdlent le processus de partage/diffusion.

Coefficient de partage

Le coefficient de partage (souvent exprimé par le 1ogPoctanoleau) de la substance caractérise le
partage 1) entre son véhicule et le SC (Equation 1.1) et 2) entre le SC et les couches hydrophiles
sous-jacentes. Ainsi pour pénétrer dans les couches viables de la peau, la substance doit pouvoir
se partager a la fois en faveur des domaines lipophiles du SC pour pouvoir quitter son véhicule,
et dans les milieux hydrophiles de 1’épiderme viable pour quitter le SC. Un équilibre entre une

solubilité dans les lipides et dans 1’eau est donc favorable a une absorption systémique.

Taille/Masse moléculaire

Selon la loi de Stokes-Einstein, le coefficient de diffusion dépend de la taille de I’objet diffusant.
En analysant a la fois les composés provoquant des dermatites allergiques et les molécules
utilisés dans les traitements topiques/transdermiques, il a été proposé¢ que I’absorption de
molécules a travers la peau humaine saine décroit rapidement lorsque la masse molaire

(indicatrice de la taille) est supérieure a 500 daltons °.

Degré d’ionisation

Le flux de perméation dans la peau dépend du degré d’ionisation du perméant puisque
I’ionisation influence a la fois la solubilité et le partage. Une espéce ionis€e a un plus faible
coefficient de perméabilité qu’une espeéce non ionisée puisque le coefficient de partage entre les
milieux hydrophobes et hydrophiles est plus faible. Néanmoins, la plus faible perméabilité des

espéces ionisées peut étre compensée par une solubilité accrue dans 1’eau (et dans le véhicule?®)
30
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D’autres propriétés caractéristiques des perméants influencent également la perméation des
molécules dans la peau, telles que le point de fusion ou le nombre d’atomes disponibles pour

former des liaisons hydrogéne !

La regle des 5 de C.A Lipinski, développée pour expliquer la diffusion passive de molécules a
travers les barrieres biologiques, s’applique également pour la diffusion dans la peau et spécifie
qu’une pauvre absorption ou perméation est attendue si la masse molaire >500, le logP >5, le
nombre de donneurs de liaisons hydrogéne >5, et le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene

>10 2
1.1.3 Améliorer la diffusion par la voie cutanée

Une condition essentielle a I’efficacité des formulations pharmaceutiques relatives a la voie
cutanée est de maximiser le taux d’absorption des substances actives dans la cible cutanée, i.e,
dans des cellules spécifiques de la peau, pour des formulations topiques, ou dans la circulation
systémique, pour des formulations transdermiques. Cependant, la structure dense, lipidique et
ordonnée de la couche supérieure de la peau, le SC, forme une barriére restreignant
drastiquement la pénétration des substances exogenes a celles qui posseédent les caractéristiques
idéales, telles qu’une masse molaire inférieure a 500 Da, une bonne solubilité dans les milieux
aqueux et lipidiques et un logP compris entre 1 et 3. Ces propriétés restrictives se reflétent par
le nombre trés faible de molécules disponibles pour les traitements commerciaux

transdermiques (il en existe une quinzaine actuellement?>3%)

Pourtant, un grand nombre de substances intéressantes a délivrer par la voie cutanée pour des
traitements topiques, transdermiques ou vaccinaux ne possédent pas ces caractéristiques idéales.
C’est notamment le cas des petites molécules trop hydrophiles ou trop lipophiles, des peptides,
des protéines, des vaccins, ou encore du matériel génétique (ADN, petit ARN interférant). Faire
pénétrer ces substances est donc un vrai défi de formulation et un véritable enjeu
pharmaceutique. De plus, il est également trés souvent nécessaire d’augmenter I’absorption des
molécules actives ayant de bonnes caractéristiques de pénétration afin que I’absorption cutanée

soit suffisante pour exercer 'action thérapeutique sur la cible.
p peutiq

D’apres I’équation 1.4 (voir partie /.1.2 Mécanismes de diffusion de molécules dans la peau),

le flux d’une substance a travers une couche de la peau dépend de son coefficient de diffusion
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dans cette couche, de sa concentration effective et de son partage entre le véhicule/SC ou entre

les différentes couches.

