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L’estimation n’a rien de rassurant : prés de 347 000 personnes devraient avoir un diagnostic de
cancer en 2009 en France, selon les prédictions de I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) rendues
publiques le 12 octobre dernier.

La dangerosité d’'un cancer dépend du stade auquel il est détecté ().

Tableau 1: Pourcentage moyen de survivants cinq ans aprés détection d'un cancer. Cas de
détection a différents stade d'évolution de la maladie et pour différents cancers .

Pourcentage de survivants 5 ans aprées
détection
Stade d’évolution Seins Ovaires | Estomac | Poumons
Stade 1 (tumeur<3cm) 100 93 78 47
Stade 2 (tumeur>3 cm mais toujours dans 'organe) | 92 79 58 26
Stade 3 (tumeur a essaimé les ganglions | 67 51 20 8
lymphatiques)
Stade 4 (cancer a progresseé vers autres organes) 20 17,5 8 2

Les chances de guérison sont alors fonction de la rapidité de prise en charge (moins le cancer
est avancé, plus il est facile a éradiquer) et du type de traitement. Alors que la recherche dans le
domaine de la « Drug Delivery » révele des systémes de plus en plus prometteurs, les stratégies de
traitement auprés des patients sont restées majoritairement inchangées depuis ces trente dernieres
années : ablation chirurgicale de la tumeur suivie d’'une chimiothérapie et/ ou d’'une radiothérapie. La
chimiothérapie consiste en 'administration de médicaments qui détruisent les cellules malades et les
cellules saines. De ce manque de discernement résulte un certain nombre d’effets indésirables et
parfois traumatisants pour les patients.

Dans ce contexte, 'adressage de molécules d’intérét thérapeutique vers un tissu cible est un
défi majeur a relever en matiere de Drug Delivery. Depuis ces dix derniéres années, de nouvelles
technologies de ciblage son apparues faisant appel a I'imagerie médicale. L’objectif est de suivre le
cheminement du médicament dans le corps humain jusqu’'a la zone cible et de ne provoquer sa
libération qu’en cet endroit par lintermédiare d’un stimulus externe. Une statégie originale et
prometteuse pour y parvenir est d’utiliser les ondes magnétiques ou les ultra-sons -utilisés aujourd’hui
en imagerie médicale pour le diagnostic (IRM, Dopler, Ecographie...) et capables de provoquer des
échauffements locaux - couplés a une particule thermosensible. De ce fait, la recherche de vecteurs a
la fois capable de vivre suffisamment longtemps dans le corps pour atteindre la zone cible et réactifs a
des varaiations de températures supérieures a celles du corps humain a été lancée.

Cette thése s'inscrit dans le cadre d'un projet global de recherche pour I'établissement de
systemes capables a la fois de suivre et de didriger I'action d’un principe actif (approche aussi connue
sous le nom de théragnostique). L'idée est ici de développer un objet détectable par IRM via
l'incorporation d’agents de contraste et permettant le relargage contrélé d’'un principe actif par un

échauffement local de la tepérature (soit par US, soit par champs magnétiques).
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Dans ce contexte, I'objet de la thése a concerné [I'élaboration de vecteurs polyméres
thermosensibes, premiére étape de notre projet global. Pour ce faire, la thése s’est organisée autour
de trois principaux ojectifs :

1. L’élaboration d’une particule polymére biocompatible et thermosensible dans une gamme

de températures supérieures a la température corporelle,
L’étude I'imprégnation des vecteurs polymeres par un principe actif sous CO, supercritique,
La validation du comportement thermosensible du vecteur par I'étude du relargage in vitro

du principe actif imprégné en fonction de la température.

Le premier chapitre de ce document est consacré a une étude bibliographique sur la
pharmacocinétique de maniére a identifier les barriéres susceptibles de bloquer I'action d’'un vecteur

et d’élaborer le cahier des charges auquel devra répondre la nanoparticule polymeére.

Le second chapitre va présenter les résultats sur la synthése des vecteurs polyméres. Ces
vecteurs sont constitués d’un coeur de Poly (NorBornéne) (PNB), dont la T4 (35°C) peut étre modulée
par I'ajout d’'un agent réticulant de maniére a contréler la thermosensibilité du matériau, et d’'une
écorce de Poly (Oxyde d’Ethyléne) (POE), afin de prolonger la durée de vie du vecteur dans le corps
humain.

La technique de polymérisation mise en ceuvre pour élaborer ces vecteurs d’architecture coeur-
écorce est la « Ring-Opening Metathesis Polymerization » (ROMP) en dispersion. Par rapport aux
travaux antérieurs, nous avons principalements insisté sur l'incorporation d’'un agent réticulant du
PNB. Dans le but d’étudier l'influence des différents paramétres (POE, agent réticulant) sur les
caractéristiques des particules, un plan d’expériences a été réalisé permettant de déterminer les

conditions de synthése des vecteurs les plus adaptés a I'application visée.

Le troisieme chapitre de la thése va permettre d’appréhender, d’'ue part, le comportement de
sparticules PNB-POE en présence de CO, supercritique et, d’autre part, le systéme CO,-principe actif,

I'acide salicylique ayant été retenu comme molécule modéle.
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L’adressage de molécules d’intérét thérapeutique vers un tissu cible est un défi majeur
a relever dans le domaine de la « Drug Delivery ». Considérons une formulation
médicamenteuse conventionnelle de principe actif sous sa forme native et son administration
dans le sang, la Figure 1.1 - A présente les profils de dissolution de ce principe actif dans le
sang en fonction du temps dans le cas d’'une administration par voie orale ou intraveineuse.
Pour de telles situations, il est difficile de maintenir la concentration nécessaire a la thérapie
(dose thérapeutique) sur de longues périodes. Les possibilités offertes sont alors soit

d’augmenter la concentration administrée (Figure 1.1-B) ou de multiplier le nombre

d’administrations (Figure 1.1-B’).

., ‘T. @
Concentration rry
Intraveineuse @ ;
Orale » g
/{ .
;:'fe . Concentration
thérapeutique dans le sang
7
A t
i
Administration
L4
. Concentration au
Concentration niveau de la zone
dans le sang lésée

Figure 1.1: Profil de relargage de différents systémes thérapeutiques : (A) relargage de formulations
conventionnelles, (B) multiplication des doses administrées via des formulations conventionnelles, (C)
systémes a relargage prolongé dans le temps et (D) systémes a relargage ciblé.

La plupart du temps, ces techniques sont contraignantes pour le patient : injections
répétitives, concentrations élevées de principe actif capables d’entrainer des effets
secondaires... De plus l'action thérapeutique est non ciblée et s’adresse aussi bien aux

zones lésées qu’aux tissus sains.
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Afin de pallier aux limites des formulations conventionnelles, le vingti€me siécle a vu
naitre un intérét grandissant pour le développement de médicaments a relargage controlé.
Parmi ceux-ci, on peut citer les systémes a relargage prolongé de principe actif (sustained
release delivery) qui parviennent a maintenir sur un laps de temps contrdlé une
concentration thérapeutique de principe actif dans le plasma sanguin (Figure 1.1-C). Bien
que plus confortable pour le patient, ce type de systéme ne permet toujours pas de cibler
I'action du principe actif et, de ce fait, ne limite pas les effets secondaires possibles.

Les efforts de la recherche se tournent alors de plus en plus vers des stratégies de
ciblage ou encore « on-site release » thérapie (Figure 1.1-D). Le but ici est d’administrer un
médicament pouvant vivre suffisamment longtemps dans I'organisme pour atteindre I'organe
cible et de contrbler sa délivrance par un stimulus au niveau de la zone lésée. De tels
systémes permettraient alors de maximiser l'efficacité thérapeutique et de minimiser
'attaque de cellules saines situées dans des zones non malades. Ainsi, les efforts de la
recherche dans le domaine de la « Drug Delivery » se concentrent de plus en plus sur le
développement de nano-objets stimuli-sensibles. Différents stimuli sont envisageables parmi
lesquels les principaux sont le pH, I'application d’'un champ magnétique, les ultrasons ou

encore la température ['.

Ce projet de thése a concerné le développement et 'imprégnation par un principe actif
d’'un vecteur stimuli-sensible pour lequel la délivrance du médicament est contrbélée par la
température. Afin d’établir un cahier des charges du vecteur a élaborer, une étude
bibliographique sur la pharmacocinétique et sur les principaux vecteurs développés a ce jour

a été effectuée.

La pharmacocinétique a pour but d’étudier le destin in vivo des vecteurs particulaires
dans l'organisme. Leur parcours peut étre schématisé en quatre grandes étapes :

e L’absorption-résorption : I'absorption consiste en la prise du médicament alors que la
résorption est le processus par lequel le médicament passe dans la circulation générale
depuis son site d’administration.

e La distribution : ce processus consiste en la répartition du médicament de la circulation
sanguine vers différents compartiments de 'organisme.

e La biodistribution : la biodistribution est la transformation par une réaction enzymatique
d’'un médicament en un ou plusieurs métabolites actifs ou inactifs. De nombreux organes
peuvent réaliser ces transformations (rein, poumon, foie, estomac...).

e L’élimination du médicament : processus d’élimination du médicament et / ou de ses

métabolites de I'organisme peut étre réalisé par la sueur, la bile ou 'urine.
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Nous nous proposons de décrire plus en détails ces quatre grandes étapes dans la

suite de ce paragraphe.

1.1 Absorption-Résorption d’un médicament

Le vecteur peut étre injecté directement au niveau de la zone malade mais c'est
principalement au moyen de la circulation sanguine que le principe actif est transporté dans
I'organisme pour atteindre sa cible.

Il existe deux voies principales pour 'administration d’'un médicament :

les voies facilitant 'accés a la circulation sanguine (voies intraveineuse, intradermique,

sous cutanée, intramusculaire, intra-artérielle...),

les voies impliquant une muqueuse (voies orale, nasale, pulmonaire, oculaire et

vaginale).

Avant de voir quels sont les différents systémes développés a ce jour, nous allons
nous intéresser a la distribution d’'un médicament dans 'organisme. Une telle étude va nous
permettre d’identifier les différentes barriéres immunitaires pouvant limiter la bonne réception

d’un vecteur et de définir les premiéres exigences auxquelles notre systéeme devra répondre.

1.2 Distribution d’'un médicament dans I’organisme

La distribution d’'un médicament dans le corps humain est fonction d’'une part de
lirrigation des tissus et d’autre part des défenses dont dispose le corps humain contre les

corps étrangers.

1.2.1 Distribution et facteurs tissulaires

La circulation sanguine et les vaisseaux lymphatiques constituent un réseau de
transport pour les corps étrangers (distribution de nutriments, élimination de virus ou
administration de principes actifs). Ainsi, l'irrigation des tissus est un facteur limitant de la
distribution tissulaire pour différents éléments et leur concentration au niveau d’'un organe est
proportionnelle aux débits sanguins environnants ' :

- Les tissus les plus vascularisés sont le cceur, le rein, le foie, les poumons et les glandes
endocrinales. Etant ainsi plus facilement accessibles aux corps étrangers, ils présentent
un bagage immunitaire conséquent (voir paragraphe 1.2.2 de ce chapitre).

- La peau et les muscles sont moins vascularisés.

- Le tissu adipeux est aussi peu vascularisé, tout comme les os, les phanéres et les
ligaments. Ces tissus sont de potentiels lieux de stockage de corps étrangers de par leur
capacité a les tolérer au-dela des concentrations toxiques redoutées.

- Les zones tumorales sont aussi des lieux d’accumulation sélective de vecteurs

médicamenteux en raison d’une vascularisation accrue (elles produisent leurs propres
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vaisseaux sanguins) et d’'une perméabilité importante. Ce dernier phénomene est connu

sous le nom de EPR (pour Enhanced Permeability and Retention effect) ™.

1.2.2 Le systéme immunitaire

Le paragraphe suivant expose dans un premier temps les mécanismes en jeu régis par
le systéme immunitaire du corps humain suite a I'absorption d’un corps étranger de maniére
générale (nutriments, virus, principes actifs ou autres). Ensuite, de fagon plus particuliére, le
cas des vecteurs pharmaceutiques est traité avec une étude sur les facteurs (taille, état de

surface) permettant de limiter et / ou de retarder les actions du systéme immunitaire.

1.2.2.1 Quelques bases de 'immunologie
La fonction physiologique du systéme immunitaire est de prévenir si possible toute
infection et d’éradiquer les infections déclarées. Les tissus du systéme immunitaire sont
composés des organes lymphoides centraux (moelle osseuse, thymus, foie), sites de
maturation et de différenciation des cellules de l'immunité, et des organes lymphoides
périphériques (ganglions lymphatiques, rate, amygdales), site des réactions immunitaires.
L’ensemble de ces organes est connu sous le nom de Systéme Réticulo-Endothélial (RES)

ou Systéme des phagocytes nucléés (SPM) (Figure 1.2).

3§ thymus
:""‘IEH— moelle osseuse
[

LA | rate

ganglions lymphatiques

systéme lymphatique

[(| 2
| A =
.'\.l'}"-»,I
‘\\j-J'I :
el \\ |
[N A

Figure 1.2: Localisation des principaux organes du systéme réticulo-endothélial.

Les mécanismes de défense de I'héte se composent d’'une immunité naturelle,
responsable de la protection initiale contre les infections, et d'une immunité adaptative, qui

se développe plus lentement et met en ceuvre une défense tardive et plus efficace contre les

infections .

10



Chapitre 1 : Vecteurs thermosensibles pour la délivrance par hyperthermie locale

e [’immunité naturelle (quelques heures apres résorption)

La premiéere ligne de défense de I'immunité naturelle est constituée par les barriéres
épithéliales (tissus internes des organes) et par des cellules spécialisées. La fonction de tous
ces éléments est de bloquer la pénétration des corps étrangers. Si ceux-ci réussissent a
passer les épithéliums et a pénétrer dans les tissus ou dans la circulation, ils sont alors
reconnus comme du « non-soi » et sont attaqués par les phagocytes, par des lymphocytes
spécialisés appelés cellules tueuses ou « natural killers » (NK), et par plusieurs protéines
plasmatiques (connues sous le nom de complément). Tous ces mécanismes de I'immunité
naturelle reconnaissent et réagissent contre les microbes, mais peuvent rester inactifs contre

certaines substances étrangéres (paragraphe 1.2.3 de ce chapitre) ..

e [’immunité adaptative (quelques jours apres résorption)

Alors que les mécanismes de 'immunité naturelle reconnaissent des structures non
spécifiques, les cellules de l'immunité adaptative ou lymphocytes, agissent suite a la
reconnaissance de maniére spécifique de différentes substances produites. Ces substances
sont appelées antigénes. Les réponses immunitaires adaptatives ne seront déclenchées que
si les corps étrangers traversent les barriéres épithéliales et sont délivrés dans les organes
lymphoides ou ils peuvent étre reconnus par les lymphocytes. Il existe deux types
d'immunité adaptative, appelés immunité humorale et immunité a médiation cellulaire.
L'immunité humorale est un processus durant lequel, suite a lidentification du corps
étranger, des cellules portant le nom de lymphocytes B sécrétent des anticorps capables de
neutraliser et d’éliminer toute substance du méme type. L'immunité a médiation cellulaire
s’intéresse, quant a elle, a des cellules contaminées ou infectées en raison du corps
étranger et agit par lintermédiaire de cellules (lymphocytes T) capables d’éliminer les
cellules infectées . Dans ce cas, ce sont de nouveaux récepteurs apparus a la surface des

cellules contaminées qui sont reconnus par les cellules de I'immunité.

1.2.2.2 Destruction des corps étrangers ou phagocytose

Que ce soit dans le cadre d’'une immunité naturelle ou d’'une immunité adaptative, le
processus de destruction est le méme : la phagocytose. Ce phénoméne se déroule en deux
étapes. Tout d’abord, le corps étranger est identifié par les macrophages du systéme
immunitaire par fixation en surface de substances élaborées par l'organisme appelées
opsonines, c’est 'opsonisation. Ensuite, le tout est englobé par les cellules phagocytaires
pour étre finalement éliminé de la circulation sanguine ®.

Dans le cas de nanoparticules thérapeutiques, la taille et les caractéristiques de la
surface jouent un réle important dans le processus d’opsonisation. Le paragraphe suivant
explique dans quelles mesures ces caractéristiques peuvent permettre un contrbéle de la

distribution d’'un vecteur.

11
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1.2.3 Résistance d’un vecteur face au systéme immunitaire

Nous considérons maintenant un nanovecteur renfermant un principe actif. Une fois
dans le sang, il a pour objectif d’atteindre I'organe cible. |l est donc nécessaire que celui-ci
survive suffisamment longtemps afin de pouvoir reconnaitre son site d’action. Comme il vient
d’étre exposé, les défenses naturelles du corps présentent de nombreux obstacles a I'action
thérapeutique du principe actif sur le site ciblé. Cependant, le contrble des caractéristiques
du vecteur permettent de retarder les réponses immunitaires. La vitesse a laquelle les
particules seront phagocytées varie avec la nature du vecteur: les particules les plus
hydrophiles et de charge neutre sont moins phagocytées . Les vecteurs de taille inférieure
a 20 nm ne seront pas détectés par les macrophages. Ainsi, quelques méthodes de
camouflages ont été développées permettant temporairement aux nanoparticules de ne pas
étre reconnues et par consequent, d’augmenter leur durée de vie dans la circulation
sanguine (Figure 1.3).
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* . ul)le
* [Eoreor Extravasauon
o|1§on1 I_ (limitation par la taille)
mation -~
hépatique = Paramétres clés pourune
Circulation prolongée du
vecteur:
-taille
l—) Flux sangum \_ - propriétés de surface

Filtration glomérulaire
Reins (poids moléculaire
env. 50 000g/mol)

Reconnaissance par RES guidée par adsorption des opsonines.
Limitation par la taille, la charge électrique, I'hydrophobicité

Figure 1.3: Itinéraire d'un vecteur médicamenteux aprés une injection intraveineuse A,

1.2.3.1 Influence des propriétés de surface du vecteur

Une des méthodes les plus couramment utilisées afin de ralentir 'opsonisation est
'enrobage par adsorption ou greffage de groupements capables de bloquer les interactions
électrostatiques ou hydrophobiques qui aident les opsonines a se lier a la surface du
vecteur. Ces groupes sont en général a base de longues chaines polymére hydrophiles et de
tensioactifs non ioniques. Parmi les exemples de polyméres ayant déja été testés, les plus
efficaces semblent étre les composés a base de poly (oxyde d’éthyléne) (POE) 8. Ceux-ci
sont trés flexibles dans I'eau et fortement hydrophiles, ce qui les rend invisibles des espéces

hydrophobes ou chargées présentes dans le sang.
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La furtivité apportée par cette chaine de POE est d’autant plus efficace que sa
longueur est importante : un minimum de 2000 g/mol est requis ®. Cette furtivité peut étre
accrue suivant la densité et la conformation de la chaine (Figure 1.4). Ainsi, pour une faible
densité surfacique de POE, les chaines polyméres ont un plus grand degré de liberté et vont
prendre une configuration appelée « champignon » caractéristique de I'étalement de la
chaine sur la particule. Pour des densités trop faibles, des trous apparaitront dans la barriere
de protection et réduiront la furtivité de la particule. Plus la densité est élevée, plus les
chaines tendront a s’organiser sous forme de peigne. Cette configuration permet de
recouvrir la particule en totalité mais suppose une diminution de la mobilité des chaines et

par la méme de leur propriété d’isolant stérique. Ces systémes pegylés ont une circulation

plasmatique prolongée 91,

Figure 1.4: Diagramme schématique de la configuration de chaines de POE en écorce d'une particule. Un
faible recouvrement de la surface conduit a des chaines POE en configuration "champignon" (a). Un
important recouvrement de la surface conduit a des chaines de POE en configuration peigne (b) 1

D’autres polyméres tels que les polysaccharides ont été proposés comme couverture
de nanoparticules non biodégradables (poly (méthyl de métacrylate) - PMMA "% poly
(cyanoacrylate d’alkyle) ' et polyester '%). Les exemples sont toutefois plus sporadiques en
raison de problémes d’intolérance. Il est aussi possible de limiter la reconnaissance par le
RES en recouvrant le vecteur d’espéces proches du « soi » (en opposition au « non-soi »)
comme de l'albumine, de I'acide sialique ou encore des protéines du complément inactivées.
On parle alors de « nano-objets biomimants ». Cette approche n’a pas encore fait ses

preuves en raison d’une désorption des espéces in vivo I'> 14,

Quel que soit le mode d’administration choisi pour notre application, nous nous
proposons d’enrober le vecteur d’une couche de polymére hydrophile comme le poly
(oxyde d’éthyléne) de maniére a diminuer les interactions avec les protéines du
plasma. La quantité et la longueur des chaines de POE utilisées feront I'objet d’une

étude approfondie.
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1.2.3.2 Influence de la taille ""*

Lorsqu’une nanoparticule polymére est opsonisée puis éliminée de la circulation
sanguine, elle est rapidement séquestrée dans l'un des organes RES. Dans le cas de
particules protégées par du POE, cette séquestration peut étre ralentie. L’efficacité de cette
furtivité dépend de nombreux facteurs parmi lesquels la taille joue un role-clé.

D’un point de vue moléculaire, les particules dont le poids moléculaire est inférieur a
5000 g/mol pourront étre naturellement éliminées par les reins. On peut aller jusqu’a 10 fois
plus pour des polyméres hydrophiles tel que le POE " et 100 fois plus pour des polyméres
denses tels que des dendriméres. Au-dela, elles seront séquestrées au niveau des organes
du RES .

D’un point de vue microscopique, plus les vecteurs sont petits, plus ils parviendront a
atteindre des organes divers et variés. Afin de discuter de l'influence de la taille sur la
distribution des vecteurs dans la suite de ce chapitre, une distinction entre les différentes
gammes de particule est réalisée (normes IUPAC) : toute particule dont la taille est inférieure
au micron sera appelée particule nanométrique et toute particule dont la taille est supérieure
au micron sera désignée comme particule micrométrique.

De maniére générale, les vecteurs de taille inférieure a 20 nm ne seront pas détectés
par les macrophages. Cependant, plus les particules sont petites, plus facilement disponible
est la molécule active par diffusion des fluides au travers du vecteur. Il en résulte un risque
accru de perte de principe actif avant 'accés a la zone libre .

Aprés une injection directe dans la circulation sanguine, les particules micrométriques
peuvent causer des embolies au niveau des vaisseaux de faible diamétre, tandis que les
particules nanométriques circuleront beaucoup plus facilement. Par exemple, lors d'une
action ciblée sur un organe, des particules micrométriques de polystyréne (PS) auront
tendance a s’accumuler au niveau de la zone d’injection (au moins 8 semaines pour des
particules de 60 um) alors qu'une heure suffit a des particules de 50 nm a 500 nm pour

circuler jusqu’aux reins, poumons, rate et foie et s’y accumuler ['®

. Indépendamment du
temps mis par les particules pour atteindre le foie ou la rate, la concentration en particules
micrométriques dans ces organes est beaucoup plus importante que celle des particules
nanométriques (2 a 3 fois plus dans la rate et 10 a 40 fois plus dans le foie). Les différences
de distributions pharmacocinétiques entre le foie et la rate s’expliquent par des différences
de porosité des épithéliums les constituant. De la méme fagon, 'accumulation de vecteurs
de taille micrométrique est facilitée au niveau des zones tumorales en raison d’'une porosité
accrue (porosité des cellules de 0,2-2 pym au lieu de 50 nm) '". On comprend donc ici que la

distribution est aussi beaucoup fonction de la porosité des tissus (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 : Distribution des vecteurs en fonction de leur taille (données relatives a la porosité des
tissus et ne tenant pas compte de la reconnaissance du vecteur en raison de son état de surface).

Limite derme/ Epithélium

<1000 nm 1@

Reconnaissance macrophages

> 100 nm [14 19201

> 200 nm (250) (PEGyl¢) @

Accumulation foie et rate

> 200 ~ 250 nm 2611

Accumulation moélle osseuse

> 150 nm & 17

Barriére endothéliale

<100 nm

Porosité vaisseaux tumoraux

100-1000 nm [
200-2000 nm !'7-2" 22
600 — 800 nm '+ 2

Muqueuse intestinale (passage a la circulation | 200 nm
sanguine)
Barriére cellulaire <50 nm ¥

On voit ici se dessiner deux types d’action possibles pour le vecteur ['":

- Soit le vecteur pénétre directement a I'intérieur de la cellule (diamétre inférieur a 50 nm).

Dans ce cas, la pénétration du principe actif au sein de la cellule est assurée, mais une

augmentation du nombre de substances étrangéres internées au cceur de la cellule est a

prévoir.

- Soit le vecteur arrive dans la zone cible et libére le principe actif autour de la cellule qui

lui seul peut pénétrer par diffusion au travers des membranes cellulaires (diamétre

supérieur a 50 nm).

Afin de limiter les pertes de principe actif en raison du nombre de barriéres a

franchir, I’administration du vecteur pharmaceutique est prévue par injection. Une

action autour de la cellule est envisagée afin de limiter la quantité de substances

étrangéres pouvant étre internées par les cellules. Pour ce faire, le vecteur doit rentrer

dans une gamme de taille allant de 100 a 500 nm tout en considérant que le diamétre

des particules tolérées peut étre augmenté via un greffage de POE >4,
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1.3 Biotransformation et élimination des médicaments

1.3.1 Elimination des principes actifs

Le terme de biotransformation désigne les diverses modifications chimiques que
subissent les principes actifs dans I'organisme, aprés relargage, pour donner naissance a
des métabolites. Les biotransformations de principes actifs sont essentiellement effectuées
grace a des enzymes, mais certaines d’entre elles se font sans l'intervention d’enzymes, par
simple hydrolyse en milieu acide ou alcalin. Les actifs et leurs métabolites s’éliminent
essentiellement dans [l'urine (élimination rénale) et la bile (élimination hépatique).

L’élimination pulmonaire concerne les produits plus volatils.

1.3.2 Elimination des vecteurs

Dans le cas de polyméres biodégradables, I'élimination du vecteur suit le méme
processus que les principes actifs et leurs métabolites. Dans le cas contraire, aprés injection,
le vecteur n’a d’autre choix que de s’accumuler dans le corps (1.2.1). L'utilisation de

matériaux au moins biocompatibles est alors inévitable.

1.3.2.1 Terminologie

La notion de biocompatibilité a évolué avec I'avenement de nouveaux matériaux
utilisés dans le milieu médical. Tout d’abord, le terme biocompatible fut utilisé pour désigner
tout matériau non toxique et non nocif pour les corps biologiques ?°. Puis, avec I'apparition
de nouveaux matériaux plus tolérants aux conditions biologiques, le terme tend a désigner la
faculté d’'un matériau a accomplir une action thérapeutique et ne provoquant qu’une réponse
immunitaire de faible niveau. Un matériau biocompatible est un biomatériau. Afin de
répondre a ce critére, différents matériaux ont été développés parmi lesquels on retrouve les
matériaux biodégradables et les matériaux biostables. Un matériau biodégradable (ou bio
résorbable) désigne tout matériau organique pouvant étre détruit par des enzymes du corps
vivant et facilement éliminé. Un matériau biostable est quant a lui un matériau non

biodégradable mais toléré par le corps humain.

1.3.2.2 Quelques polyméres biodégradables

En régle générale, les polyméres utilisés pour leur biocompatibilité et leur
biodégradabilité sont a base de polyesters aliphatiques. Dans cette catégorie, les
homopolyméres et les copolyméres d’acide lactique (LA — Lactic Acid) et d’acide glycolique
(GA — Glycolic Acid) ont été les plus utilisés en raison de leurs taux de dégradation élevés.
Ces polyesters sont biorésorbables aprés une dégradation hydrolitique suivie par une bio-
assimilation ou élimination via la dégradation des sous-produits.

Le poly (e-caprolactone) est aussi intéressant car il présente une forte perméabilité

envers de nombreux principes actifs et une absence de toxicité. Sa dégradation est
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malheureusement beaucoup plus lente (de 'ordre de I'année) mais peut étre accélérée via
une copolymérisation avec des groupements LA ou GA.

Bien qu’il ne soit pas biodégradable, le POE est éliminé du corps par filtration naturelle
(relatif & sa furtivité) tant que son poids moléculaire ne dépasse pas 40 000 g.mol™. Il a ainsi
été montré que des copolymeres de POE et de polyesters aliphatiques ne s’accumulaient

pas dans le corps humain, méme dans le cas d’injections répétées [\,

1.3.2.3 Cas des polyméres non-biodégradables

La notion de vecteur non-biodégradable peut paraitre inadéquate lorsqu’il s’agit du
milieu vivant, mais une trentaine d’années d’expérience dans ce domaine a démontré les
potentialités de ces systémes. En l'occurrence, de nhombreuses études montrent clairement
qu’une particule non biodégradable peut tout a fait étre employée pour des applications
biomédicales dans la mesure ou soit les macrophages du corps humain pourront procéder a
leur élimination (< 300 nm) ?® soit leur biostabilité permet leur accumulation dans les tissus
adipeux sans réaction secondaire. Cette derniére possibilité est bien entendu envisageable
dans la mesure ou l'objectif de ciblage est de limiter la concentration administrée et le

nombre d’administrations.

Bien que trés intéressants, les polyméres biodégradables cités ci-dessus ne
sont pas stimuli-sensibles et ne peuvent étre utilisés dans le cadre de I’application
visée. De ce fait, le choix concernant le matériau constitutif du vecteur s’oriente vers

un polymére thermosensible dont il faudra s’assurer de la biostabilité.

Les barriéres immunitaires susceptibles de bloquer I'action d’'un vecteur viennent d’étre
identifiées. La considération de leurs limites a permis a la recherche dans le domaine de la
« Drug Delivery » de développer des stratégies afin de dépasser ces barrieres parmi
lesquelles se trouve le ciblage. L’élaboration de telles stratégies suppose la réponse a quatre
questions fondamentales :

- Quel type de vecteur faut-il développer pour le transport du principe actif ?
- Quel moyen pour cibler I'action du principe actif ?

- Quel moyen pour libérer le principe actif ?

- Quel moyen pour encapsuler le principe actif ?

Le paragraphe suivant expose pour chacune de ces questions les réponses recensées
dans la littérature et nous ayant permis d’orienter nos choix en termes de type de vecteur, de

méthode de ciblage, de méthode de libération et de technique d’encapsulation.
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2.1 Quels moyens pour vectoriser ?

Les moyens de vectorisation correspondent aux supports capables d’acheminer le
principe actif jusqu’a la zone cible. Il existe de nombreux systémes qui vont du greffage de
l'actif directement sur une chaine de polymeére linéaire a I'encapsulation au sein d’'un

assemblage complexe de chaines macromoléculaires.

2.1.1 Polymeére-principe actif conjugués

Ringsdorf fut, dans les années 1970, le premier a proposer l'utilisation d’'un polymére
hydrosoluble en tant que vecteur de médicament " Il suggéra que le vecteur polymére
idéal devait étre hydrophile pour assurer une bonne solubilité in vivo et devait contenir des
groupes fonctionnels permettant le greffage covalent de médicaments. Il a également
proposé l'ajout d’'un bras espaceur biodégradable situé entre le polymére et le médicament
pour permettre le clivage enzymatique ou hydrolitique. Ce type de vecteur ne s’adresse qu’'a
des composés dont une protection n’est pas utile par la voie d’administration choisie. En
d’autres termes, il n’est pas concevable d'utiliser cette forme de vecteur pour le transport de
substances fragiles telles que les peptides, les protéines ou les oligonucléotides qui se
dégraderaient avant d’arriver sur le lieu de I'action. Toutefois, cette technique présente de
nombreux avantages comme une trés nette augmentation du temps de rétention des
médicaments dans I'organisme, une diminution de la toxicité et une meilleure spécificité de

I'action du principe actif ..

2.1.2 Les liposomes-polymersomes

Les liposomes sont considérés comme étant a la base de l'industrie de la « Drug
Delivery ». Ces macromolécules ont été découvertes en 1965 par Bangham en tant que
modéle de membranes cellulaires *®. Depuis, les liposomes ont été trés largement étudiés
en tant que vecteurs pharmaceutiques. Ces systémes sont des vésicules artificielles formées
par des membranes lipidiques concentriques, emprisonnant entre elles des compartiments
aqueux. Obtenus a partir d’'une grande variété de lipides amphiphiles, le plus souvent des
phospholipides, ils sont biocompatibles. Il est aussi possible de les développer a partir de
polyméres synthétiques. lls sont alors appelés polymersomes. Ces objets présentent
'avantage de permettre I'encapsulation aussi bien d’espéces hydrophiles (au sein du coeur
aqueux) que de molécules hydrophobes (au niveau de la bicouche). Bien que les liposomes
et polymersomes soient trés prometteurs, il a été montré que différents facteurs peuvent
altérer la structure des liposomes dans la circulation ?°. Ainsi, la recherche en matiére de

« Drug Delivery » s’oriente de plus en plus vers de nouveaux systémes, plus stables in vivo.

m ”



Chapitre 1 : Vecteurs thermosensibles pour la délivrance par hyperthermie locale

2.1.3 Les dendriméres

Les dendriméres sont des macromolécules hyperbranchées présentant une
architecture tridimensionnelle contrélée. Ces macromolécules sont constituées de
monomeéres qui s’associent selon un processus arborescent autour d’'un cceur central
plurifonctionnel. Deux types de méthodes de synthése peuvent étre employés pour obtenir
des dendriméres: la synthése divergente et la synthése convergente. La synthése
divergente s’effectue du coeur vers la périphérie en greffant un nombre de plus en plus grand
de petites molécules sur la surface multifonctionnalisée du dendrimére. La synthése
convergente consiste a construire le dendrimére de la périphérie vers le coeur a l'aide de
fragments dendritiques appelés dendrons qui sont rattachés lors d’'une étape finale a un
ceeur plurifonctionnel. Cette structure constitue un réseau capable d’encapsuler différents
types de molécules. Les groupements terminaux présents en surface des dendrimeres sont
fonctionnalisables et peuvent donc étre adaptés pour des applications spécifiques. Ainsi, des
agents thérapeutiques ou de diagnostiques sont usuellement fixés a la surface des
dendriméres par modification chimique ®%. Bien que leur faible taille permet d’envisager des
actions a de nombreux niveaux, elle représente aussi le risque de perdre le contréle des
sites atteints et d’augmenter des effets non désirés (paragraphe 1.2.3.2). Enfin, ces

systémes sont de maniére générale limités par une faible capacité d’encapsulation.

2.1.4 Les micelles

Les micelles ont été extrémement étudiées pour la délivrance de nombreux principes
actifs. Ces systémes sont constitués a base de copolyméres amphiphiles qui en milieu
aqueux forment spontanément un systéme de type coeur-écorce encapsulant en leur coeur
l'espéce active. Les principaux avantages des micelles sont leur temps de circulation
prolongé dans le sang grace a leur petite taille et leur capacité a solubiliser et encapsuler
des principes actifs hydrophobes. Bien que trés utilisés, ces systéemes sont souvent limités

par leur stabilité et leur faible capacité d’encapsulation ?".

2.1.5 Les hydrogels

Un hydrogel consiste en un ensemble de chaines macromoléculaires réticulées
constituant une structure tridimensionnelle capable d’encapsuler des molécules actives. La
réticulation peut étre chimique (cas des gels permanents) ou physique (cas des gels
réversibles). Lorsque de telles structures sont mises au contact de solvants
thermodynamiquement compatibles, les chaines polyméres se relaxent. Ceci est uniquement
possible lorsque la température de travail est au dessus de la T, du polymére utilisé 2.
Dans le cas des hydrogels permanents, la structure est capable de gonfler en présence

d’eau mais ne se dissout pas complétement >,
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Les hydrogels réversibles sont une classe d’hydrogels capables de se transformer de
fagon réversible en solution sous I'application d’un stimulus. Ce type de transition, appelée
sol-gel, s’explique par la progressive disparition des nceuds de réticulation de la structure par
Ialtération des interactions intra-chaines les constituant *®. Dans ce cas, le stimulus entraine
une transition de phase et non un changement de dimension de la structure des hydrogels,

leur donnant notamment la particularité d’étre injectables ",

2.1.6 Nanoparticules

Les nanoparticules (ou nanosphéres) désignent les systémes de type cceur-écorce
avec un ceceur solide (biocompatible ou biodégradable) et une écorce hydrophile (adsorbée
ou greffée) qui permet leur stabilisation in vivo. L’agent d’intérét thérapeutique peut étre
encapsulé au cceur, absorbé ou conjugué a la surface de la particule. La formulation de tels
systemes colloides permet de balayer une trés large gamme de propriétés parmi lesquelles
on trouve leur stabilité et le contrble de la taille et, de ce fait, du taux d’encapsulation

accessible.

Par considération de stabilité et de capacité d’encapsulation des vecteurs, dans
le cadre de ce projet, nous nous proposons de travailler avec un systéme de type

nanoparticules.

Une fois le vecteur du principe actif élaboré une stratégie de ciblage est nécessaire
afin d’assurer I'accés a la zone malade. Le paragraphe suivant retrace les principales

stratégies qui existent a ce jour.

2.2 Quels moyens pour cibler ?

Tableau 1.2 : Principales approches de ciblage.

Différence d’environnement au niveau de la zone | Ligands (acide folique, sucres, anti-corps...).

ciblée (T plus élevée, pH acide...).

EPR des zones tumorales (1.2.1). Stimulus physique externe (champs

Perméabilité des différents organes : taille et | Magnetiques, température, pH, ultrasons...).

poids moléculaire.

Administration directement sur le site (injection

ou cathéter).

Comme nous l'avons vu en introduction de ce chapitre, une stratégie de ciblage

suppose non seulement d’augmenter I'efficacité thérapeutique d’'un principe actif au niveau
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d’'une zone malade mais aussi de limiter 'accés aux zones saines et donc de réduire les
doses administrées. Il existe de nombreuses méthodes que l'on peut scinder en deux
approches : i) un ciblage passif et un ii) ciblage actif. Les principales approches de ciblage
sont résumées dans le Tableau 1.2 et décrites par la suite.

Les recherches visant a développer de tels objets ont réellement pris leur essor au
cours de la deuxiéme moitié du vingtiéme siecle ou I'on voit apparaitre de nouveaux
matériaux parmi lesquels les liposomes, les nanoparticules, et les micelles de polyméres
tiennent encore a I'heure actuelle une place de choix. A ce jour, trois générations de
nanoparticules ont été développées. Le chapitre suivant retrace I'historique de I'apparition de
ces trois générations ou comment la recherche s’est orientée vers les matériaux stimulo-

sensibles.

2.2.1 Les nanoparticules conventionnelles : ciblage passif du RES

Comme nous I'avons vu au paragraphe 1.2.3, une fois dans la circulation sanguine, les
corps étrangers ont de fortes chances d’étre éliminés par opsonisation et de se concentrer
au niveau des organes du RES. Ainsi, le foie et la rate agissent comme des réservoirs
réceptionnant les espéces reconnues comme du « non-soi». Les nanoparticules
conventionnelles (dites de premiére génération) tirent profit de cette biodistribution pour
traiter spécifiquement les organes du RES. Ne portant pas de fonctionnalité de surface
particuliere, elles sont facilement reconnues comme des corps étrangers par les systemes
de défense non spécifiques de I'organisme et entrainent une réponse immunitaire naturelle.
Ainsi, les nanoparticules de premiére génération permettent 'adressage passif d’'un principe
actif vers les organes du RES  ®. On comprend donc que ces nanovecteurs sont limités
dans la mesure ou ils ne permettent pas le ciblage des organes autres que ceux du RES
cependant, leur développement a ouvert des perspectives trés intéressantes en matiére

thérapeutique avec notamment I'arrivée des nanovecteurs de seconde génération.

2.2.2 Les nanovecteurs de seconde génération : ciblage passif des zones tumorales

La deuxieme génération de nanovecteurs correspond a des particules qualifiées de
« furtives » car difficilement reconnues par le RES. Ces systémes sont capables de circuler
plusieurs heures dans la circulation sanguine avant d’y étre opsonisés puis phagocytés. La
conception de ces nanoparticules consiste a améliorer la biocompatibilité des nanoparticules
de premiere génération en modifiant leurs propriétés de surface (paragraphe 1.2.3.1) de
fagon a diminuer leur capacité a adsorber des protéines ou a induire I'activation du
complément. Ayant un temps de circulation dans le sang plus long, le ciblage de nouveaux
organes peut étre envisagé. Cependant, ce ciblage ne comporte aucun caractere spécifique.
Il permet seulement d’orienter la diffusion du principe actif vers des territoires biologiques

dans lesquels la perméabilité de la paroi des vaisseaux sanguins ou des tissus est altérée
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(’EPR notamment). lls sont tout de méme trés prometteurs en matiére de thérapie

cancéreuse.

D’autres systémes tirent profit de changements environnementaux (pH, température,
enzymes...) dans des zones particuliéres du corps pour cibler I'action d’un vecteur. Comme
les vecteurs de seconde génération, ils sont suffisamment furtifs pour permettre leur
circulation dans le corps mais ils sont en plus sensibles a des propriétés anatomiques bien
particulieres. Parmi ceux-ci, on trouve les vecteurs pH sensibles, capables de libérer un
principe actif lors d’'un changement de pH. Suite a une variation locale de pH, I'action
thérapeutique est déclenchée soit par le réarrangement des chaines du polymére pH-

sensible #148

permettant la diffusion d’un principe actif en dehors du vecteur, soit par clivage
d’'une liaison existant entre la molécule active et le vecteur *°. Les polyméres pH sensibles
les plus étudiés sont : le poly (acide acrylique) (PAAc) (base de nombreux polyélectrolytes)
et le poly (métactrylate de méthyle) (PMMA). Bien que passive, I'action de ces vecteurs
permet de cibler les organes a pH acide et, en particulier, 'estomac. D’autres vecteurs
utilisent quant a eux I'élévation de température caractéristique des zones tumorales pour s’y
accumuler . Bien que ciblée, ces actions n'assurent pas une sélectivité compléte de
l'action thérapeutique. En effet, le pH et / ou la température varient suivant la fonction des
organes P". Le vecteur circulant librement dans le corps, il peut atteindre et relarguer au

niveau de nombreuses zones parmi lesquelles des zones non malades.