Une amélioration du transfert d’une molécule a travers la peau et notamment le SC peut ainsi

étre induite par différentes techniques :

e Formulation des substances permettant d’obtenir une diffusion maximale par
sursaturation (diffusion passive)

e Utilisation de promoteurs d’absorption permettant de moduler la diffusion-partage-
solubilisation des substances dans la peau (diffusion passive, avec une possible altération
de la fonction barriere)

e Application de forces physiques permettant d’améliorer la diffusion dans le SC
(diffusion active, avec une possible altération de la fonction barriere)

e Utilisation de nanovecteurs

1.1.3.1  Sursaturation

Une stratégie permettant d’augmenter passivement le flux de perméants dans la peau est
I’utilisation de solutions sursaturées en perméants. Cette stratégie a été proposée a cette fin

depuis les années 1960 par Higuchi *°.

En effet, le coefficient de partage P entre le véhicule et la membrane, utilis¢ dans 1’équation
1.1 (partie 1.1.2), peut également s’exprimer comme le rapport entre la concentration dans la
membrane a saturation Cns et la concentration dans le véhicule a saturation Cys Ainsi,

I’équation 1.4 peut s’exprimer sous la forme suivante (Equation 1.5) :

Jeq = % % Cins (Equation 1.5)

. : C . s .
Le flux est donc directement proportionnel au rapport C—", pouvant étre défini comme le ratio de
v,S

. . . yq C g
saturation. Une sursaturation de la substance active dans son véhicule (C—" > 1), ¢’est-a-dire une
v,S

concentration de la substance active supérieure a sa limite de solubilité, a donc pour effet de

maximiser le flux percutané.
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Différentes solutions ont été proposées pour favoriser la sursaturation telles que 1’utilisation de
co-solvants (addition d’un solvant permettant de diminuer la solubilité¢) ou I’évaporation de
solvants (augmentation de la concentration) in situ apres déposition sur la peau. Néanmoins, les
systémes sursaturés souffrent d’une trés faible stabilité en raison de la cristallisation induite par
la rupture de 1’équilibre métastable. L.’addition d’excipients comme des polymeéres hydrophiles

est donc nécessaire pour éviter la formation de cristaux.*®

1.1.3.2  Promoteurs d’absorption

Des promoteurs chimiques d'absorption peuvent étre utilisés pour favoriser la perméation des
substances actives dans la peau. Les mécanismes d’action de ces promoteurs sont basés sur la
théorie de Diffusion-Partage-Solubilisation *’3%, Les structures de promoteurs d'absorption

couramment utilisés dans les formulations cutanées sont présentées dans la figure 1.5 suivante.

0
OH CELO/\F/\CHQ
CH3CHZOH A OH CHs

HsC™ >CHy

Ezharal lsemrapancl Cictyl salicylate

O CHs OH

CH3(CHa)11CHs™ ~O” “CHs Hac)\’OH HO™ ™~ cH,

Isoprapy| myrstate Propylene ghycal Transcutal

O O

1]
CH3(GH2}3CH2/=\/\/\/\)LOH HyC” S CH,

il acid Dirmethyl sulphoxide

Figure 1.5 Structures chimiques de principaux promoteurs chimiques d’absorption cutanée *’

La diffusion peut étre facilitée en raison d'interactions spécifiques entre le promoteur et les
constituants de la peau. Les promoteurs peuvent favoriser la diffusion par une déstabilisation
des structures lipidiques (fluidisation des bicouches lipidiques, extraction de lipides) et/ou des
interactions avec la kératine intracellulaire (dénaturation ou modification de la conformation de
la kératine, gonflement et hydratation). Les interactions avec les constituants de la peau sont les
mécanismes  privilégiés des alcools (éthanol, isopropanol), de I'Azone® (1-
dodécylazacycloheptan-2-one), du diméthylsufoxyde (DMSO), des esters de benzoate, des

acides gras (acide oléique) et de certains tensioactifs "%, Une hydratation intense (occlusion
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ou agents hydratants) de la peau est le moyen le plus naturel pour causer un effet promoteur
d’absorption, grace au gonflement des cornéocytes et a la formation de vésicules aqueuses dans

les régions intercellulaires.®

Les promoteurs d'absorption peuvent également agir sur le partage-solubilisation des perméants
dans la peau, comme c'est le cas du Transcutol® (monoéthyléther de diéthyléne glycol), des

glycols (propyléne glycol), du DMSO, et des esters d'acide gras (isopropyl myristate).3’3®