2.2.3 Les nanovecteurs de troisiéme génération : ciblage actif et sélectif

La troisieme génération de nanoparticules correspond a des colloides de deuxiéme
génération permettant de commander un ciblage spécifique. Ce type de ciblage peut étre
atteint par le greffage d’'un élément de reconnaissance (ligand, anticorps, acide folique,
sucres...) capable d’interagir de maniére spécifique avec un récepteur présent a la surface
des cellules cibles ®?*. Malheureusement, ce type de ciblage présente tout de méme
quelques limites. Tout d’abord, cibler une catégorie de cellules (tumorales par exemple)
comporte le risque de reconnaissance par d’autres cellules semblables aux cellules
initialement visées (saines cette fois-ci) limitant alors la sélectivité de I'action °°. D’autre
part, la plupart des récepteurs de surface greffés sont hydrophobes et peuvent donc (si
présents en trop grande quantité), de nouveau provoquer l'absorption d’opsonines a la

surface des particules et ce, en dépit de leur furtivité initiale.

Depuis quelques années, de nouvelles stratégies de ciblage reposant sur le suivi par
imagerie et le guidage par champ magnétique sont apparues. Le suivi par imagerie est
possible via le couplage du médicament avec une nanoparticule magnétique (ou agent de

contraste) permettant de suivre le cheminement du principe actif. Le guidage par champ
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magnétique quant a lui utilise le couplage avec une nanoparticule magnétique afin d’amener
la nanoparticule jusqu’au site désiré par application de gradients de champ magnétique sur
des zones localisées "* 7%,

Une fois assuré que le vecteur a atteint la zone souhaitée, le relargage du principe actif
peut étre provoqué via un stimulus externe. Grace a une action rapide et non invasive,
ces techniques semblent trés prometteuses.

Dans un cas comme dans l'autre, il est nécessaire de disposer d’'un vecteur qui soit,
d’'une part, capable de retenir le principe actif jusqu’au site souhaité et, d’autre part, capable
de le relarguer suite a un stimulus externe. Différents stimuli externes sont envisageables :
des champs magnétiques °" ou électriques ¥, des ultrasons **!, une irradiation®® ou encore

la température .

Dans le but d’utiliser une méthode de ciblage soit via un guidage par champs
magnétiques soit via une localisation par IRM, nous nous proposons de développer
un vecteur stimuli-sensible qui, une fois acheminé sur le site désiré, est capable de

relarguer le principe actif en réponse a un stimulus physique externe.

2.3 Quels moyens pour une libération ciblée ?

Différents modes d’actions externes sont envisageables et sont décrits ci-dessous.
Ces techniques mettent en ceuvre différents types de stimuli: le pH, la force ionique du
milieu ou encore la température.

Aprés avoir étudié les techniques permettant la mise en ceuvre d'un stimulus externe
appliqué a une zone déterminée du corps, le paragraphe suivant s’attardera sur les
systemes thermosensibles, la température étant le stimulus élu pour provoquer la libération

du médicament.

2.3.1 Les techniques de libération par stimulus externe

2.3.1.1 Les champs électriques
Les techniques utilisant un champ électrique permettent la libération d’un principe actif
encapsulé dans un polymére de type électrolyte contenant un grand nombre de
groupements ionisables. De tels polyméres sont a la fois pH-sensibles et électro-sensibles.
Sous l'application d’'un champ électrique, ces systémes ont tendance a gonfler ou se
contracter en raison de mouvements d’ions et permettent la libération d’'un principe actif

préalablement encapsulé .
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2.3.1.2 Irradiation

La libération d’'un principe actif par irradiation suppose le couplage d’un vecteur avec
une molécule photosensible et peut se faire de deux fagons. La premiére possibilité implique
une molécule photosensible capable de se dissocier sous forme ionique lors de I'application
de rayonnements UV. Il en résulte une augmentation de la pression osmotique du vecteur
conduisant & son gonflement . Une autre possibilité consiste & introduire un chromophore
capable d’absorber la lumiére puis de la dissiper sous forme de chaleur **. Ainsi, couplé a
un vecteur thermosensible, I'application de rayons UV peut permettre la diffusion d’un

principe actif hors du vecteur.

2.3.1.3 Les champs magnétiques

Les nanoparticules magnétiques (magnétite, maghémite, pérovskite...) permettent
d’envisager 'établissement de systémes de relargage ciblé prometteurs. En effet, en plus
d’étre détectables par imagerie IRM, les particules magnétiques sont capables de générer de
la chaleur localement sous I'application d’un champ magnétique . L’échauffement ainsi
émis dépend alors de la taille des particules ainsi que de leurs propriétés magnétiques. Les
nanoparticules de magnétite (Fe;0O,4) et de maghémite (y—Fe,O3) sont les plus utilisées en
raison de leur compatibilité avec les milieux biologiques et de leurs propriétés magnétiques

adaptées a I'application au biomédical.

2.3.1.4 Les Ultrasons (US)

Les US constituent une autre méthode prometteuse de relargage non invasif et ciblé
de principes actifs. Les US sont capables de traverser les tissus sans les léser et sans
nécessiter de pénétration a l'aide d'un applicateur, tout en se focalisant sur une cible a
détruire. En fonction du mode d'utilisation, on peut privilégier soit des effets thermiques, en
mode continu, a faible température (permettant des effets biologiques thermo-induits) ou a
haute température allant jusqu'a la nécrose tissulaire (permettant la thermoablation), soit des
effets mécaniques, en mode pulsé, a faible énergie (permettant des effets biologiques) ou a
haute énergie (permettant I'ablation dite histotritie). La thermoablation par US focalisés
connait un fort développement dans de nombreux organes °". Sa place est déja bien définie
pour le cancer de la prostate et le fibrome utérin. Elle doit encore étre évaluée dans d'autres
types de tumeurs comme le cancer du sein. Associée a un vecteur, cette technique permet
non seulement d’enclencher le relargage de principes actifs mais aussi d’augmenter la
quantité ingérée par les cellules. L’efficacité constatée est alors attribuée, d’'une part, a
I'activation de la libération du principe actif par le vecteur et, d’autre part, a 'amélioration de
sa diffusion en raison d’'une perméabilité accrue de la membrane des cellules. Ainsi
Rapoport et al. ont breveté ce mode d’action sur des vecteurs de type micelles présentant un

caractére thermosensible 8!,

m }



Chapitre 1 : Vecteurs thermosensibles pour la délivrance par hyperthermie locale

Les ultrasons focalisés permettent un controle de la libération du principe actif mais
pas de son ciblage. Ainsi, il est tout de méme nécessaire de coupler cette technique avec un

suivi par imagerie ou un guidage par champ magnétique.

Bien que leur efficacité ait été prouvée, les travaux témoignant de I’association
des technologies impliquant des champs magnétique ou des US avec un vecteur
stimuli-sensible sont encore peu aboutis. Notamment, dans le domaine des US, la
volonté d’associer un vecteur thermosensible a I’action des US est de plus en plus
grande. Le but serait alors de coupler I’action de destruction d’une zone tumorale
(thermoablation) avec le relargage en cette méme zone d’un principe actif par un
vecteur (thermothérapie). Ainsi en méme temps qu’une tumeur est ablatée, elle
pourrait aussi étre traitée. Afin de répondre aux besoins des techniques de relargage
ciblé via un stimulus externe, nous nous proposons de développer un vecteur
thermosensible capable de retenir le principe actif tant que la température est

inférieure a 40-45°C et qui ne le libére que pour des températures supérieures.

Le paragraphe suivant recense les différents systémes thermosensibles

envisageables.

2.3.2 Systémes thermosensibles

La température est un des stimuli les plus utilisés et étudiés. La raison d’un tel intérét
est tout d’abord la possibilité de relarguer un principe actif dans le corps humain de fagon
non sélective, sans stimulus externe : la température du corps (37°C) augmentant en
présence d’'agents pathogénes (39-42°C dans le cas de tumeurs), cette déviation peut étre
utilisée pour activer le relargage uniquement au niveau des zones infectées. Cependant, la
température du corps pouvant varier (cas d’une simple fiévre), le traitement de pathologies
plus sérieuses peut s’avérer complexe suivant la sensibilité du systéme thermosensible.
Dans ce cas, la température peut étre utilisée comme stimulus externe appliqué localement.

La thermosensibilité de certaines macromolécules peut s’expliquer par différentes
caractéristiques des polymeéres telles que leurs propriétés physico-chimiques en solution,
leur température de transition vitreuse (cas des polyméres amorphes) ou encore leur
température de fusion (cas de polyméres semi-cristallins) °°. Toutes ces propriétés sont
relatives a une température critique.

- On parle de LCST (Lower Critical Solution Temperature) pour décrire la température au-
dela de laquelle un polymére n’est plus soluble dans une solution donnée (I'eau dans le
cas des milieux physiologiques). En dessous de la LCST, la contribution enthalpique

domine et entraine la formation de liaisons hydrogéne entre I'eau et les groupements
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polaires de la chaine macromoléculaire permettant ainsi au polymére d’étre a I'état
dissous dans 'eau. Au-dela de la LCST, la contribution entropique I'emporte et entraine
la multiplication des interactions hydrophobiques intra-chaines.

- On parle de UCST (Upper Critical Solution Temperature) pour décrire la température au-
dessus de laquelle un polymeére n’est plus soluble dans une solution donnée.

- Enfin, on parle de température de transition vitreuse (Tg) dans le cas d’'un polymére seul

pour désigner la température au dessus de laquelle les chaines sont mobiles.

2.3.2.1 Les polyméres a thermosensibilité basée sur une LCST

Les principaux systémes thermosensibles développés pour des applications
biomédicales sont basés sur le concept de LCST parmi lesquels on retrouve le poly (N-
isopropyl acrylamide) (PNIPAAm) et le poly (acide acrylique) (PAAc) (Tableau 1.3).

Le PNIPAAmM et ses dérives (Poly (N,N-diéthylacrylamide ou PDEAAm, poly (2-
carboxyisopropylacrylamide) ou PCIPAAm...) forment la catégorie de polyméres a LCST la
plus largement étudiée en raison d’'un domaine de LCST (25-32°C) qui se trouve étre entre
la température ambiante et la température corporelle. Il a été montré que le PNIPAAmM est
trés peu, voire non cytotoxique, et biocompatible .. Les propriétés de ce polymére ainsi que
sa préparation relativement simple font de ce systéme un candidat trés attractif dans le cadre
de la recherche sur la vectorisation médicamenteuse.

Cependant, les hydrogels de PNIPAAm présentent un désavantage important en vue
d'une application dans le domaine pharmaceutique : leur faible résistance mécanique
intrinséque fragilise la structure a I'état gonflé. Le greffage d’entités par copolymérisation le
long de la chaine de PNIPAAmM a permis d’améliorer la résistance des hydrogels et
d’optimiser leur contréle via la température ®” *"3. Le greffage de groupements hydrophiles
permet d’augmenter la LCST, et le greffage de groupements hydrophobes I'abaissent .
Ainsi, grace a l'ajout d’AAc, Guan et al. ont pu développer des hydrogels a base de poly
(NIPAAm) facilement injectables et capables de former des gels de grande résistance au-
dela de 37°C. Suffisamment flexibles pour envisager une diffusion progressive du plasma
sanguin, il est envisageable de contrbler le relargage dans le temps d’un principe actif par

ces systémes F7.
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Tableau 1.3 : Les principaux polyméres a LCST et leur valorisation.

Principaux polyméres impliqués dans systémes a LCST

PDEAAmM
PNIPAAm
sz % PAAc et dérivés
Hs . PAAmM
L) s poE
CH n R H
/K HN 0 % | c_ o %C_C_}
c—cC a "
HN ) H, | n \ﬁ/ 9\ 2/c|:
C 2 n A
H.C CH, HO/ \O ° N
HsC CH3 | |
CHj CH;,
32°C 25°C - 35°C <75°C 95°C — 120°C Soluble
Polymére/ copolymére LCST Brevets Littérature
PNIPAAm : Poly (N-isopropylacrylamide) 32°C 82 815
PDEAAm : Poly (N,N-diéthylacrylamide) 25-35°C 3 67
PNIPAA-co-PAAm : Poly (N-isopropylacrylamide)-co- 35-100°C 11 44
poly(acrylamide)
PNIPAAm-co-PAAc : Poly (N-isopropylacrylamide)- 30-75°C 46 323
co-poly (acrylamide)
PNIPAAm-co-POE : Poly (N-isopropylacrylamide)-co- 26-33°C 28 108
poly (oxyde d’éthylene)

En plus, des copolymeéres statistiques de PNIPAAm permettant de moduler leur LCST,
des copolymeéres a blocs ont été étudiés. Ces copolyméres forment en général des micelles
piégeant en leur coeur la partie la plus hydrophobe. Ainsi, la configuration des copolyméres
de PNIPAAmM sous forme d’hydrogels a été modifiée pour développer des gels capables de
s’auto-assembler. Lin et Cheng ont développé des copolyméres a blocs linéaires et étoilés a
base de PNIPAAm et de POE formant des hydrogels injectables et capables de gélifier
rapidement sous I'effet de la température et ce, de maniére réversible *°.

Chung et al. ont développé des micelles a base de méthacrylate de butyle (PNIPAAmM-
b-PBMA) qui ont été utilisées pour I'encapsulation d’adriamycine °® ™. Ces systémes en
solution ont montré une réponse réversible lors de variations de température proche de leur
LCST (34,5 °C). L'équipe de Neradovick a quant a elle développé des micelles de POE-
PNIPAAmM d’écorce de POE et présentant une LCST de 31°C. L’incubation de ces polyméres
dans une solution aqueuse provoque I'hydrolyse des chaines a base de PNIPAAmM
augmentant ainsi 'hydrophilie des chaines permettant d’obtenir une LCST de l'ordre de
37°C. Dans un cas comme dans l'autre, dés que I'on dépasse la LCST du systeme, les

particules se déstabilisent et relarguent leur contenu ® ’" (Figure 1.5). Les températures

m ;



Chapitre 1 : Vecteurs thermosensibles pour la délivrance par hyperthermie locale

critiques restent cependant trop basses pour envisager le couplage de ces systémes avec
des technologies de stimulus externe. Certaines équipes sont tout de méme parvenues a
développer des systemes prometteurs dont la LCST varie de 38°C a 42°C. On citera
notamment les travaux de Nakayama et al. avec des micelles de P(NIPAAm-b-DL-lactide)
(PNIPAAm-PLA) 8,

Micelle de polymére encapsulant un principe actif

Déstabilisation des micelles et accélération
du relargage du principe actif

Figure 1.5: Relargage de principe actif par des micelles déstabilisées au-dessus de leur LCST.

Enfin, la copolymérisation de NIPAAm avec des monomeéres d’acide acrylique (AAc)
peut permettre d’obtenir des copolyméres & la fois thermosensibles et pH-sensibles ['* &
(paragraphe 2.2.2).

En dépit des faibles cytotoxicités annoncées des polyméres a base de PNIPAAmM, ses
produits de dégradation posent un probléme pour des administrations sur du long terme.
Dans le cadre de cette problématique, Lutz et al. ont développé les 2-(2-méthoxy éthoxy)
éthyl methacrylate-co-oligo(éthyléne glycol) méthacrylate (MEO.MA-co-OEGMA) comme
alternative aux PNIPAAmM. Ces copolyméres non linéaires sont constitués de segments
pendants d’oligo(éthyléne glycol) et présentent des LCST allant de 26°C a 90°C qui peuvent
étre ajustées en fonction de la quantité de comonomére additionnée. Par exemple, des
copolymeres statistiques a base de 5, 8 et 10% dunitéts OEGMA par chaine ont
respectivement des LCST de 32, 37 et 39°C. Principalement composés a base de segments

d’oligo (éthyléne glycol) biocompatibles, ce type de systéme semble trés prometteur ©'82,

2.3.2.2 Les polymeéres a thermosensibilité basée sur une UCST
Trés peu de systemes a UCST compatibles avec la température du corps humain ont

été développés a ce jour. Les principaux sont rassemblés dans le Tableau 1.4.
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Tableau 1.4 : Les principaux systémes a UCST et leur valorisation.

Systéemes a UCST

Réseau de polyméres interpénétrés a base de :

Poly(acrylic acid) and derivated
Polyacrylamide

R
et *
c—cC N
S i
c c
o7 i, o o
20-70°C

La formation d’un réseau interpénétré (IPN ou Interpenetrating Polymer Network) de
poly (acide acrylique) (PAAc) et de polyacrylamide (PAAm) est un des rares exemples de
systéme & UCST (20 & 40°C) applicables au biomédical recensé dans la littérature 1 7% 8386l
Le comportement de type UCST résulte de la formation de complexes entre polyméres via
des liaisons hydrogéne secondaires (les primaires étant les liaisons hydrogénes intra-
chaines) (Figure 1.6) .

H H H H "
= poly{acide acrylique) _l_l_i_l_ (‘: B .|: B J: B
~ +ﬁr|g \ ! )\ | )\ | )\ |
(o] o (o] fe) o o o
& o | | |
_— — = polyacrylamide T . T . T .
HN O HN O HN o
H Y/, / /
_{_C_C H H "
H; <|: n —C—cl;;—c_‘c_c_c’:
o Sk, I I N I
H H H H H H

Figure 1.6: Réseau interpénétré de polyméres a basg]de PAAmM et PAAc associés par liaisons hydrogénes

En raison de leur faible énergie d’interaction, les liaisons hydrogéne sont plus fortes a
faible température . Par conséquent, aux faibles températures les complexes formés entre
les chaines sont a I'état « collapsé ». Cependant, lorsque I'on augmente la température au-
dela de 'UCST, ces liaisons deviennent trop faibles et la nature hydrophile des polyméres
domine conduisant a I'hydratation rapide des chaines et au gonflement de la particule. Ce
concept a été breveté récemment par Owens et al. avec la formation d’IPNs capables de
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gonfler vers 40°C et dont I'action a été couplée a un échauffement localisé via un laser de
DLS (Dynamic Light Scattering — Diffusion Dynamique de la Lumiére) ®”. Cette UCST peut
étre déplacée vers des températures plus élevées en copolymérisant 'AAm avec un
monomere fortement accepteur d’hydrogénes comme le diméthylacrylamide (DMAAm).
Cette copolymérisation permet de diminuer la formation de liaisons hydrogéne
intramoléculaires des chaines de PAAm en favorisant des liaisons intermoléculaires plus

stables avec le PAAc ¥,

2.3.2.3 Les polyméres a thermosensibilité basée sur une balance amphiphile

Tableau 1. 5 : Les principaux polyméres a balance amphiphile et leur valorisation.

Polymére a balance amphiphile

POE-POP-POE - Pluronics (BASF)

o /\9( Y

PLGA

%%wk*%4

25-50°C

Les polyméres a thermosensibilité basée sur une balance amphiphile sont constitués a
partir de copolyméres a blocs de type AB ou ABA, portant un bloc hydrophobe et un bloc
hydrophile permettant un assemblage sous forme de structure micellaire. Ici, 'hydrogel est
formé via une transition de type sol-gel. La phase sol est une solution qui s’écoule alors que
la phase gel est un solide ne pouvant s’écouler. Cette phase gel ne se forme qu’a partir
d’'une certaine température et pour une concentration minimale en copolymeéres. Ainsi, ces
polymeéres existent en général sous forme de solution a température ambiante et sous forme
de gel aux températures physiologiques permettant leur administration sous forme injectable.
Ces systémes sont particulierement attractifs dans le domaine de la « Drug Delivery » car ils
forment des gels encapsulant un principe actif trés peu de temps aprés leur injection et
constituent ainsi des systémes a relargage controlé dans le temps 8. lIs sont dits

« thermogelling ».
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Typiquement, les systémes de type thermogel constitués de trois blocs sont pour la
plupart des analogues des copolymeéres de poly (oxyde d’éthyléne-b-oxyde de propylene-b-
oxyde d’éthyléne) (POE-POP-POE) aussi connus sous le nom de Pluronics (BASF) ou de
Poloxamer (ICI) 9. A faible concentration et & température ambiante, ces triblocs forment
des micelles dans I'eau. Aprés injection, le POP se déshydrate et les micelles ont tendance a
s’écraser en provoquant la gélification du systéme (Figure 1.7). Rapoport et al. ont breveté
des systemes a base de Pluronics s’agengant sous forme de micelles et dont le relargage
est provoqué par I'action d’ultrasons . Ils ont pu alors remarquer que dans le cas d’'US

pulsés, I'arrét des US conduisait a la « ré-encapsulation » du principe actif.