En raison de la déstabilisation de la structure cutanée, certains promoteurs d’absorption peuvent
induire de la toxicité et de 'irritation cutanée. De faibles concentrations dans la formulation

sont donc préférables pour limiter I’apparition d’effets secondaires.

1.1.3.3  Application de forces physiques

Diftférentes technologies de diffusion actives ont été développées dans le but d’étendre la gamme
de molécules pouvant étre délivrées dans la peau, i.e. des molécules trés hydrophiles ou des
macromolécules. Ces techniques utilisent des forces physiques pour franchir la barriére cutanée,

comme des énergies acoustiques, ¢lectriques, laser, et des fortes pressions.

La technique de I’iontophorese (Figure 1.6) est fondée sur I’application d’un faible courant
¢lectrique a travers la peau pour aider a la pénétration de molécules contenant des groupements

ionisables “°.

La sonophorese (Figure 1.6) utilise des ultrasons de faible fréquence pour perturber

I’empilement des lipides du SC par cavitation acoustique *'.

L’¢lectroporation (Figure 1.6) est une technique utilisant des impulsions ¢électriques de haute
tension pour induire des perturbations transitoires des bicouches lipidiques de la barriére
cutanée. La diffusion profonde des substances actives est favorisée par la perméabilisation du

SC en raison de la création de canaux aqueux transitoires et de ’effet électrophorétique *.

La technique de microporation laser (Figure 1.6) repose sur I’exposition de la peau a un
rayonnement laser. L’exposition au laser permet d’exciter les molécules d’eau de la peau,
causant une surchauffe rapide et leur évaporation explosive, ce qui permet une micro-ablation

du SC et la formation de micropores dans la peau *°.
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Finalement, les patchs de microaiguilles (Figure 1.6), composés d’aiguilles de 10-2000 pm de
longueur et 10-50 pm de largeur, permettent la micro-perforation de la peau afin de faire
pénétrer directement les composés dans le derme via les micropores formés. Les microaiguilles
peuvent avoir différentes compositions chimiques et différentes structures (aiguilles solides,
aiguilles recouvertes d’une substance active, aiguilles se dissolvant dans la peau, aiguilles

remplies de substances actives) *.
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Figure 1.6 Méthodes physiques pour améliorer la diffusion des substances actives dans la
45
peau

1.1.3.4  Les nanovecteurs

L’utilisation de systémes nanoparticulaires transportant des substances actives en leur cceur, a
été récemment proposée pour moduler et/ou améliorer le transport des substances actives dans
la peau, en plus de permettre leur formulation, et leur protection. Les différents types des
vecteurs, leurs applications potentielles ainsi que les différents types de mécanismes de
promotion de la pénétration proposés pour les nanovecteurs sont présentés dans la partie

introductive suivante /.2 Les systemes nanoparticulaires pour la voie cutanée.
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1.2 Les systemes nanoparticulaires pour la voie cutanée
1.2.1 Les nanotechnologies et I’administration de médicaments
1.2.1.1  Mise en contexte

La nanotechnologie peut étre définie comme 1’ingénierie de matériaux a I’échelle nanométrique
pour des applications techniques ou scientifiques®®. En sciences pharmaceutiques, les
nanotechnologies sont utilisées pour modifier la biodisponibilité des médicaments dans
I’organisme. Leur développement est en plein essor depuis les derni¢res dizaines d’années. Elles
ont pour but d’augmenter potentiellement les rapports bénéfices/risques des traitements, c’est-
a-dire améliorer I’efficacité des traitements tout en diminuant leurs effets secondaires
indésirables. Outre I’aspect thérapeutique, les nanotechnologies sont également utilisées a des

fins de diagnostic *’ ou pour augmenter les propriétés mécaniques de biomatériaux composites
48

Les nanovecteurs sont des nano-objets destinés a véhiculer une molécule d’intérét dans
I’organisme. La norme ISO (27687 : 2008) définie I’expression « nano-objet » comme un
matériau dont une, deux ou les trois dimensions externes sont a la nano-échelle, ¢’est-a-dire
comprise entre 1 et 100 nm * (Figure 1.7). Dans le langage courant, les vecteurs de tailles

submicroniques, i.e. < 1 um sont également souvent définis comme étant des nanovecteurs.

Molécule . . g Cellule
d’eay Clucose Anticorps Virus Bactérie A
ar 4 -
B Ve e
1071 1 10 10? 10° 10* 10°
Mano-objets Nanométres

Figure 1.7 Comparaison de la taille des nano-objets a celle des principales structures
biologiques. Figure adaptée de *°

Le concept de vectorisation repose sur 1’association d’une molécule d’intérét a un systeme
particulaire de propriétés physico-chimiques spécifiques, afin que le devenir de la molécule ne
dépende plus uniquement de ses propres propriétés physico-chimiques, mais dépende de celles

5

du systéme particulaire associé¢ °'. En effet, le site d’action de la molécule d’intérét dans

I’organisme est souvent séparé du site d’administration par des barrieres biologiques, chimiques,
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physiques ou enzymatiques et de nombreuses molécules d’intérét sont caractérisées par des

propriétés physico-chimiques non favorables au passage de ces barricres et/ou a leur

formulation. Cela est notamment le cas des molécules trop hydrophiles (Log P < 0) ou au

contraire trop peu solubles dans 1’eau (Log P > 3), des molécules biologiques volumineuses

(Mw > 500 g/mol) (protéines, peptides, acide nucléiques) et/ou fragiles (sensibles a la lumiére,

I’oxydation, I’humidité).

La stratégie de vectorisation utilise plusieurs concepts permettant d’augmenter la

biodisponibilité des substances actives :

a)

b)

d)

La solubilité. Les nanovecteurs permettent tout d’about d’augmenter la solubilité
apparente de la substance active dans la formulation et/ou dans le milieu de 1’organisme
grace a une incorporation de la substance active dans la matrice du vecteur. La substance
active est alors présente dans les nanovecteurs, eux-mémes dispersés dans un liquide.
Cette incorporation est communément dénommée sous le terme d'encapsulation et son
efficacité est dépendante des propriétés physico-chimiques du vecteur, de celles de la
molécule a encapsuler et de la méthode de préparation.

La dégradation/le métabolisme. Les molécules d’intérét, étant encapsulées dans la
matrice des vecteurs, pourront étre, a priori, moins sensibles, voire insensibles a la
dégradation a la fois dans la formulation pendant le stockage et dans les milieux
biologiques.

La distribution. La vectorisation des substances actives peut dans certains cas moduler
leur passage a travers les barrieres (tissulaires ou cellulaires) qui les séparent de leur site
d’action

Le ciblage. Les nanovecteurs peuvent par exemple s’accumuler préférentiellement dans
les cellules tumorales par ciblage passif, en raison de I’effet rétention et perméation
augmentée (« EPR effect ») dans les tumeurs. Un ciblage actif plus précis peut également
étre obtenu si des ligands spécifiques aux récepteurs des cellules cibles, sont mis a
disposition a la surface des nanovecteurs.

L’élimination. Encapsulée dans un nano-objet de plusieurs dizaines de nanometres, la
molécule ne devient plus sujette a la filtration rénale. Néanmoins, dépendamment de

leurs propriétés physico-chimiques, les nanovecteurs peuvent €tre reconnus par le
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systéme immunitaire, conduisant ainsi a leur phagocytose, et donc a diminuer leur temps
de circulation.

f) La toxicité. Les propriétés de ciblage combinées a une diminution de la dose nécessaire
en raison d’une meilleure biodistribution, permettent de réduire la concentration

disponible dans les cellules non ciblées, limitant ainsi les effets toxiques possibl