B

e

Ty
T

Figure 1.7: Mécanisme de gélation des Poloxameéres.

En matiére de polyméres biodégradables et biocompatibles, Jeong et al. ont synthétisé
des copolyméres triblocs & base de poly (oxyde d’éthyléne) et de poly (L-lactic acid) ®%. Ils
ont tout d’abord montré que la transition sol-gel de ces copolyméres pouvait étre contrélée
par leur concentration, leur composition et la température appliquée. De plus, pour un
systeme donné, ils ont montré que linjection d’une solution de copolyméres conduisait a un
gel capable de relarguer de maniére contrélée dans le temps un principe actif. Ce contréle
est alors d’autant plus rapide que le principe actif est hydrophile : les molécules hydrophobes
se logent préférentiellement au coeur ou la diffusion du plasma est plus lente alors que des
molécules hydrophiles se répartiront de maniére plus homogéne notamment dans I'écorce et

sont relarguées plus rapidement.
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2.3.2.4 Les polymeéres a thermosensibilité basée sur une T,
Deux approches sont envisageables avec les polyméres thermosensibles basés sur
une Ty :
- Soit la Ty est inférieure aux températures physiologiques et le relargage de I'actif repose
sur les cinétiques de relaxation des chaines polymeéres lorsque I'environnement se trouve
a une température proche de la T4 Des actions de relargage contrélé dans le temps sont
alors envisageables.
- Soit la T4 est supérieure aux températures physiologiques et elle peut alors étre utilisée

comme action de relargage suite a un stimulus (échauffement localisé).

2.3.2.4.1 Cas des polymeres a Tq < Teonp

On parle dans ce cas d’hydrogels a gonflement contrélé. Ces systemes sont des
hydrogels réticulés de fagon permanente (chimiquement). Le gonflement progressif du
réseau est I'expression macroscopique du passage par la transition vitreuse. Les molécules
actives diffusent au travers du milieu dissolvant, traversant la zone de polymére gonflée
autour de rl'hydrogel. En effet, lorsque I'hydrogel est placé au contact du milieu de
dissolution, les molécules d’eau pénétrent dans le réseau et envahissent progressivement la
surface de I'hydrogel entrainant I'apparition d’'un front mobile séparant la phase de polymeére
non solvaté donc encore vitreux, de celle ou il est gonflé et forme un hydrogel a I'état
caoutchoutique. Le polymeére situé au front est quant a lui exactement a la transition vitreuse.
Différents modes de relargage peuvent étre constatés (Figure 1.8) :

- Sila T4 du polymere est bien en dessous de la température expérimentale, le polymére
sera a I'état caoutchoutique et ses chaines présenteront une forte mobilité facilitant la
pénétration du solvant au sein de I'hydrogel et par conséquent le relargage de I'espéce
active. On observe alors une diffusion de Fick caractérisée par un taux de diffusion (du

solvant ou du principe actif) R, plus lent que le taux de relaxation des chaines du

polymére R

relax -
- Si la température expérimentale est juste en dessous de la T, les chaines de I'hydrogel

ne sont pas assez mobiles pour permettre une absorption rapide du solvant. On a alors

une diffusion non fickienne avec R, >>R, . ou une diffusion irréguliére (« anomalous

[32]
relax :

diffusion ») lorsque R, ~ R
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La particularité des systemes de relargage par gonflement contr6lé réside en la
possibilité de diffuser une molécule active a des taux constants sur une longue période
(« sustained release »). Le taux de principe actif relargué est fonction de I'équilibre entre la
diffusion du médicament d’aprés un gradient de concentration, la relaxation des chaines
polyméres et la pression osmotique apparaissant durant le gonflement. Ainsi, Peppas et al.
ont pu montrer que le poly (méthacrylate de 2-hydroxyéthyl-co-méthacrylate dee méthyle)
(P(HEMA-co-MMA)) et le poly (alcool vinylique) (PVA) pouvaient relarguer des espéces sur
des périodes de plus de 500h. lls ont aussi pu montrer que ce relargage est fonction des
caractéristiques structurales des polymeéres, de la réticulation et de la nature des solutés
utilisés P,

Remarque : Le terme d’hydrogel pour désigner ces systemes est unanimement repris. Il est
a noter tout de méme que ces systemes ne sont pas initialement des hydrogels car a I'état

sec au départ, mais ils le deviennent au fur et a mesure de la diffusion d’eau.

2.3.2.4.2 Polymeres a Tg>Top

Considérons un vecteur dont la T4 est supérieure aux températures physiologiques
dans lequel est encapsulé un principe actif. Cette fois-ci le relargage n’est possible que suite
a l'application d’un échauffement au dessus des températures physiologiques (Tcorp) (mMais
tolérables par le corps humain) via une source externe d’échauffement. Ce concept est tout
a fait adapté aux méthodes de ciblage thérapeutique par stimulus externe (paragraphe 2.3.1

de ce chapitre). En effet, une fois dans la circulation sanguine, ce vecteur reste rigide et
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retient le principe actif en son cceur. Le relargage du principe actif est alors possible suite a
'application d’'un échauffement localisé au niveau d’une zone atteinte par le vecteur. Cette
action permet alors de ne cibler qu’une zone unique et de s’assurer qu’aucune autre zone ne
sera traitée.

Jusqu’a ce jour, seuls les polymeres a thermosensibilité basée sur une T4 en dessous
des températures physiologiques ont fait 'objet d’études dans le domaine de la «Drug
Delivery » probablement en raison de la difficulté a trouver un matériau dont la Ty soit
légerement au-dessus de la température du corps humain (Tcorp). Le polynorbornéne (PNB)
est une polyoléfine dont la T4 est de I'ordre de 35-37°C, c’est-a-dire de I'ordre de l1a Teop.
Cette T, peut étre augmentée par I'ajout d’agent réticulant *3 ce qui permet d’envisager
I'utilisation de ce polymére pour le développement de vecteurs pharmaceutiques dont la T
est supérieure a Teorp.

Bien que référencé dans le domaine médical, le PNB reste toutefois un matériau peu
connu : seule un poignée d’articles le mentionne > *. Cependant, & la fois le monomére
(NB) et le polymére (PNB) ont fait I'objet d’études de toxicologie révélant 'absence de

cytotoxicité 1.

Suite a I'’étude des différents systémes thermosensibles, nous nous proposons
de développer un nouveau concept de relargage thermosensible utilisant la Tq d’un
polymére comme stimulus de relargage. Pour ce faire, des vecteurs a base de PNB
vont étre synthétisés et 'ajout d’un agent réticulant est envisagé dans le but d’obtenir
un matériau de T, supérieure a 40°C. Le PNB a déja été utilisé dans le domaine
biomédical notamment pour le relargage pH-sensible de molécules actives™®,
cependant, il reste trés peu étudié dans ce domaine et son application en tant que
matériau pour le relargage thermosensible de principes actifs n’a encore jamais été

démontrée a ce jour.

Connaissant le type de vecteur avec lequel nous allons travailler, la derniére question

pour le développement du vecteur pharmaceutique concerne le moyen d’encapsulation.

2.4 Quels moyens pour encapsuler ?

Dans le cas de systémes auto-assemblés type micelles ou veésicules, I'encapsulation
peut étre réalisée lors de l'auto-assemblage. Les copolyméres sont ajoutés au goutte a
goutte a une solution aqueuse contenant le principe actif. Au fur et @ mesure que la solution
devient concentrée en polymeéres, les blocs vont s’auto-assembler en encapsulant le principe

actif 99981,

m :




Chapitre 1 : Vecteurs thermosensibles pour la délivrance par hyperthermie locale

Dans les autres cas (nanocapsules, IPNs...), d’autres approches ont été développées.
L’encapsulation peut se faire lors de la synthése du vecteur en présence du principe actif
afin qu’il s’y imprégne directement ®". L'utilisation de solvants organiques étant susceptible
de limiter la bioactivité de I'actif, la fiabilité de cette technique reste encore a démontrer. Une
autre approche consiste a immerger le vecteur dans une solution aqueuse dans laquelle est
solubilisé le principe actif. Cette solution est laissée sous agitation puis, les particules
imprégnées sont filtrées, rincées en surface par de I'eau ionisée et enfin séchées sous vide
991 En plus d’étre fastidieuse, cette technique nécessite parfois le chauffage du milieu et
peut alors représenter un risque de déstabilisation du vecteur. Enfin, le contrdle de la
dispersion du principe actif dans le vecteur par ces techniques n’est pas toujours assuré.

Enfin, il est possible d'utiliser une phase mobile capable a la fois de solubiliser le
principe actif et de gonfler le vecteur pour assurer la diffusion du premier dans le second. La
principale limite rencontrée par lindustrie pharmaceutique au travers de ce procédé est
l'utilisation quasi systématique de solvants toxiques (nécessité d’'un bon solvant du
polymeére) difficiles & éliminer en totalité et responsables de résidus toxiques .

L’'imprégnation sous dioxyde de carbone (CO,) supercritique permet de remplacer ces
solvants organiques. En conditions supercritiques, le CO, est capable de gonfler les
polymeéres. Le procédé d’imprégnation est possible si la molécule active est suffisamment
soluble dans le CO, supercritique. Le CO, supercritique est alors utilisé comme une phase
mobile capable de transporter le principe actif au sein du vecteur. Le CO, a température et
pression ambiante étant gazeux, le matériau imprégné récupéré est dépourvu de toute trace
de CO,. En moyenne, une imprégnation sous fluide supercritique prend deux a trois heures.
Un tel procédé permet de récupérer en quelques heures une poudre séche de particules
imprégnées, sans trace de solvant. Enfin, il a été montré que le CO, supercritique avait la
capacité d’inactiver les bactéries et d’'aller vers une stérilisation des systémes imprégnés. En
matiére d’encapsulation pharmaceutique, cette technique commence a faire ses preuves et

des premiers brevets apparaissent 1 1%,

L’'imprégnation sous CO, supercritique semble étre une technique
d’encapsulation trés prometteuse. De par 'absence de résidus toxiques assurée et
I'effet stérilisant annoncé, nous nous proposons d’encapsuler le vecteur
thermosensible par ce moyen. De plus, cette technique pourra également étre
appliquée pour incorporer des nanostructures inorganiques dans les vecteurs dans

les projets qui prolongent ces travaux.
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Ce premier chapitre nous a permis d’établir le cahier des charges du vecteur
pharmaceutique a élaborer. Nous nous proposons de synthétiser un vecteur pour le
relargage ciblé de principes actifs répondant a la demande des technologies de ciblage par
stimulus externe (élévation locale de température sous ultrasons ou sous champs
magnétiques...). Pour ce faire, le vecteur développé devra présenter les caractéristiques
suivantes :

- Le vecteur doit étre recouvert d’'une couche de polymére hydrophile tel que le poly
(oxyde d’éthylene) de maniére a prolonger sa durée de vie dans le corps humain.

- Une action autour de la cellule est envisagée. Ainsi, le mode d’administration choisi est
l'injection par intraveineuse et le vecteur doit avoir une taille pouvant aller de 100 nm a
500 nm.

- Dans l'optique de répondre aux besoins des techniques de relargage ciblé via un
échauffement local externe, le vecteur doit étre capable de retenir le principe actif tant
que la température est inférieure a 40-45°C et de le libérer uniquement pour des
températures supérieures.

- Le vecteur est une nanoparticule a base de polyméres biocompatibles et
thermosensibles.

- La technique d’encapsulation de la molécule active dans le vecteur est l'imprégnation
sous CO, supercritique. Les raisons motivant ce choix sont notamment 'effet stérilisant
du CO, supercritique, 'absence de solvants toxiques et la possibilité d’'imprégner en

parallele des nanostructures inorganiques.

A partir de ces caractéristiques, les différents objectifs de cette thése ont été définis.
Le premier objectif de cette thése est I'élaboration d’'un vecteur thermosensible répondant
aux attentes qui viennent d’étre énoncées et fait I'objet du chapitre 2 de ce manuscrit. Le
vecteur synthétisé est une nanoparticule de polynorbornéne (PNB), polymeére
thermosensible dont la T4 (35°C) peut étre modulée par I'ajout d'un agent réticulant de
maniére a controler la thermosensibilité du matériau. Dans le but de le rendre furtif, ce

matériau est recouvert de POE.

Le second objectif de cette thése consiste a valider I'applicabilité des techniques
supercritiques a l'imprégnation de particules a base de PNB et de POE. Pour ce faire, les
études du comportement de ces vecteurs ainsi que de la molécule active modéle (I'acide

salicylique) sous CO, supercritique sont détaillées dans le troisieme chapitre.
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Enfin, le chapitre 4 fait 'objet, d’'une part, de I'étude de I'imprégnation de ces vecteurs
par le principe actif modéle sous CO, supercritique et, d’autre part, de I'étude du relargage in
vitro en fonction de la température de ce principe actif par ces particules afin de valider la

thermosensibilité du systéme, objectif principal de cette thése.
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Chapitre 2 : Synthése du vecteur

Dans le chapitre précédent le cahier des charges du vecteur thermosensible a été
établi. Deux exigences fondamentales on été avancées : assurer une durée de vie du
vecteur suffisante pour permettre 'accés d’une zone cible et contréler la thermosensibilité
des matériaux pour un relargage du principe actif dans une gamme de températures tolérées
in vivo. Nous avons choisi de développer un matériau polymeére de type coeur-écorce dont la
composition et la structure ont été définies. L’allongement de son temps de circulation sera
assuré par un recouvrement de la surface des particules par du poly (oxyde d’éthyléne)
(POE). La thermosensibilité de la diffusion du principe actif sera possible gréce a
I'élaboration d’un cceur de polynorbornéne (PNB) qui, de par sa température de transition
vitreuse (T,), devrait étre capable d’effectuer des cycles de gonflement-dégonflement en
fonction de la température et ce, dans une gamme de températures tolérées par les cellules.
Le contrble de la thermosensibilité du relargage est envisagé par I'ajout d’'un agent réticulant
du polynorbornéne qui, suivant la quantité dans laquelle il est incorporé, permettra de

moduler la T4 du cceur du matériau.

Le chapitre suivant établit dans un premier temps un bilan des techniques de synthése
envisageables pour le développement d’un tel vecteur. La polymérisation par métathése par
ouverture de cycle du polynorbornéne sera présentée ainsi que les divers processus de
polymérisation possibles avec un accent porté sur la technique qui a été choisie, la
Dispersion’. Le cas particulier des vecteurs réticulés sera traité par la suite. Enfin, la
deuxiéme partie de ce chapitre expose et discute les différents résultats de synthése de

particules de PNB-POE réticulées obtenues dans le cadre de ce travail de thése.

1 Ja . . \ . . egs g

Pour éviter toute confusion entre la technique de synthése par dispersion utilisée dans ces travaux et
la dispersion qui est I’action d’émulsifier une phase dans une autre, la premicre sera notée avec un D
majuscule et la seconde avec un d minuscule.
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1.1 Polymérisation par métathése des cyclo-oléfines

L’obtention du polynorbornéne se fait par polymérisation par métatheése. Les
paragraphes suivants décrivent les origines et les principes de cette technique de

polymérisation.

1.1.1 Historique et enjeux

Jusqu’au début des années 50, les polymérisations a partir d’oléfines suscitaient tres
peu d’intérét en raison des faibles poids moléculaires atteints. Ainsi, alors qu’elle essayait
d’oligomériser I'éthyléne par un catalyseur d’alkyl d’aluminium, I'équipe de Ziegler n'a pu
obtenir que des molécules de buténe [". C’est en explorant I'efficacité d’autres métaux que
Ziegler et Natta ont trouvé une série de sels de titane permettant la synthése de polyméres a
haut poids moléculaire a partir d’éthyléne et de propylene. Ces travaux, récompensés par un
prix Nobel de Chimie en 1963, constituent les fondements de l'industrie des polyoléfines.
Dans ce contexte, de nombreuses études se sont intéressées au développement de
nouveaux systémes catalytiques permettant de polymériser d’autres oléfines ¥. En 1955,
Anderson et Merckling de l'entreprise Dupont de Nemours introduisent les premiers
polyalcénaméres obtenus a partir de la catalyse de systémes hétérogénes comme MoO,/
AlLO; activés par LiAlH, (dérivés des catalyseurs type Ziegler-Natta) . Notamment, ils
développent la polymérisation du norbornéne par ouverture de cycle et mettent en évidence
la conservation des doubles liaisons le long de la chaine polymére (ROMP, Figure 2.1) .
Parallelement a ces recherches sur les techniques de polymérisation des oléfines, Peters et
Evering P! (Standard Oil Company) et Banks Bailey © (Philips Petroleum) ont décrit la
transalkylidénation du propéne en un mélange d’éthyléne et de but-2-éne, (CM, Figure 2.1).
C’est en 1967 que Calderon (Goodyear) fait le lien entre la polymérisation par ouverture de

cycle et la transalkylidénation et baptise cette réaction du nom de métathése .

Du latin méta, signifiant changement et tithémis, place, la métathése est définie
comme une reéaction d’échange entre deux molécules, contenant toutes les deux des
doubles liaisons carbone-carbone. Dans la métathése des oléfines, les atomes des doubles
liaisons changent de partenaires pour créer deux nouvelles molécules, contenant chacune
une double liaison carbone-carbone. Cette transalkylidénation offre de nombreuses
possibilités en chimie organique telles que I'ouverture ou la fermeture de cycles (Figure 2.1
RCM, ROMP) ou encore la réorganisation de substituants autour de doubles liaisons (Figure
2.1 CM, HM).
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Appliquée aux oléfines cycliques, la métathése conduit a des polymeéres linéaires eux-
mémes porteurs de doubles liaisons et permet d’envisager la synthése de polyméres

insaturés a forts poids moléculaires.

Métathése croisée Ri R
R, Ry —
Transalkylidénation | |
+ ———
Cross-Metathesis (CM) /=\
Ry Ry R Ry

Métathése par fermeture de cycle

Ring-Closing Metathesis (RCM)

Polymérisation par métathése

Polymérisation des diénes acycliques

Acyclic Diene Metathesis Polymerization 0 —_—

(ADMET) e &

avec ouverture de cycle n m —_ ﬂ
Ring-Opening Metathesis Polymerization (ROMP)
n
R +

Homo-métathése
Rl

Homo-Metathesis (HM)

Figure 2.1 : Différents types de métathése.

1.1.2 Mécanisme réactionnel de la ROMP

Nombreuses sont les équipes de recherche a avoir tenté d’élucider le mécanisme de la

métathése mais cest celui proposé par Chauvin en 1971 '

qui est aujourd’hui
unanimement accepté. Rappelons qu’il valut a son auteur de recevoir le prix Nobel de chimie
en 2005% Ce mécanisme introduit l'intervention du catalyseur en tant que métalla-carbéne
(Figure 2.2). Sous cette forme, le métal peut se complexer avec la cyclooléfine. C’est cette

espéce qui amorce la réaction par cycloaddition [2+2] formant ainsi un métalla-cyclobutane.

* Distinction partagée avec deux autres chercheurs : Richard Schrock et Robert Grubbs.
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Suite a un glissement perpendiculaire des liaisons, une nouvelle oléfine est formée ainsi
qu’un nouveau meétalla-carbene. Dans le cadre d'une ROMP, I'étape de propagation est
assurée par additions successives de molécules de monoméres sur cette espéce métalla-
carbéne en croissance '2. Dans le cas d’espéces métalla-carbénes a réactivité controlée, la
réaction est délibérément désactivée par un réactif spécifique de maniére, d’'une part, a
terminer la réaction et supprimer de la chaine polymére le métal de transition et, d’autre part,

a positionner un groupement fonctionnel connu en bout de chaine ..

Amorcage :

m R
coordination Q [2+2] JL/
Lo j n LM

R

—_—

-
= nuiinn
-
=

métalla- métalia-
carbéne cyclobutane

Propagation :

LnM=——=

Terminaison :

R T x— —_— Lnv——X + R
LnM Y
m+2 m+2

Figure 2.2 : Mécanisme de la ROMP proposé par Chauvin (12,131

Tout comme la plupart des réactions de métathése, les ROMP sont en régle générale
réversibles et par conséquent, le mécanisme de base exposé en Figure 2.2 peut conduire a
une dépolymérisation. Cependant, la position de I'équilibre formé entre le monomere et le
polymére dépend des caractéristiques thermodynamiques de la polymérisation. Comme
dans de nombreuses polymérisations par ouverture de cycle, la libération d’énergie lors de
l'ouverture de la cyclooléfine est la force motrice de la ROMP. Cette contribution enthalpique
s’oppose cependant a une contrainte entropique, favorisant la dépolymérisation. Ainsi, seule
la polymérisation de monomeéres a forte tension de cycle (> 5kcal.mol”) permet d’atteindre

des résultats quantitatifs ['*l. C’est notamment le cas du norbornéne.
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En plus des risques de dépolymérisation, I'équilibre de la ROMP peut étre perturbé par
des réactions de transfert inter- et intra-moléculaires (aussi appelé backbitting). Ces
réactions secondaires de métathéses (Figure 2.3) conduisent nécessairement a un

élargissement de la distribution en taille des chaines polyméres .

Transfert de chaine intermoléculaire :

R _ R
/ £=MLn MLn
n-3 m

MLn \
R

m Ln ~—MLn

n—m+3

%

n
LoM

Transfert de chaine intramoléculaire (backbitting) :

—_— —MLn +

Figure 2.3 : Exemple de réactions secondaires possibles lors d'une ROMP.

Le controle de la ROMP a été possible grace aux avancées réalisées concernant les
systémes catalytiques mis en jeu. L’objectif des recherches était de rendre la ROMP vivante
et controlée®, ce qui suppose notamment le développement d’'un catalyseur capable
d’amorcer rapidement la réaction et de limiter les réactions secondaires (transfert,

terminaison, dépolymérisation...) "%,

1.1.3 Les complexes amorceurs de la ROMP

Le Tableau 2.1 reprend les différentes familles de catalyseurs qui ont marqué
I'évolution de la recherche en matiere de ROMP. Leurs principales caractéristiques sont

décrites par la suite.

3 N . , . . , . e, . , .,

Le caractére vivant d’une polymérisation désigne la propriété de persistance/pérennité des centres
actifs (pas de réaction de transfert de chaines ou de terminaison) tandis que le caractére controlé
désigne I’accés a des masses molaires souhaitées avec de faibles indices de polymolécularité.
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Tableau 2.1 : Quelques exemples de complexes utilisés en polymérisation par métathése.

Non tolérants vis-a-vis de I'eau

Structures mal définies : ()

EtAICI,, WClg/ EtAICIy/ EtOH

TiCly-LiAI(C7H15)s, Mo(CO)g/ AlO3, WO3/ Al,O3, Re;O5/ Al,O3/ SnMey, WClg/ SnMey, ReCls/

Les métalla-carbénes

O\I

C(CH3)2(CF»)

*Met=C"*
OMe Ph
5] — vecorm=<{.
= Met(CO)——=C B et{CO); N
\R Ph
R : OCHj3, Ph ; Met : Mo, W
Les métalla-alkylidénes
*Met=C”
/_é R’ = CH; ou Ph
74
@ N=Mz R = tBu ou C(CH3)(CF3). ou

Tolérants vis-a-vis de I'eau.

Solubles en milieux organiques.

Catalyseurs de Grubbs de premiére génération ([5)

PR

] .
Cl

. _/—< hy |

' Ru——

CI cY ‘
PR3
Da:R= CeH11 (Cy) D’ a:R= CeH11 (Cy)
b : R = C¢Hs (Ph) b : R = C¢Hs (Ph)

Catalyseurs de Grubbs de seconde génération ([5)

foll il |u2\ Mes .

Hydrosolubles

Structures mal définies : RuCls, xH,O (@), Ru(tos)»(H.0)s €)

Ajout d’une chaine hydrophile

Ligands hydrosolubles cationiques

Cltsiy, ‘ H (m)
: Ru:C—{: :)—c H
-
cl ‘ H o
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1.1.3.1 Premiére classe de catalyseurs : les systémes « mal définis »

Les premiers systémes catalytiques a avoir été développés ont des structures « mal
définies ». De nature homogéne ou hétérogéne, ils sont constitués de mélanges de sels
métalliques et d’agents alkylants ou de sels de métaux de transition. Un grand nombre de
systémes catalytiques de ce type ont été développés a partir d'une large gamme de métaux

de transition "% (Tableau 2.1, A). Pour de tels systémes, 'espéce active est formée in situ.

Bien que trés réactifs, ces systemes présentent une efficacité limitée. D’une part, la
production in situ d’une double liaison métal-carbone exige des conditions « dures »
impliquant notamment des acides de Lewis relativement forts. D’autre part, 'espéce active
ainsi formée est trés sensible a I'eau et a I'air et le contréle de la concentration en espéeces

actives est donc trés limité.

1.1.3.2 Seconde classe de catalyseurs : les structures définies

Bien que «non vivants », les premiers systémes catalytiques ont constitué les
fondements du développement d’une seconde classe de catalyseurs. Mieux définis, ces
composés sont des systémes porteurs d’une liaison carbone-métal stable préformée et
permettent de s’affranchir de I'étape de formation in situ. Ainsi, le composé étant directement
additionné sous sa forme active, il est possible d’amorcer la réaction dans des conditions
plus douces et de fagon contrOlée. Cette catégorie de complexes se scinde en deux
groupes : les métalla-carbénes et les métalla-alkylidénes. Le premier groupe désigne les
composés a caractére électrophile, disposant d’'un métal de transition de faible degré
d’oxydation (parmi eux, les catalyseurs de Ficher ?" et Casey %4, Tableau 2.1, B et B’). Le
second groupe concerne quant a lui les composés au comportement nucléophile avec un
métal de transition possédant un haut degré d’oxydation et offre un meilleur compromis entre

stabilité et réactivité (parmi eux, le catalyseur de Schrock, Tableau 2.1, C).

1.1.3.3 Vers une troisieme classe de catalyseurs : les systémes tolérants aux

milieux protiques

Durant les vingt derniéres années, la société ayant pris conscience de I'importance du
respect de la sécurité, de la santé et de I'environnement, la substitution des solvants
organiques par des solvants plus inoffensifs est devenue une exigence croissante dans
l'industrie chimique. Dans ce contexte, la Science des Polyméres se tourne de plus en plus
vers la synthése et I'application de nanoparticules de polymére dispersées dans un non
solvant comme I'eau. Une autre caractéristique inhérente aux procédés en milieux dispersés
est la présence quasi systématique de fonctions polaires localisées soit sur les molécules de
monomeére, soit sur celles de solvant ou de stabilisant. Trés sensibles aux groupes

fonctionnels, les processus de polymérisation catalytique tels que la ROMP ont vu leur
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utilisation en milieu dispersé considérablement limitée. Cependant, un élément de transition
se démarque de par sa réactivité sélective vis-a-vis des oléfines : le ruthénium (Ru). Ainsi,
les polymérisations du cyclobuténe et du 3-méthylcyclobuténe #* 24 du bicyclo[4,2,0]oct-7-
éne et du norbornéne " %! ont été réalisées en milieu protique (alcoolique ou émulsion
aqueuse) a I'aide d’'un amorceur a base de trichlorure de ruthénium hydraté (Tableau 2.1, F).
L'utilisation du Ru pour la ROMP en milieu dispersé fut introduite pour la premiére fois par
'équipe de Booth en 1993. A partir d’'un sel de Ruthénium (premiére classe), ils ont été
capables de synthétiser un latex par ROMP en émulsion aqueuse de ['exo-2,3-
bis(metoxyméthyl)-7-oxanorbornéne. Malgré les faibles efficacités avérées (mauvaises
conversions du monomeére, limitation aux cyclo-oléfines tendues, longue période
d’'induction...), ces études mettent en avant I'adaptabilité de la ROMP aux procédés en

milieu dispersé 12271,

C’est la synthése de catalyseurs a base de Ru mieux définis (deuxiéme classe) qui a
permis les premiéres polymérisations vivantes de diverses cyclo-oléfines fonctionnalisées et
tendues en présence d’eau ou de solvants protiques ®® (catalyseurs de Grubbs, Tableau
21, D et E). Ces complexes sont stables lors de leur dissolution dans des solvants
organiques secs et dégazés (benzéne, dichlorométhane...) et ce, sur de longues périodes (>
semaines). Enfin, aucune décomposition de ces complexes n’a pu étre observée en
présence d’eau, d’alcools, d’éthers ou autres fonctions aldéhyde et cétone. En revanche, ils
présentent une réactivité exceptionnelle vis-a-vis des oléfines. La combinaison de tous ces
avantages fait de ces catalyseurs des complexes de choix pour I'amorgage en milieu

dispersé de la ROMP de cyclo-oléfines plus ou moins tendues ",

Ce sont Grubbs et al. qui furent les premiers en 1996 a mettre en évidence le bon
fonctionnement d’'une ROMP en milieu hétérogéne a partir des catalyseurs D, ou D’,. Ces
systemes mettent en évidence I'aptitude de ces complexes a amorcer la ROMP dans des
milieux majoritairement protiques (aqueux en l'occurrence) mais sans assurer la stabilité
colloidale des objets ainsi synthétisés °. En 2000, notre équipe a développé au LCPO &
partir d’'un de ces systémes catalytiques une technique de synthése de particules de PNB
par ROMP en milieu dispersé (a base d’'un mélange éthanol-dichlorométhane) . Il a ainsi
été montré que non seulement cette technique de polymérisation conduisait a des
rendements quantitatifs en monomeére mais en plus elle permettait d’'obtenir des particules
bien définies, monodisperses et sur lesquelles pouvaient étre greffées des molécules
actives pour une application dans le domaine de la « Drug Delivery » B" % Ayant été
choisie comme technique de synthése de nos vecteurs, elle fera I'objet d’'une étude plus

approfondie au paragraphe 1.4 de ce chapitre.
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I faut tout de méme noter que [l'utilisation de ces catalyseurs organosolubles
nécessite une pré-dissolution dans une phase organique. Afin de contourner ce probléme,
depuis une dizaine d’années, les principaux travaux de recherche en matiére de catalyseurs
de métathése tendent a rendre hydrosolubles les composés ruthéniums-carbénes
initialement hydrophobes. Les premiéres stratégies consistent a remplacer un ou plusieurs

ligands du ruthénium par des homologues hydrosolubles #*27 (

Tableau 2.1, J) mais elles
s’orientent de plus en plus vers le greffage de longues chaines polyméres hydrophiles

(essentiellement POE) **"(Tableau 2.1, H et 1).

La technique de synthése utilisée dans le cadre des travaux de thése exposés
dans ce manuscrit se déroule dans un mélange dichlorométhane-éthanol.
L’hydrosolubilité du catalyseur n’était donc pas une nécessité et nous avons utilisé le
catalyseur reconnu comme étant le plus réactif vis-a-vis des oléfines tout en étant
stable en milieu protique : le catalyseur de Grubbs de premiére génération (Tableau
21,D’,).

1.2 Processus de polymérisation : choix des milieux dispersés

Deux processus sont envisageables : la polymérisation en milieu homogéne (en
solution ou en masse) ou la polymérisation en milieu hétérogéne (catalyse supportée ou

milieu dispersé). Seule la derniére catégorie concerne notre projet et a été traitée ici.

Comparée a la polymérisation en milieu homogéne, la polymérisation en milieu

dispersé présente de nombreux avantages parmi lesquels :

o La présence d’'une phase dispersante permet de dissiper les échauffements provoqués
par I'exothermicité de la réaction de polymérisation.

o Différents types de phase dispersante sont envisageables (hydrocarbures inertes, eau,
CO, supercritique) toujours plus respectueux de I'environnement et des utilisateurs.

o La compartimentation du milieu permet d’envisager la récupération de matériaux sous
forme divisée avec des morphologies particulaires diverses et des tailles pouvant aller de
quelques dizaines de nanomeétres jusqu'a quelques millimétres. Ainsi, dans le domaine
industriel, la polymérisation en milieu dispersé peut amener a simplifier la synthése de
nombreux matériaux : des supports catalytiques, des latex filmifiants (peintures,
vernis...), des vecteurs thérapeutiques (cas de principes actifs encapsulés), des vecteurs

pour I'imagerie biomédicale (cas d’encapsulation ou de greffage d’agents de contraste)...
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Le paragraphe suivant présente tout d’abord les milieux dispersés de fagon générale
(formation et stabilisation) suivis d’'une rapide présentation des différents procédés
envisageables pour I'élaboration du vecteur. Enfin, la Dispersion, technique choisie pour la

synthése de particules PNB-POE fera I'objet d’'une étude plus approfondie.

1.3 Polymérisation par métathése en milieu dispersé: choix de la

Dispersion

1.3.1 Les milieux dispersés

La polymérisation en milieu dispersé conduit a des particules de polymére dispersées
dans une phase continue. Le milieu de départ est constitué d’'une phase dispersante et d’'une
phase monomére (miscible ou non dans la phase dispersante), le tout étant stabilisé grace a
une agitation contrélée et / ou un agent tensioactif. Le procédé le plus ancien et le plus
connu est I'émulsion (les premiers travaux remontent a plus de 70 ans). L'idée était alors de
compatibiliser deux liquides non miscibles de maniére a ce que leur mélange puisse étre
manipulé 4. Le processus initial consistait & émulsifier une phase dans l'autre en utilisant
une agitation mécanique, d’une part, et un composé émulsifiant, d’autre part. On obtenait
ainsi une dispersion de gouttelettes d’'une phase dans l'autre. Depuis, cette technique s’est
répandue permettant la préparation de dispersions colloidales de plus en plus diversifiées
pour un nombre croissant d’applications. Les procédés qui en sont dérivés tels que la
polymérisation en mini-, micro- émulsion ou la Dispersion* qui visent un meilleur contréle de
la taille des particules, ont donné lieu a de nombreuses études académiques et permettent
de mieux en mieux de contréler la taille, la morphologie et les caractéristiques des objets

ainsi formés.

Remarque : Il existe deux grandes catégories de milieux dispersés suivant que la phase
dispersante soit aqueuse ou non. On distingue ainsi les émulsions directes (gouttelettes
d’huile dans de I'eau) des émulsions inverses (gouttelettes d’eau dans de I'huile). Le sujet
étant ici lié a la polymérisation de monomeres hydrophobes conduisant a des particules de
polymeres dispersés dans une phase CH,Cl,-EtOH, le paragraphe suivant traite uniquement

le cas des émulsions directes.

Les dispersions colloidales ne sont pas des états stables de la matiére. En effet, la

dispersion d’'une espéce dans une autre suppose la création d’interfaces et donc I'apparition

* La polymérisation en Dispersion ne fait pas intervenir de milieu biphasique initial mais
I’hétérogénéité du milieu apparait dés le début de la polymérisation ou le polymere précipite sous
forme particulaire dans une phase dispersante.
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Chapitre 2 : Synthése du vecteur

de tensions de surface. Ces tensions représentent le colt énergétique de la création
d’interfaces. Afin de retourner a un état moins colteux en énergie, ces tensions vont tendre
a réduire l'aire totale d’interface. L’état le plus stable thermodynamiquement pour le systéme
est celui dans lequel chacune des deux phases (dispersée — dispersante) a une aire
d’interface minimale et est donc macroscopiquement séparée de l'autre. Pour réduire
I'énergie libre totale des interfaces, le systéeme peut avoir recourt a différents procédés
(Figure 2.4):

e Agrégation : étant animées d’un mouvement brownien, les gouttelettes dispersées sont
amenées a s’entrechoquer. Si une interaction attractive suffisante existe entre les gouttes
ainsi mises en contact®, elles restent associées.

o Coalescence : suite a I'agrégation des gouttelettes, celles-ci fusionnent pour ne former
gu’'une grosse goutte. Si ce processus se répéte, la phase dispersante démixte et I'on
revient au systéme diphasique.

e Midrissement d’Ostwald : il arrive qu’a l'issue de I'étape d’émulsification, la population
de gouttelettes ne soit pas homogéne en taille. Les plus petites gouttelettes présentent
une pression interne (pression de Laplace) plus importante et elles auront tendance a se

déverser dans les plus grosses.
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Figure 2.4 : Principaux phénoménes de déstabilisation pour des gouttelettes d’huile dispersées dans une
phase liquide.
Ces phénomeénes sont d’autant plus prononcés que la polymérisation se réalise en

[43-47]

présence d'un agent réticulant Une évaluation de ces risques est effectuée au

paragraphe 1.4.1 de ce chapitre.

> Ce sont en régle générale les forces de Van der Walls qui s’expriment aprés collisions entre les
particules.
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L’enjeu de la formulation est de contrecarrer ces phénomeénes afin de maintenir I'état
dispersé des gouttes. Si I'on souhaite limiter les phénoménes d’agrégation ou de
coalescence, il est nécessaire de compenser les forces de Van der Walls. En pratique, ce
processus est possible par I'addition d’agents de surface (ou tensioactifs). Ces agents
permettent de diminuer I'énergie de surface et de conserver la stabilité des gouttelettes.
Selon la nature du stabilisant, les gouttelettes sont maintenues a distance les unes des
autres par lintermédiaire de répulsions électrostatiques (introduction de charges
supplémentaires), stériques (introduction de longues chaines polymeéres) ou électrostériques

(combinaison des deux).

Si l'on souhaite limiter le mdrissement d'Ostwald, [l'addition d’un composé
ultrahydrophobe, miscible dans la phase dispersée permet de diminuer le potentiel chimique
des plus petites gouttelettes et donc de diminuer leur déversement dans les plus grosses

gouttelettes.

Remarque : Dans le cas de dispersions de particules, seuls les phénoménes d’agrégation ou
de coalescence peuvent avoir lieu. Ici, la coalescence ne conduit pas a la démixtion de la
phase dispersante mais a 'agencement des particules sous forme de coagulats. Il est tout
de méme primordial de limiter leur occurrence afin d’assurer la bonne conservation du latex.
De la méme fagon que pour les gouttelettes d’émulsion, l'ajout d’agents tensioactifs
(ioniques, stériques ou électrostériques) peut minimiser ces phénomeénes de destabilisation.
Ces derniers peuvent étre greffés ou adsorbés directement durant la synthése ou bien apres,

a partir de fonctions réactives superficielles.

1.3.2 Description et spécificité des divers procédés

Il existe quatre grandes catégories de polymérisation en milieu dispersé : I'émulsion, la
suspension, la précipitation et la Dispersion. Leurs différences proviennent de la taille des
particules obtenues mais aussi et surtout des mécanismes de formation et de croissance de
ces derniéres. Chacun de ces procédés est constitué d’'une phase monomére, d’'une phase
dispersante, d’'un amorceur et d’entités stabilisantes (sauf dans le cas de la précipitation ou
lindividualité des particules est assurée par [l'utilisation d‘une grande quantité d’agent
réticulant). Suivant la solubilit¢ du monomeére dans la phase dispersante, le systéeme de
départ est soit hétérogéne (cas de I'émulsion et de la suspension formées de gouttelettes de
monomeéres dispersées dans la phase continue) soit homogéne (cas de la précipitation et de
la Dispersion ou le monomére est initialement soluble dans la phase continue). Dans le
premier cas, la formation des particules se fera généralement directement dans les
gouttelettes dispersées alors que dans le second, ’hétérogénéité du systéme proviendra de

linsolubilité des polymeéres en croissance dans la phase dispersante. Leur composition est
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fonction de la technique d’émulsification (milieu initialement homogene, hétérogéne, type

d’agitation...) et de la stratégie permettant de limiter les phénoménes de déstabilisation

(agent ultrahydrophobe, agents stabilisants...). Le Tableau 2.2 résume les principales

caractéristiques de ces procédés et envisage leur pertinence dans le cadre de ce projet de

thése.

Tableau 2.2 : Résumé des caractéristiques des principaux procédés de Polymérisation en milieu dispersé
(S=concentration en stabilisant, CMC=Concentration Micellaire Critique”). Estimation de I’adaptabilité des
procédés face aux problématiques de I'étude.

o Type de Phase Nature de o Pertinence face a la
Procédé . . Stabilisation o
formulation dispersante I’amorceur problématique
50-1000 ym ¢ Agitation . .
. Taille des particules trop
Suspension Aqueuse Organo-soluble primordiale [48-50]
Goulttelettes grosse
e S<CMC
50-10000 nm
Coexistence [17, Utilisation d’un catalyseur
Emulsion Aqueuse Hydro-soluble e S>CMC 18, 29, hydrophile — étape de
Gouttelettes- 34, 35] synthése supplémentaire
micelles
- Amorceur hydrosoluble :
50-500 nm * S<CMC tilisation d al
- utilisation d’un catalyseur
Mini- Hydro-soluble | Agitation par 41 . ) Y
i . Gouttelettes Aqueuse ou organo- ultra-sonification ' hydrophile — étape de
émulsion 50] synthése supplémentaire
soluble o Agent
itrahvdroohob - Amorceur organosoluble :
ultrahydrophobe
ydrop NB trop réactif
. 10-50 nm Hydro-soluble 4 - Forte quantité de stabili-
icro- , . i .
) . Micelles Aqueuse ou organo- ¢ S>>CMC sant (et/ou co-stabilisant) ;
émulsion lubl o Co-surfactant 51,52] | _ Concentration en poly-
gonflées soluble . . .
mére par échantillon <10%
: Dépend du Fortes quantités d’agent
Précipi- Taille Organique > +PasdeS o .
ati iabl milieu réticulant — controle
ation variable -
Aqueuse dispersant | *Agent réticulant difficile de la T,
Organique Dépend du [27, Possibilité de greffer
Dispersion 0,1-20 pm milieu o S stérique 32, 41, directement une écorce de
Aqueuse dispersant 53, 54] stabilisant POE

% La CMC (Concentration Micellaire Critique) est la concentration en agent stabilisant au-dela de
laquelle des micelles commencent & se former. La formation des micelles dépend du solvant et des

molécules de tensioactif.
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Aprés étude et comparaison des différents procédés, la Dispersion a été choisie
comme technique de synthése en milieu dispersé. Tout d’abord, la présence d’'une
phase organique autorise [l'utilisation des complexes carbéniques de Grubbs
organosolubles sans avoir a les modifier. D’autre part, des études menées dans notre
équipe B% 41 %3 % ont montré qu’il était possible de stabiliser en Dispersion des
particules de PNB via un macromonomére de POE sur lequel est fixée une entité
réactive norbornényle. Comme nous avons pu le voir au chapitre 1, le recouvrement
du vecteur par une écorce de POE est envisagé afin de lui conférer un caracteére furtif.
La ROMP par Dispersion permet donc de greffer directement cet agent de furtivité sur

la particule et nous dispense d’une étape de coating supplémentaire.

Afin de mieux comprendre les phénoménes de nucléation et de croissance propre a la

Dispersion, le chapitre suivant présente de fagon plus approfondie ce procédé.

1.3.3 LaDispersion

1.3.3.1 Origine

La polymérisation en Dispersion est née dans les années 60 en réponse au besoin de
lindustrie des peintures de trouver une alternative aux émulsions aqueuses (difficiles a
conserver et a sécher). Dans ce contexte la polymérisation en Dispersion organique a été
développée pour la premiére fois par Osmond et al. de la société ICI . Bien que des efforts
de recherche important aient conduit au dép6t de nombreux brevets dans les années 1970,
le développement du procédé de polymérisation en Dispersion en milieu organique s’est
ensuite heurté aux contraintes de plus en plus pressantes liées a la protection de
'environnement et visant a limiter les quantités de composés organiques volatils (COV) émis
dans les procédés industriels. De ce fait, de nombreux travaux se sont réorientés vers les

[56-66]

milieux polaires En 2002, notre équipe de recherche a rapporté l'étude de la

polymérisation en Dispersion de norbornéne en présence d’'un macromonomeére de POE (a-

norbornényl-poly (oxyde d’éthyléne)) dans un milieu dichlorométhane-éthanol **.

1.3.3.2 Principe général

La polymérisation en Dispersion peut étre définie comme une synthése par
précipitation en présence d’'un agent stabilisant doté de longues chaines polyméres capables
de stabiliser le polymeére précipité. Différents types de latex ont été préparés selon ce
procédé (coeur-écorce, fonctionnalisés, thermosensibles...) pour répondre a des attentes
technologiques parfois difficiles a satisfaire par d’autres procédés de polymérisation en

milieux dispersés. Aujourd’hui, ces applications se situent essentiellement dans le secteur
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biomédical (supports de réactifs de diagnostic, vecteurs de médicaments...), dans
linstrumentation analytique (phase stationnaire pour chromatographie, étalons de
granulométrie...), dans l'industrie des peintures, en électronique (espaceurs pour écrans a

cristaux liquides) ou en reprographie (formulation d’encre et de toner).

Ce type de polymérisation nécessite généralement quatre composants : un solvant, le
monomere, le systéeme amorceur et un stabilisant stérique (voir 1.3.3.3). Le milieu
réactionnel est choisi de telle fagon qu'’il soit un bon solvant du monomére et de I'agent
stabilisant tout en étant un mauvais solvant du polymére correspondant. Ainsi, le mélange
des composés de départ forme une solution homogéne qui une fois 'amorceur ajouté/
activé, devient hétérogéne en raison de l'insolubilité des chaines polyméres en croissance.
Ces chaines se dispersent ensuite sous forme de particules par incorporation ou adsorption
de I'agent stabilisant. Le milieu réactionnel initialement translucide, devient laiteux dés que
les particules formées sont capables de diffuser la lumiére. L’apparition de cette
hétérogénéité suppose un partage des espéces en jeu entre la phase précipitée (les
particules) et le milieu continu. Par conséquent, durant l'étape de croissance, la

polymérisation peut avoir lieu dans les particules et/ou dans le milieu dispersant.

1.3.3.3 Stabilisation

La polymérisation en Dispersion ayant été initialement développée en milieu
hydrocarbure aliphatique ou la stabilisation ionique est inefficace (en raison d’'une faible
constante diélectrique du milieu), un intérét particulier a été porté a la stabilisation stérique.
Ce type d’agent stabilisant consiste en général en un copolymére a blocs (préformé ou
geneéré in situ) dont un bloc présente une bonne solubilité dans le milieu dispersant. C’est lui
qui via ses longues chaines, limite 'agrégation des particules et assure la stabilité colloidale

du systéme. Deux phénoménes physiques gouvernent ce mode de stabilisation :

e Un _effet entropique : Lorsque les deux particules s’approchent, l'interpénétration

des couches de polymére constituant la barriére stérique induit une rétention de
configuration de ces chaines de polymére entrainant localement une perte d’entropie.
Afin de pallier cette perte, le systéme tend a distancer les deux particules.

o Un effet osmotique : Lors de linterpénétration des couches polyméres de deux

particules, 'augmentation dans la zone d’interaction de la concentration en chaines
polyméres provoque une augmentation de la pression osmotique. Celle-ci entraine
une diffusion de solvant dans la région a forte concentration en stabilisant générant

une force répulsive qui tend a séparer les particules rentrées en contact.

Ces effets sont d’autant plus prononcés que la couche de polymeére soluble est

épaisse. Cette épaisseur est elle-méme étroitement liée a la masse molaire des chaines
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stabilisantes et a la densité de polymére dans la couche. Pour stabiliser des particules avec

des polymeéres de faibles masses molaires, il faudra atteindre une densité de greffage élevée

pour former une barriére stérique efficace ",

Majoritairement, deux types de stabilisants stériques peuvent étre utilisés ! :

Copolymeéres greffés : Ces copolymeéres sont en regle générale élaborés in situ a partir

de chaines polyméres solubles dans la phase dispersante. Le greffage peut se faire soit
par transfert °! soit par réaction via des entités réactives telles que des doubles liaisons
présentes le long de la chaine ®°. Une autre voie de synthése consiste & utiliser un
polymére soluble dans la phase dispersante porteur d’une entité copolymérisable. lls
sont connus sous le nom de macromonomeéres % . Ces stabilisants n’assurent pas
une stabilité directe des particules mais sont des précurseurs de stabilisation.

Copolyméres a blocs : En régle générale, ces copolyméres sont synthétisés ex situ 2,

Cependant, il existe quelques techniques pour les synthétiser directement lors de la
synthése. Ces méthodes reposent sur l'utilisation de polyméres solubles dans la phase
dispersante présentant en leur extrémité une fonction d’amorgage ou de transfert. On

parle alors de macro-amorceur ™ ou de macro-agent de transfert ou transurf ",

Dans le cadre des travaux de thése exposés dans ce manuscrit, la stabilisation

stérique via un macromonomeére de NB-POE est le mode de stabilisation qui a été

choisi.

1.3.3.4 Mécanismes de formation des particules

Les mécanismes de polymérisation en milieu dispersé comportent 4 étapes

principales : 1) 'amorgage des chaines, 2) la nucléation de particules, 3) la croissance des

particules et 4) la terminaison. Une des étapes cruciales pour la qualité colloidale des

particules est la nucléation. Elle correspond a I'étape de formation des premiéres particules

stabilisées. Plus cette étape a lieu td6t et rapidement, plus les particules sont petites et

monodisperses. Dans le cas de la Dispersion, trois types de nucléation sont envisageables
(Figure 2.5) :

Nucléation spontanée (appelée nucléation homogéne en émulsion) : une fois la
polymérisation amorcée, les premiers oligoméres commencent a croitre. Dans le cas de
la nucléation spontanée, les premiers nucléi se forment lorsque les oligomeéres ont atteint

une longueur critique au-dela de laquelle ils ne sont plus solubles dans le milieu. Cette
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longueur critique (notée I.) est non seulement fonction de la nature et de la longueur du
stabilisant (chaines plus ou moins solubles) mais aussi de la nature du solvant.

o Nucléation agrégative : dans ce cas les nucléi sont issus de chaines en croissance de
longueur [<I, qui s’associent pour former des agrégats insolubles qui donnent des
particules. Plus le milieu est concentré, plus le risque de nucléation agrégative est grand.

o Nucléation coagulative : ce type de nucléation est une association des deux cas
précédents. Les oligoméres en croissance précipitent sous forme de toutes petites

particules qui s’agrégent avant méme de pouvoir étre stabilisées.
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Figure 2.5 : Nucléations possibles en Dispersion. M : monomére ; A : amorceur ; AS : agent stabilisant.

De nombreux résultats expérimentaux tendent a prouver que la formation des
particules se ferait généralement par coexistence de nucléations spontanées, agrégatives et

coagulatives °* "2,
Ainsi, une polymérisation en milieu dispersé se déroulerait comme suit :

- Au départ, monomeére, agent stabilisant et amorceur sont solubles dans le solvant et
forment un milieu homogeéne.
- Ensuite, les premiéres particules nucléent: nucléation spontanée, agrégative,

coagulative ou coexistence.
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- Une fois ces particules formées, le systéme devient biphasique et les espéces
(solvant, monomere, amorceur, polymeére, oligomeéres, agent stabilisant) se partagent
entre la phase dispersante et les particules. Deux mécanismes peuvent alors étre
envisages pour la croissance des particules :

e Croissance par incorporation de chaines d’oligoméres ou d’agents stabilisants
encore présents dans la phase continue et par coagulation des derniers petits
nucléi.

¢ Croissance par polymérisation de molécules de monomeére gonflant les particules.

- Alafin de la polymérisation, seules les particules matures sont observées.

Dans le cadre de ces travaux de thése, I’ajout d’un agent réticulant est envisagé.
Le paragraphe suivant explique tout d’abord les phénoménes de réticulation pour ensuite

envisager leur applicabilité dans le cas de la polymérisation en Dispersion.

1.4 Synthése d’une particule réticulée en Dispersion

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre 1, le concept sur lequel repose ce
travail de thése consiste a utiliser la T; du PNB comme contrdle de thermosensibilité. La T,
du PNB seul étant proche de 35°C, 'action in vivo d’un tel vecteur n’est envisageable que si
le contrble de cette T4 est possible. L'un des moyens d’augmenter la T4 d’'un matériau est de
réticuler ce dernier de facon a rigidifier sa structure. Cependant, la mise en ceuvre de la
réticulation peut s’avérer étre un épineux probléme une fois appliquée aux milieux dispersés

(risques d’agrégations voir de déstabilisation compléte du latex).

Avant de faire état des travaux existants sur la réticulation du polynorbornéne ou de
ses dérivés, le chapitre suivant présente les différents phénoménes mis en jeu lors d’'une
polymérisation en présence d’agent réticulant et tout particuliérement, dans le cas des

milieux dispersés.

1.4.1 Phénomeénes de réticulation et milieux dispersés

1.4.1.1 Polymérisation et réticulation

Les phénoménes de réticulation mettent en jeu des monomeéres dont la fonctionnalité
est supérieure ou égale a deux et conduisent a la formation de réseaux polymeéres ou gels.
Aucun travail concernant la description des phénoménes de réticulation dans le cas de la
ROMP n’a été recensé. La plupart des théories existantes sur la formation de gels de

polyméres ont été énoncées dans le cas de polymérisations radicalaires mettant en jeu un
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monomere de styréne (St) avec comme agent réticulant le divinylbenzéne (DVB). Elles sont

toutefois transposables dans le cas d’'une ROMP.

Dans un cas comme dans lautre, la polymérisation commence dés les premiers
instants suivant I'ajout et/ou I'activation de 'amorceur et conduit a la formation de nombreux
oligomeres. Une fois I'agent réticulant incorporé, les chaines propageantes ont le choix de
réagir avec une nouvelle unité monomeére (Figure 2.6, d) ou avec une fonction réticulante
pendante présente le long de la méme chaine (Figure 2.6, a, b) ou fixée sur une autre
chaine (Figure 2.6, c). De maniére générale, ces réactions sont classées en deux catégories

principales "*!: les réactions intramoléculaires et les réactions intermoléculaires.

Figure 2.6 : Phénoménes de réticulation schématisés ici dans le cas de fonctions polymérisables
vinyliques - Réactions intramoléculaires (a, b) et réactions intermoléculaires (c, d). L’espéce active est
représentée par un astérisque et I’entité réticulante est représentée par une double liaison pendante.

Les réactions intramoléculaires (Figure 2.6, a et b) ne participent pas a la croissance
de la chaine macromoléculaire mais provoquent un phénoméne de contraction qui a pour
conséquence de limiter la capacité de gonflement du réseau et d’engendrer une géne
stérique limitant I'accessibilité des entités réticulantes pendantes ou des espéces actives.
Son occurrence augmente avec la concentration et la réactivité des fonctions réticulantes

pendantes.

Les réactions de réticulation intermoléculaires participent quant a elles a la croissance
de la macromolécule (Figure 2.6, c). Il est important de noter que seules les réactions

intermoléculaires assurent I'élasticité d’un réseau .
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La combinaison de ces deux phénoménes a tendance a favoriser les réactions en
périphérie et peut conduire a I'agrégation des macromolécules en croissance. On comprend
alors trés vite pourquoi, appliqué aux milieux dispersés, ce type de réaction risque de

compromettre 'individualité des particules en croissance.

1.4.1.2 Polymérisation en milieux dispersés et réticulation

Shashoua et Beaman furent les premiers a mettre en évidence les différences entre
les procédés de polymérisation en milieux dispersés suivant que le systéme mis en jeu est
linéaire ou réticulé. Lors de I'étude de la polymérisation en émulsion de styréne en présence
de DVB, ils ont constaté une tendance a la coagulation au cours de la polymérisation et ce,
de maniére d’autant plus significative que la quantité d’agent réticulant est importante . De
nombreuses études ont ainsi été menées afin de permettre lintroduction d’'un agent
réticulant a un procédé d’émulsion mais beaucoup tendent a prouver que les effets
d’agrégation souvent observés en masse ont ici tendance & étre accentués *7"l En
émulsion, la nucléation des particules se faisant principalement dans les micelles et leur
croissance étant assurée par diffusion du monomeére des gouttelettes vers ces micelles, il n’y
a pas de réelle compartimentation des espéces et 'échange possible des espéces au travers
de la phase continue constitue un risque supplémentaire d’agrégation entre les particules. La
microémulsion, procédé mettant en jeu une meilleure couverture des gouttelettes/particules,
permet de limiter les réactions entre particules mais suppose l'utilisation d’une plus grande
quantité de stabilisant ’®* ™. La suspension et la miniémulsion, procédés pour lesquels la
diffusion du monomeére n’intervient pas dans le processus de croissance, semblent quant a
eux étre mieux adaptés a lajout d’'un réticulant. En effet, aprés nucléation dans les
gouttelettes, ces derniéres se comportent comme des miniréacteurs assurant un
cloisonnement quasi parfait de la polymérisation et permettent la synthése de particules

fortement réticulées (®*® pour la suspension, 9% pour la miniémulsion).

Le cas de la Dispersion est plus complexe. De nombreuses citations de la littérature
affirment que, au-dela de 0,5% en masse, la présence d’agent réticulant lors d’une
polymérisation par Dispersion conduit a des résultats inattendus allant de I'observation de
morphologies originales en passant par des structures irrégulieres jusqu’a la perte totale de
stabilité 1> ®° 8% % | es premiers travaux rapportant les conséquences de I'ajout d’'un agent
réticulant lors d’une Dispersion furent réalisés par Tseng et al. en 1986 °°. Lors de I'étude de
la polymérisation en Dispersion du St réticulé par du DVB dans I'éthanol, ils constaterent que
ajout de 0,3% en masse de réticulant conduisait a une augmentation de la taille et de la
distribution en taille des particules, voire méme a la coagulation du systéme pour des
quantités supérieures de DVB. Ce phénoméne peut s’expliquer non seulement par la

contribution des réactions intermoléculaires qui lient les particules entre elles, mais aussi et
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surtout par les réactions intramoléculaires qui conduisent a la rigidification de la structure. Le
cceur de la particule empéche I'absorption de monomére et piége certaines chaines de
stabilisant qui ne peuvent plus jouer efficacement leur réle. Ce phénoméne s’accompagne
de l'apparition de nouvelles particules issues soit de la précipitation de chaines encore en
croissance via le monomeére présent dans le milieu, soit de la coagulation/agrégation de
particules mal stabilisées. On parle alors de re-nucléation ** % °!_ Ce phénomeéne peut étre
limité en jouant sur le pouvoir solvatant du milieu dispersant *® °! le mode d’addition de

I'agent réticulant “® % ou encore sa nature et sa réactivité > %,

1.4.2 Particules de PNB réticulées

L’addition d’'un agent réticulant en ROMP permet d’obtenir différents types de
matériaux : polyméres cicatrisants ) mousses ¥, ou encore des matériaux résistants de
forme calibrée (RIM-Réaction aprés injection dans un moule) *% " |a plupart de ces
travaux étant réalisés en masse, ils n'abordent pas les risques de l'application de la

réticulation aux milieu dispersé ['°".

Le seul exemple recensé de ROMP en présence d’agent réticulant en milieux
dispersés est celui de particules de PNB développées en suspension par Lee et al. Dans le
but d’élaborer des résines comme supports réactionnels, ils ont développé toute une gamme
d’agents réticulants polymeres a base de norbornéne présentant des capacités de
gonflement variables “?. Chacun de ces agents a ensuite permis de synthétiser par
suspension des billes de PNB réticulées, de structure totalement sphérique et bien définie

(une description plus détaillée de ces objets est donnée au 2.2.1 de ce chapitre) .

Il apparait ici clairement que [l'incorporation d’un agent réticulant peut
compromettre le bon déroulement de la ROMP en Dispersion de particules PNB-POE.
Une étude approfondie de I'incorporation d’un agent réticulant lors de la synthése

devra donc étre réalisée.

Cette étude bibliographique nous a permis de déterminer par quelles techniques les
particules PNB-POE peuvent étre synthétisées. Le choix s’est orienté vers une synthése par
ROMP en Dispersion de maniére a élaborer des particules de PNB sur lesquelles le POE est
directement fixé. Il a été vu que l'application de la réticulation a de telles techniques peut
compromettre le bon déroulement de la synthése. Ainsi, le principal objectif de ce chapitre
est d’étudier l'incorporation d’'un agent réticulant au cours de la synthése par ROMP en

Dispersion de particules PNB-POE réticulées. Une étude approfondie de cette synthése

m :




Chapitre 2 : Synthése du vecteur

permettra en paralléle de déterminer les paramétres permettant le controle de la taille et de

la dispersion des particules.

La synthése des vecteurs se fait par ROMP en Dispersion. Comme nous 'avons vu au
1.3.3 de ce chapitre, cette synthése est réalisée en présence d’'un agent stabilisant réactif, le
NB-POE et dans le cadre de notre étude, certaines expériences ont été effectuées en
présence d’un agent réticulant. Les propriétés des particules résultantes (morphologie, profil
d’imprégnation, profil de relargage...) vont dépendre de la longueur de la chaine de POE et
des quantités de PNB, de POE, et d’agent réticulant incorporées. Ainsi, un plan d’expérience
a été réalisé afin d’évaluer l'influence de ces différents paramétres sur les caractéristiques

des vecteurs synthétisés.

Dans ce chapitre, la synthése du macromonomeére ainsi que celle de I'agent réticulant
sont présentées dans un premier temps. Ensuite, la technique de Dispersion utilisée est
explicitée et enfin, les différents résultats obtenus dans le cadre du plan d’expériences sont

détaillés.

2.1 Synthése de ’agent stabilisant réactif : AS

La synthése de chaines de POE portant une insaturation norbornényle est possible par

polymérisation anionique de I'oxyde d’éthyléne (OE) (Figure 2.7).

NBCH,0OH DPMK

Figure 2.7 : Synthése du macromonomére NB-POE par polymérisation anionique de I’OE.

L’amorceur utilisé est obtenu par déprotonation de le 2-hydroxyméthyl bicyclohept-5-
ene (NBCH.OH) par le diphénylméthyl potassium (DPMK ou Ph,CHK). Une attention
particuliere est portée quant a la purification des solvants afin d’éviter la présence

d’'impuretés protoniques qui pourraient désactiver la polymérisation de 'OE et donner lieu a
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des chaines plus courtes. De la méme facgon, la quantité de DPMK a introduire dans le milieu
réactionnel pour déprotoner le NBCH,OH est déterminée avec soin de fagon a éviter tout
excés en agent déprotonant susceptible de conduire a des chaines non fonctionnalisées

(DPMK en léger défaut). La désactivation se fait par ajout de méthanol en fin de synthése 2.
Le macromonomeére ainsi synthétisé présente une distribution en masse des chaines

étroite et monomodale (PDgsec - Tableau 2.3). La masse théorique M est calculée a

théorique
partir des volumes damorceur et d’OE additionnés. Le nombre de chaines POE
fonctionnalisées par une entité norbornényle a été déterminé par comparaison de I'analyse

par Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN du 'H) & la mesure expérimentale de

la masse molaire M (SEC ou Maldi Tof). La RMN permet de comparer les aires des

exp érimental
signaux correspondant aux protons de la double liaison présente sur I'entité norbornényle de
'amorceur (6=5,9 et 6,1 ppm, 2 H par entité, aire totale : 4;) a ceux portés par l'unité de POE

(6=3,8 ppm, 4 H par motif, aire totale : 4;) (Figure 2.8).

Le degré de polymérisation moyen en nombre (DP,) des chaines (déterminé a partir de

la mesure de M ) comparé a l'aire 4; permet de calculer l'aire A’, des protons

exp érimental

appartenant a une chaine POE fonctionnalisée :

A',=2.DP,. 4 Equation 1

Le pourcentage de chaines fonctionnalisées f est alors calculable a partir de l'aire

totale 4, :

A

_ ’2
f _(A2 ).100

Equation 2

Le NB-CH,OH étant un mélange endo-exo, le macromonomére est lui aussi constitué
d’'un mélange endo-exo. Ce rapport se détermine aisément en RMN. En effet, les protons de
la double liaison norbornényle sont décalés suivant que le cycle est porteur de la fonction
alcool en exo ou en endo (notamment b,,4, 5=5,9 ppm et b,., 5=6,03 ppm) "2 (Figure 2.9). Si
'on compare les aires des protons b appartenant a des entités endo (4..s,) aux aires des
protons appartenant a des entités exo (4.,,), on peut trouver la proportion en endo et en exo
R,.:

R = exo 100 Equation 3
A + A4

exo endo
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Par la suite, ce macromonomere sera systématiquement désigné par AS.

%cvo)w
6\0 OH
c a8
a b

a b
Jl
A .
T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm

X = J
]3.
o

Figure 2.8 : RMN d’un macromonomeére de NB-POE utilisé pour la synthése par Dispersion de particules
de PNB. Exemple d’un macromonomére de masse Mn tso: 2000 g.mol ™.

'bemio
b
7 endo
“ L o

T T T T T T
6.15 6.10 6.05 .00 5.95 5.90 ppm
—J S —

——

Figure 2.9 : Spectre RMN d'un macromonomeére de NB-POE utilisé pour la synthése par Dispersion de
particules de PNB. Zoom sur les pics du norbornéne pour la détermination du ratio exo/endo.
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Trois AS ayant trois masses molaires différentes ont été synthétisés. Leurs

caractéristiques sont exposées dans le Tableau 2.3.

Tableau 2.3 : Caractéristiques des trois macromonomeéres NB-POE de différentes masses molaires
élaborés pour ce projet de thése.

! Mnexperimentar déterminé par SEC (Mesure donnée a partir d’'un étalonnage équivalent POE).

2 M oxpérimentar déterming par Maldi Tof.
3 Mnnéorique déterminé a partir des masses de réactif ajoutées.

Les masses molaires expérimentales des macromonomeres (déterminées par SEC,
RMN ou Maldi-Tof) sont en accord avec les masses molaires théoriques et témoignent d’'une
relativement bonne fonctionnalité des chaines de POE par une entité norbornényle (en
moyenne, 91 % des chaines fonctionnalisées) (Tableau 2.3).

Le deuxiéme élément constitutif des particules est I'agent réticulant. Le paragraphe
suivant explique les choix d’agents réticulants que nous avons fait pour ce travail de these

ainsi que leur synthése.

2.2 Synthése de I’agent réticulant : AR

2.2.1 Choix de ’agent réticulant

Les principaux agents réticulants du PNB recensés dans la littérature sont présentés

en Figure 2.10.
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Figure 2.10 : Principaux agents réticulants de ROMP.

Sheng et al. ont montré que l'ajout de dinorbornéne (Figure 2.10, A) lors de la
polymérisation de [I'endo-dicyclopentadiene (endo-DCPD) (Figure 2.10, H) ou du 5-
éthylidéne-2-norbornéne (ENB) induit une hausse de la Ty du matériau résultant (Tableau
2.4) 7,

Tableau 2.4 : Influence de la concentration en agent réticulant A 7).
Quantité d’AR A (% mass.) T, '(°C)

0 111,4

5,7 115,6

10,3 117,3

14,8 121,1

19,6 122,3

0 140,0

5,2 151,7

DCPD/A 9,9 157,4
15,1 162,2

20,3 164,4

' T, mesurée par DSC.

Cette hausse de T4 de 4 a4 25°C témoigne d’une réduction de la mobilité des chaines.
Par conséquent, plus la concentration en A est importante, plus le gonflement des matrices

formulées en présence de bon solvant est restreint (Figure 2.11).
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@
=3

O OEeNnB/ A
1o O endo-DCPD/ A
120 4 o
—_ m]
2 100 O
o [m}
% 80 O [m] o
2 o
60 o

O
(o]

T T T

T
0 5 10 15 20 25
Cross-linker loading (wt.%)

Figure 2.11 : Gonflement des polyméres a base d’ENB ou de DCPD réticulés avec AR A (Figure 2.10).
Swelling = rapport entre le poids de la matrice gonflée par du toluéne et le poids de la matrice non
gonflée 7,

Lee et al. ont quant a eux mis en évidence l'influence de la nature d’'un agent réticulant
sur I'élasticité d’un réseau polymérisé par ROMP. Ainsi, lors de la synthése par suspension
de leurs particules de polynorbornéne (exemple du 1.4.2), ils ont montré que l'insertion d’'un
pont éther (Figure 2.10, C) ou d’une chaine alkyle (Figure 2.10, F) entre deux entités
norbornényle permet d’atteindre de meilleurs taux de gonflement en bon solvant : de 6,7
mL.g™" pour A a 10,6 mL.g™" pour F (Tableau 2.5).

Tableau 2.5 : Evolution du gonflement de billes de PNB réticulées en fonction de la nature de I’agent
réticulant %,

Agent réticulant (AR)  Quantité d’AR Gonflement de la résine Gonflement de la résine

(% mol.) par du THF (mL/g) par du CH.Cl, (mL/g)

Au vue de ces résultats, nous avons envisagé la synthése d’'un agent réticulant de
nature proche de celles de C et de F (Figure 2.10). Nous espérions ainsi obtenir des
particules formant un réseau suffisamment réticulé pour encapsuler une espéce et
suffisamment élastique pour la libérer par gonflement et / ou contraction. Deux agents ont
donc été envisagés :

- Un premier par insertion d’'une chaine de POE entre deux entités norbornényle : NB-

POE-NB.

- Un second par insertion d’'une chaine alkyle entre deux entités norbornényle : le (1,5-
norbornéne) pentanoate qui sera noté NB-pentanoate-NB.
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2.2.2 Synthése des agents réticulants

La synthése des agents réticulants se fait par fixation de deux entités norbornényle a

chaque extrémité d’un diol.

Etape 1: cl cl

OH C

TEA
o}
cl O\R/ Y
Q o

Figure 2.12 : Equation bilan de la synthése des agents réticulants avec R = CsH1 pour le NB-pentanoate-
NB et R = -(CH2-CH2-O)9- pour le NB-POE-NB.

Etape 2:

o}

La double fonctionnalité est obtenue par estérification d’'un diol (pentane-1,5-diol ou
poly (éthyléne glycol) de 400 g.mol™”) par du 5-norbornényl-2-acide carboxylique (mélange
endo-exo). De maniére a obtenir un meilleur rendement, une premiére étape consiste a
transformer la fonction acide carboxylique en chlorure d’acide par ajout de chlorure d’oxalyle.
Dans une seconde étape, 2,1 équivalents de ce chlorure d’acide sont additionnés a un
équivalent de diol en présence de triethylamine (la TEA piége le HCI sous forme de sel).
L’équation bilan de cette réaction est exposée Figure 2.12. L’analyse RMN 'H des agents

obtenus est donnée en Figure 2.13 et Figure 2.14.

La fonctionnalité des agents réticulants a été déterminée en comparant les aires des
signaux correspondants aux protons de la double liaison présente sur I'entité norbornényle
(6= 5,9 et 6,1 ppm, 2 H par entité, aire totale : A;) a ceux situés en a des groupements
carbonyle présents aux extrémités de chaque chaine (6= 4 ppm, 4 H par chaine : A;) (Figure
2.14 et Figure 2.15 pour le NB-pentanoate-NB et Figure 2.13 pour le NB-POE-NB):

— 44 :
f — 1 Equation 4
2.4,

L’acide carboxylique utilisé pour cette synthése est un mélange endo/exo (70/30) par
conséquent, les agents réticulants synthétisés doivent eux aussi avoir des entités endo/exo.
Rule et al. ont montré dans le cas de la ROMP du DCPD que la réactivité de I'exo-DCPD
était trés proche de celle du norbornéne alors que celle de I'endo-DCPD était vingt fois

inférieure & celle du norbornéne "%, || est donc intéressant de regarder quelles sont les
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proportions résultantes en entités exo et endo présentes sur les agents réticulants aprées

synthése. La méthode de détermination de ce rapport a été décrite au paragraphe 2.1.

Les différentes caractérisations effectuées pour chaque agent réticulant sont résumées

dans le Tableau 2.6.
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Figure 2.13 : Spectre RMN 'H de I’agent réticulant NB-POE-NB.
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Figure 2.14 : Spectre RMN 'H de I’agent réticulant NB-pentanoate-NB.
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Lendo

"
' 5.90 l'—’”_jlss ppm

T T T T
6.20 6.15 6.10 6.05 6.00
- - -

Figure 2.15 : Spectre RMN "H du NB-pentanoate-NB. Zoom sur les protons portés par I’entité
norbornényle pour la détermination du nombre d’entités endo et exo (8.,4, = 6,175 et 5,9 ppm ; &, = 6,125
et 6,075 ppm).

Tableau 2.6 : Bilan sur la synthése des agents réticulants.
Fonctionnalité (f) R,., (%)

Agent réticulant Rendement (% mass.)

NB-pentanoate-NB

NB-POE-NB

Au regard des fonctionnalités obtenues, les agents réticulants sont bien di-fonctionnels

et les résultats sont conformes aux attentes en vue de la synthése de particules réticulées.

A ce stade de I'étude, nous disposons de deux agents réticulants de natures

différentes et de trois macromonoméres de longueurs différentes. Le paragraphe suivant
décrit l'influence de chacun de ces paramétres sur des particules synthétisées de PNB-POE

par ROMP en Dispersion.
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2.3 Synthése de particules de PNB-POE réticulées

2.3.1 Dispersion de particules de PNB-POE réticulées

Le procédé de synthése est inspiré des travaux réalisés auparavant dans notre équipe
[50.54 ' Comme nous I'avons vu au 1.3.3, la polymérisation en Dispersion est un procédé dans
lequel le milieu réactionnel est initialement homogéne. La polymérisation en Dispersion de
norbornene en présence de macromonomére de NB-POE est réalisée dans un mélange de
dichlorométhane-éthanol (41/59 % vol.). Si le macromonomeére est soluble dans ces deux
solvants, le norbornéne, I'agent réticulant (ici noté AR) et 'amorceur sont uniquement
solubles dans le dichlorométhane. Ainsi, le mélange dichlorométhane - éthanol est établi
dans des concentrations telles que le milieu soit un bon solvant du norbornéne, de I'agent
réticulant et de 'amorceur tout en étant un mauvais solvant du polynorbornéne. L’amorgage

se fait quant a lui par le catalyseur de Grubbs de premiére génération (Figure 2.16).

Les essais ont été réalisés sous agitation, a température ambiante et sous atmosphére
inerte. Dans un exemple typique, 20 mg de catalyseur sont dissous dans 10 mL d’un
mélange dichlorométhane — éthanol (50/50 % volumique). 1,5 g d’'un mélange norbornéne-
agent réticulant-macromonomére sont dissous dans 14 mL de dichlorométhane-éthanol
(35/65 % volumique). La deuxiéme solution est ajoutée a la premiére sous courant d’azote.
Dés les premiers instants, le milieu prend un aspect turbide caractéristique de la nucléation
de particules. Le milieu est maintenu sous agitation durant vingt quatre heures avant d’'étre

désactivé par de I'éthyl vinyl éther.

~F m-j n-i
o

@ (Cy3P),Cl,Ru=CHPh %
n s
* CHyCly C,HOH

Figure 2.16 : Réaction de ROMP en Dispersion du NB dans un mélange éthanol-dichlorométhane en
présence d'un macromonomeére NB-POE et d’un agent réticulant.

73



Chapitre 2 : Synthése du vecteur

2.3.2 Etude cinétique

De maniére a appréhender les conversions des espéces en jeu lors de la synthése de
particules de PNB-POE une étude cinétique a été réalisée et s’est appuyée sur deux essais
en particulier : une synthése sans AR qui constitue une référence et une synthése en
présence d’AR. Pour ces essais, 'AR utilisé est le NB-pentanoate-NB. Les compositions

sont données ci-dessous :

a) Essai en présence d’agent réticulant: 5% mass. d’AR (NB-pentanoate-NB) - 30% de
macromonomeére - M, (NB-POE) = 5000 g.mol ™,

b) Essai en absence d’agent réticulant : 0% mass. d’AR (NB-pentanoate-NB) - 30% de
macromonomeére - M, (NB-POE) = 5000 g.mol™.

La conversion du norbornéne au cours du temps a été suivie par Chromatographie en
Phase Gazeuse (CPG) par la méthode de l'étalon interne (dans ces expériences, le
dodécane). La conversion du macromonomére ainsi que celle de I'agent réticulant ont été
suivies par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC) toujours avec la méthode de

I'étalon interne (dans ces expériences, du polystyrene).

Remarque : Pour tous les autres essais, seules les conversions finales ont été déterminées.
Il est admis que les tendances observées dans les cas a et b sont généralisables aux autres

essais.

2.3.2.1.1 Conversion du norbornene

Lors de la Dispersion de particules de PNB-POE, le norbornéne est consommé dans
sa totalité durant les deux premiéres minutes de la synthése (Figure 2.17, courbe en
pointillés) ®%. La présence d’agent réticulant perturbe peu la consommation en NB au cours
de la synthése (Figure 2.17). En effet, 94% du norbornéne est consommé durant les cinq

premieres minutes et 100 % au bout de 10 minutes en présence d’agent réticulant.
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Figure 2.17 : Conversion du NB au cours des 30 premiéres minutes de la synthése. Comparaison des
synthéses en présence d’AR (5% AR, 30% AS, AS de 5000 g.mol'1) et en absence d'AR (0% AR, 30% AS,
AS de 5000 g.mol'1, Chemtob et al. [54]).

Ce résultat peut s’expliquer par la « rigidification » du coeur des particules réticulées

rendant I'accés aux entités réactives un peu plus difficile qu’en I'absence d’agent réticulant.

2.3.2.1.2 Conversion du macromonomere

La consommation du macromonomére est beaucoup plus lente que celle du
norbornene et ce, que la synthése se passe avec ou sans agent réticulant (Figure 2.18 et
Figure 2.19). Cet écart de réactivité peut étre expliqué par deux phénoménes physiques :
d’une part, le difficile accés aux entités réactives par les longues chaines de POE et, d’autre
part, 'incompatibilité entre les chaines en croissance de PNB (hydrophobes) qui constituent

le coeur de la particule avec les chaines de POE (hydrophiles).

Détecteur IR Détecteur IR
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Figure 2.18 : Spectres SEC des prélévements cinétiques d'une Dispersion de particules PNB-POE en

présence d'agent réticulant (gauche) et en absence d’agent réticulant (droite).
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Figure 2.19 : Conversion du macromonomére au cours du temps lors d'une synthése de particules PNB-
POE a partir de I’'analyse SEC (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Comparaison des synthéses en
présence d’AR (trait plein, 5% AR, 30% AS, AS de 5000 g.mol'1) et en absence d'AR (ligne en pointillés, 0%
AR, 30% AS, AS de 5000 g.mol™).

Dans le cas d’une synthése en présence d’agent réticulant (Figure 2.19, trait plein), la
consommation en macromonomére est non seulement ralentie mais surtout, elle est
nettement moins importante qu’en absence d’AR. Cette différence de réactivité peut encore
une fois s’expliquer par une « rigidification » de la structure de la particule (liée a la
réticulation) rendant moins accessible les entités réactives pour les chaines de
macromonomeére et par conséquent ralentissant considérablement la consommation des

espéces encore dispersées.

2.3.2.1.3 Conversion de l'agent réticulant

Le suivi par SEC de la conversion de I'AR au cours de la polymérisation rend compte
de son insertion dans une chaine en croissance via I'une de ses fonctions réticulantes ; il ne
représente donc pas forcément la vitesse a laquelle la réticulation se manifeste. D’aprés ces
résultats (Figure 2.20), la consommation de I'AR suit deux cinétiques : une premiére rapide
(66% en 1 h) et une seconde, plus lente (21% en 7h).

La comparaison des conversions des trois espéces en jeu (NB-AR-AS) révéle qu’au
départ, les chaines de PNB en croissance sont riches en AR Les réactions intramoléculaires
sont probablement favorisées et les premiers nucléi formés sont fortement réticulés. Il s’en
suit une incorporation limitée des espéces encore dissoutes c'est-a-dire de I'AS (vu

précedemment) mais aussi de 'AR.
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Figure 2.20 : Conversions du norbornéne (NB), du macromonomeére (AS) et de I'agent réticulant (AR) au
cours du temps lors de la synthése de particules PNB-POE réticulées déterminées par SEC (Figure 2.19).
La conversion du NB provient de I’analyse CPG (Figure 2.17).

Remarque : Plusieurs essais de synthése ont été réalisés dans les mémes conditions et
pour lesquels les rendements finaux en agent réticulant et en macromonomeére ont été
calculés. Ces derniers sont quelque peu supérieurs a ceux obtenus lors du suivi cinétique de
la synthése : 60% pour le macromonomére et 100% pour I'AR. Cette différence provient
sans doute d’'une désactivation de certains centres actifs lors des multiples prélevements

effectués au cours de la synthese réalisée dans le cadre du suivi cinétique.

L’étude cinétique de la Dispersion de particules PNB-POE en présence de NB-
pentanoate-NB sur le cas particulier de I’essai (5% AR et 30 % d’AS de 5000 g.mol™)

permet de poser des premiéres conclusions quant au déroulement de cette synthése:

- Au départ de la polymérisation, on forme des chaines riches en PNB et en AR
mais pauvres en AS. Les premiéres particules formées sont fortement
réticulées et présentent peu d’AS en surface qui de surcroit doit étre faiblement
disponible dans la phase dispersante.

- Dans un deuxiéme temps, seuls I’AS et I’AR restant (30%) sont consommeés.

Afin d’évaluer linfluence des quantités d’AS et d’AR sur les particules PNB-POE, un

plan d’expériences a été réalisé.
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2.3.3 Plan d’expériences

2.3.3.1 Principe

La mise au point et la compréhension de certains procédés sont d’autant plus
complexes que le nombre de paramétres intervenant est important. Permettant une
modélisation mathématique d’un procédé, la méthodologie des plans d’expériences connait
un grand développement et ce, dans de nombreux secteurs d’activités (mécanique,
électronique, agro-alimentaire, médecine, métallurgie, pharmacie ou chimie etc...). Cette
méthodologie s’appuie sur des calculs statistiques pour proposer les meilleures séries
d’expériences possibles pour une étude envisagée avec comme objectifs d’en réaliser le
moins possibles (économie de colt et de temps) et d’obtenir la meilleure précision possible

sur les résultats afin de maitriser au mieux le phénoméne étudié.

Cette technique suppose dans un premier temps de définir les grandeurs dont on
souhaite connaitre I'évolution en fonction des conditions expérimentales. Elles sont appelées
réponses. Ensuite, il est nécessaire de déterminer tous les paramétres susceptibles d’avoir
une incidence sur le procédé. Dans le cadre de la synthése de particules PNB-POE
réticulées, deux réponses ont été étudiées, le diamétre des particules (D,) et la
polydispersité du latex (P). De plus, trois paramétres ont été choisis : la quantité d’agent
réticulant [AR], la quantité de macromonomére [AS] ainsi que la masse molaire du
macromonomeére ou autrement dit sa longueur L. Le principe des plans d’expériences
consiste alors a déterminer le domaine de variation de chacun des paramétres [AS], [AR] et

L et de ne travailler qu’avec les coordonnées limites (ou bornes) de ce domaine.
2.3.3.2 Choix des bornes du plan d’expériences

2.3.3.2.1 Agent réticulant (AR)

Deux agents réticulants ont été synthétisés (2.2.2). Des expériences préliminaires ont
été réalisées afin de déterminer les concentrations limites d’utilisation de chacun d’entre eux.
Quatre Dispersions de particules PNB-POE ont été réalisées en présence d'un méme
macromonomeére et pour des quantités variables d’AR. La stabilité de ces échantillons a été
évaluée par Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS ou Dynamic Light Scattering) ou par
simple contrdle visuel (cas des coagulats). La réticulation a été qualifiée par évaluation
visuelle de la turbidité du latex aprés redissolution dans un bon solvant (CH,Cl,). Ces

résultats sont exposés dans le Tableau 2.7 :
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Tableau 2.7 : Caractéristiques des Dispersions en présence d'AR: étude de l'influence de la nature de ’'AR
et de la quantité ajoutée (magr).

15 2500 45 Non déterminé oui
30 2500 45 Coagulats non
12,6 2500 45 313,8 non
30 2500 45 Coagulats non

La Dispersion de particules en présence de 30% massique d’agent réticulant conduit
systématiquement a la coagulation des particules. Aux vues des cinétiques de conversion
des espéces NB-AR-AS, on sait qu’au départ peu d’agent stabilisant recouvre les particules
qui sont alors mal stabilisées. Ce phénomeéne est probablement d’autant plus prononcé que
la quantité d’agent réticulant est importante. Ainsi, a 30% massique d’AR introduit,

l'incorporation d’AS est trop lente et trop faible pour maintenir la stabilité du latex.

Par contre, alors que 15% massique de NB-POE-NB conduit a des particules non
réticulées, l'ajout de 12,6% de NB-pentanoate-NB permet d’obtenir des particules bien
définies et réticulées. Dans le cas du NB-POE-NB, une fois la premiére fonction réticulante
consommeée, la chaine de POE a tendance a se disposer a la surface de la particule afin de
limiter son contact avec le cceur de PNB et a se déployer dans la phase dispersante
réduisant la probabilité d’occurrences des réactions intramoléculaires. Dans le cas du NB-
pentanoate-NB, la chaine alkyle insérée entre les deux entités norbornényle n’a pas d’affinité
avec le milieu dispersant. Par conséquent, une fois la premiere fonction réticulante
consommée, la chaine pendante aura tendance a se replier sur le coeur de PNB et a

favoriser les réactions intramoléculaires nécessaires pour la réticulation du ceceur.

Suite a ces résultats, I'utilisation du NB-POE-NB pour ces travaux a été
abandonnée. Seul le NB-pentanoate-NB a fait I'objet d’une étude. Les quantités dans

lesquelles il est ajouté vont de 0 & 10% en masse de maniére a éviter les phénoménes

de coagulation et /ou une hausse trop importante de la T,.

2.3.3.2.2 Agent stabilisant (AS)

Des travaux préliminaires réalisés dans notre équipe ont permis d’étudier l'influence de
la quantité et de la masse molaire d’AS ajouté lors d’'une Dispersion sur des particules de
PNB. Travaillant avec trois macromonomeéres (4700-6800-7500 g.mol”) ajoutés dans trois

quantités différentes (30-45-63% mass.), ils sont parvenus a obtenir des particules bien
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définies . Cependant, ils ont aussi montré que I'utilisation d'un macromonomeére long en
grande quantité ou l'utilisation d’'un macromonomeére plus court en petite quantité pouvaient
conduire a un élargissement de la distribution en taille des particules. Nous avons pour notre
part constaté que I'utilisation d'un AS de 2000 g. mol™ & 45% en masse permettait aussi

I'obtention de particules bien définies.

Ainsi, afin d’évaluer les influences croisées de la longueur de I’AS et de sa
quantité, le plan d’expériences utilise des macromonoméres dont la masse molaire
varie de 2000 a 8000 g.mol” et la quantité de 15% a 45% en masse.

2.3.3.3 Mise en place de la matrice des essais

Afin de rendre le plan d’expériences plus opératoire vis-a-vis des calculs et de
permettre une comparaison aisée des variations des facteurs entre elles, des unités centrées

réduites sont utilisées. Ainsi, chaque facteur est fixé a deux niveaux :

- Un niveau bas symbolisé par -1,

- un niveau haut symbolisé par +1.

Le passage d'un type d’'unité a un autre se fait alors au moyen de I'équation suivante :

F —Fmoy Equation 5
" (F -F,,)/2

max

ou i est un des facteurs (concentration de I'agent réticulant, longueur de I'agent stabilisant ou
masse de I'agent stabilisant), F est la valeur pour I'expérience du facteur i, F,.,. est la borne
maximale pour le facteur i, F,;, est la valeur minimale pour le facteur i et F,,, est la valeur
moyenne située entre la valeur maximale et la valeur minimale. Ce qui pour chaque facteur

revient a écrire :

[AR] -5 [AS]-30 L -5000 Equation 6 : Conversion des variables
X[AR] :T: Xras] = 15 yXp = 3000 en unités centrées réduites.

Les niveaux (-1, 1 et 0) sont les valeurs que I'on attribue a chacun des facteurs. On
peut alors représenter 'ensemble des données de I'expérimentation sur un tableau nommé

matrice d’expériences ou matrice des essais (Tableau 2.8):
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Tableau 2.8 : Matrice des essais pour le plan d’expériences programmé pour la synthése de particules de

PNB-POE.

Essai xX4r/ [AR] X5/ [AS] x. /L
1 -1/0% -1715% 1/8000
2 -1/0% 1/45% 1/8000
3 -1/0% -1/15% -1/2000
4 -1/0% 1/45% -1/2000
5 1/10% -1/15% 1/8000
6 1/10% 1/45% 1/8000
7 1/10% -1/ 15% -1/2000
8 1/10% 1/45% -1/2000

o1 0/5% 0/30% 0/5000
02 0/5% 0/30% 0/5000
03 0/5% 0/30% 0/5000

L'intérét du plan d’expériences est de permettre une modélisation mathématique du
systeme. En régle générale, I'équation qui lie une réponse aux paramétres peut étre plus ou
moins complexe, mais si on ne la connait pas, on peut approximer le modéle par des termes

de degré peu élevé, généralement 1, 2 ou éventuellement 3.

Dans notre cas, nous allons nous limiter au premier degré et écrire que les réponses sont du

type :

D =Dy+ Dpg;. Xpary + Dyusy. Xjasy+ Dr. Xp + Dpagpre Xpasyo X+ Dpagpr e Xpary- XL + Dyasjary - Xpasy -

X/AR]

P=Py+ Pugy. Xiar) + Prasy. Xpasy + Pr. Xp + Pusjr - Xjasy- XL + Purje - Xpary - X + Pragjasy- Xjasy-

X/AR]

ou (Dy, Py) sont les réponses moyennes, (D, Puis;) sont des coefficients (qui seront
déterminés par le plan d’expériences) quantifiant respectivement les effets de la quantité de
macromonomeére sur le diameétre et les effets de la quantité de macromonomeére sur la
polydispersité du latex. Il en est de méme pour D;, Py, Dyr; €t Prugy. Dyasjar s Dyasjs Dyarjrs
Prsyarpy Pusi, Purp SOnt des facteurs d'interactions qui, lorsqu’ils sont significatifs,

témoignent de l'existence d’une « synergie » entre certains parameétres. Dans notre cas,
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seuls Dy et Py risquent d’étre significatifs, la quantité de macromonomeére, le nombre de

chaines de macromonomeéres et sa masse molaire étant étroitement liés.

Remarque : La température de transition vitreuse du cceur des différentes particules aurait
naturellement pu étre une autre réponse de ce plan d’expériences. Malheureusement, le pic
de recristallisation de I'écorce de POE masque la transition vitreuse caractéristique du coeur
de PNB.

2.3.3.4 Reésultats

Le Tableau 2.9 résume les résultats obtenus sur la synthése des particules
synthétisées dans le cadre du plan d’expériences. Les conversions du macromonomére ont
été suivies par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC). La taille et l'isométrie des
particules ont été caractérisées par Microscopie Electronique en Transmission (MET) et par
Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS). Suite a I'analyse de ces résultats, deux lois ont pu
étre énoncées permettant de quantifier l'influence de chacun des facteurs sur la taille et la

polydispersité des particules (utilisation du logiciel Modde, plus de détails dans 'Annexe 1).

Diametre = D, =413+436.x , —127,34.x , —838.x, [1]

Polydispersité = P, = 0,086 +0,024.x ,, —0,005.x ,, —0,019.x, [2]

Remarque : Les facteurs d’interactions entre la longueur du macromonomére et sa masse
ajoutée n'ont pas éte pris en compte dans le calcul car I'étude a montré qu’ils n’étaient pas

significatifs et pouvaient de ce fait entacher le modéle d’erreurs.

Ainsi, la taille et 'isométrie des particules ont pu étre prédites d’aprés les équations [1]

et [2]. Les résultats obtenus ont été reportés dans le Tableau 2.9.
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Tableau 2.9 : Bilan des résultats obtenus pour les essais du plan d'expériences : prédiction de la taille et
de la polydispersité d’apreés les lois [1] et [2], mesure de la taille (MET), de la polydispersité (MET), de la
conversion du macromonomére (Conv AS) et de la conversion de I’agent réticulant (Conv AR).

Essai AR AS L Conv AS Conv AR | Dnpréq (nm) MET Dnyer (nm)
% m. | % m. | g/mol % m. % m. PDlprsa PDlyer
500 +/- 38
1 0 15 | 8000 100% - 481 B
PDI = 0,048 PDI = 0,023
. 316 +/- 30
2 0 45 8000 80% 254
PDI = 0,038 PDI = 0,036
573 +/- 65
3 0 15 2000 100% - 525,7 )
PDI = 0,086 PDI = 0,051
256 +/- 30
4 0 45 2000 96% - 298,7 : )
PDI = 0,076 - PDI = 0,054
[
535 +/- 97
5 10 15 8000 - - 575 o
PDI = 0,096 ¢ ® =0
340 +/- 50
6 10 45 8000 73% 7% 348 )
PDI = 0,086 PDI = 0,0865
599,2 +/-
7 10 15 2000 - ) 620.1 115
PDI=0.134 PDI = 0,147
' 273 +/- 52
8 10 45 2000 86% 98,4% 393 i
PDI = 0,124 ' PDI = 0,145
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Essai AR AS L Conv AS | Conv AR | Dnprsq (nm) TEM Dnrey (nm)
% m. | %m. | g/mol % m. % m. PDlpréq PDl7en
420 +/- 48
o1 5 30 5000 60% 100% 437
PDI = 0,052
PDI = 0,086
e
” 382 +/- 45
02 5 30 5000 53% 86% 437 ¢ B = 0.055
PDI=0,086 | | . e
‘ 464 +/- 67
03 5 30 5000 60% 100% 437 ~
PDI = 0,086 PDI=0,083

Remarque : D, (MET) a été déterminé par le logiciel Image J et correspond a la taille des
particules mesurées a partir des clichés MET : le diametre dans le cas de particules non
réticulées, le diamétre du cceur et d’un nodule dans le cas de particules réticulées. Un bon
accord a été obtenu entre la mesure DLS et la mesure MET et de ce fait, seule la

caractérisation par MET a été reportée dans le Tableau 2.9.

Figure 2.21 : Prise de mesure du diamétre des particules non réticulées (gauche) et des particules
réticulées (droite).

La comparaison des résultats de la prédiction avec ceux de I'analyse TEM témoignent
d’'un bon accord entre le modéle et 'expérience. Les équations de détermination du diamétre
et de la polydispersité des particules en fonction de la quantité d’agent stabilisant, de sa
longueur et de la quantité d’agent réticulant sont donc fiables. Dans les paragraphes

suivants, nous nous proposons d’interpréter ces résultats.
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2.3.3.4.1 Facteurs influant sur le diametre des vecteurs

Le facteur le plus significatif de I'équation [1] est (D,s) révélant ainsi que la quantité
d’agent stabilisant est le facteur le plus influent sur la taille des objets. Ce facteur étant
négatif, le diamétre est inversement proportionnel a la quantité d’AS additionnée. En effet
d’aprés le Tableau 2.9, plus cette quantité est importante, plus les particules sont petites
(Dn(2) < Dn(1) ; Dn(4) < Dn(3) ; Dn(6) < Dn(5) et Dn(8) < Dn(7)). Comme nous I'avons vu au
1.3.3.4, aprés ajout de 'amorceur, les premiers oligoméres se forment et gardent une bonne
solubilité dans la phase continue jusqu'a atteindre une longueur critique I., au-dela de
laquelle ils précipitent et forment les premiers nucléi. Ces particules au contact ont tendance
a coaguler et une particule stable n’est formée qu’une fois I'incorporation de suffisamment de
macromonomeéres assurée. Ainsi, a une longueur de POE fixée, il est fort probable que plus
la quantité de macromonomeére est importante, plus les nucléi en incorporent tét et se
stabilisent t6t. On forme donc plus vite des particules stables qui donneront des particules de

latex plus petites.

2.3.3.4.2 Facteurs influant sur la polydispersité des vecteurs

Le facteur le plus significatif de I'équation [2] est (D4z) révélant ainsi que la quantité
d’agent réticulant est le facteur le plus influent sur la polydispersité des objets. Ainsi, plus
cette quantité est importante, plus les particules obtenues sont polydisperses. Ceci peut,
d'une part, s’expliquer par la cinétique de consommation des agents réticulants et
stabilisants. Comme nous I'avons vu au 2.3.2, la présence d’agent réticulant a tendance a
ralentir et diminuer la consommation en macromonomeére dés le début de la polymérisation.
La formation de particules stables est, de ce fait, plus espacée dans le temps que dans une
Dispersion « classique » : les particules résultantes sont plus polydisperses. D’autre part,
dans le cas de particules réticulées, la structure plus rigide de I'objet empéche I'accés en
périphérie aux chaines de POE incorporées dans les premiers temps de la synthése et le
milieu se retrouve chargé de nucléi mal stabilisés. Il en résulte un mode de nucléation
agrégative souvent caractéristique d’échantillons plus polydisperses que dans le cas d’une

nucléation spontanée.

2.3.3.4.3 Facteurs influant sur la morphologie des vecteurs

Il est a signaler, qu’en plus d’influer sur la polydispersité des particules, la présence
d’agent réticulant conduit a des morphologies originales. Les images MET du Tableau 2.9
(expériences 5, 6, 7, 8, O1, O2 et O3) montrent des particules présentant des nodules (plus
ou moins bien définis), proches d’une structure type « framboise ». Un zoom des particules

O3 est présenté ci-dessous.
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Figure 2.22 : Observation par Microscopie Electronique a Transmlssmn (MET) de particules de O3 (5%
d’AR, 30% m. d’AS de M, de 5000 g.mol’ )

L’AR est consommeé trés tét et réticule probablement trés vite. Il y aurait donc formation
de réactions intra (contraction du réseau) et / ou inter moléculaires (assemblage des
premiers nuclei) dés le départ expliquant I'apparition de nodules. Thomson et al. ont fait le
méme type de constatation lors de la dispersion de particules de PS réticulées par du DVB
(dont les deux entités réticulantes sont trés réactives). lls ont étudié l'influence du mode
d’addition de 'agent réticulant sur la morphologie de leurs particules. Alors que l'ajout de la
totalité de 'AR dés le départ conduit a des particules présentant des nodules, les particules
issues de I'addition progressive de DVB ne présentent aucune excroissance. Le DVB étant
trés réactif, son ajout progressif permet de ralentir les phénoménes de réticulation et de

conduire a des structures plus homogénes °..

Ces résultats, bien que trés intéressants, étaient inattendus. En effet, le concept de
départ était d’ajouter un agent réticulant du polymére de cceur se répartissant de fagon
homogéne au sein d’une particule sphérique de PNB-POE et permettant le controle de sa
température de transition vitreuse. Au regard des clichés exposés en Figure 2.22, on est
ameneé a se poser la question de 'homogénéité de la répartition de I'agent réticulant au coeur

de la particule et aussi de son effet sur les profils d'imprégnation et de relargage.

L’analyse par Microscopie a Force Atomique (AFM) de ces particules n’a pas révélé de
différence de dureté entre les nodules et le coeur du matériau (Figure 2.23). Il semble donc
que les compositions du cceur et des nodules soient similaires. Cependant la dureté-
mollesse des nodules et du coeur du matériau est probablement masquée par la présence
d’'une couche de POE (dur et cristallin) qui recouvre les particules. Les petits points noirs
observés sur les particules témoignent probablement d’'une absence de POE dévoilant le

PNB, plus mou.
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2um

Figure 2.23 : Observation par AFM en mode intermittent (tapping mode en anglais) des particules O1 (5%
d’AR, 30% m. d’AS de M, de 5000 g.mol'1). A gauche, image de « hauteur », a droite, image de « phase ».

‘£ / a
05pm : © O05pm &

Figure 2.24 : Clichés de particules dissoutes dans du CHClI;: a et b) particules sans agent réticulant, c et
d) particules avec 5% mass. d’agent réticulant.
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Toujours dans le but d’évaluer 'lhomogénéité de la répartition de I'AR, la dissolution
des particules dans du dichlorométhane (bon solvant du PNB) a été opérée (clichés MET en
Figure 2.24). D’aprés ces clichés, on remarque que contrairement aux clichés a et b de
particules non réticulées qui se défont complétement dans le CH,CI,, les clichés ¢ et d
prouvent que, méme apres ajout de CH,Cl,, les particules conservent leur morphologie et ce
que ce soit au niveau du cceur ou au niveau des nodules. Il semblerait donc bien que I'agent

réticulant soit uniformément réparti dans la particule.

L’étude de ce plan d’expériences permet de tirer les conclusions suivantes:

o Les particules sont d’autant plus petites que la quantité d’AS est grande. Ainsi, il
est possible de moduler la taille du vecteur entre 280 et 600 nm.

o Les particules sont d’autant plus polydisperses que la quantité d’AR est élevée.

o En présence d’AR, les particules ont une structure de type framboise dont le cceur

et les nodules sont réticulés.

Afin de comprendre la raison de l'apparition de ces nodules, différents essais
complémentaires au plan d’expériences ont été réalisés. Le paragraphe suivant expose trois
hypothéses possibles pour justifier ce phénoméne avant de détailler et d’analyser les essais

complémentaires.

2.3.4 Compréhension de I’apparition des nodules

Il existe de nombreuses techniques de fabrication de particules a nodules que I'on
retrouve sous le nom de framboise (raspberry type), daisy (daisy shaped) ou pieuvre
(octopous like). Les plus communes sont I'hétérocoagulation %% |a polymérisation par
ensemencement "% et |a Dispersion 1> ¢ %91l Suivant le cas de figure, trois théories ont

été proposées dans la littérature permettant d’expliquer les phénoménes observés.

2.3.4.1 Particules framboises : trois mécanismes possibles

Les trois mécanismes recensés dans la littérature sont résumés en Figure 2.25. Le
premier mécanisme correspond au cas de particules partiellement gonflables par un
monomeére. La croissance se fait par incorporation d’entités monomeéres présentes au coeur
mais ne peut étre homogene et entraine une forme de ségrégation conduisant a I'apparition
de nodules. Ces cas de figures ont été décrits sur des systémes comportant des particules
réticulées constituant un réseau polymere gonflable pour lequel la croissance se fait au

travers des mailles du réseau 8 '3,
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Chapitre 2 : Synthése du vecteur

Le second mécanisme décrit la nucléation de particules non gonflables et présentant
en leur surface des sites de croissance préférentielle. Ces sites préférentiels peuvent étre

111

des groupements réactifs """ ou des chaines de stabilisants “°! & partir desquels et / ou au

sein desquels la polymérisation peut se poursuivre.

Le troisieme mécanisme considére lui aussi la nucléation de particules non gonflables
mais qui, cette fois-ci, ne peuvent incorporer de nouveaux constituants. Il en résulte une
seconde nucléation dans la phase dispersante a partir des espéces encore dissoutes.

L’apparition de nodules résulte alors de I'association des deux populations de particules **
112]
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Figure 2.25 : Mécanismes de formation de nodules recensés dans la littérature (M: monomére, AS: Agent
Stabilisant, S*: site préférentiel de croissance, X et Y: entités réactives).
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2.3.4.2 Cas des particules PNB-POE réticulées

Dans le cas de particules de PNB-POE réticulées avec du NB-pentanoate-NB, nous
savons que les particules nucléées au départ ont incorporé beaucoup d’AR et sont donc
probablement fortement réticulées. Elles sont par conséquent peu gonflables et I'apparition

de nodules d’aprés le mécanisme 1 semble peu probable.

De plus, nous avons vu que la totalité du NB est consommée durant les dix premiéres
minutes de la polymérisation. De ce fait, si I'apparition des nodules est le résultat d’'une
croissance au niveau de sites préférentiels, son alimentation est assurée par I'incorporation
d’AR restant ou d’AS. Etant donné la forte réactivité du NB-pentanoate-NB (2.3.3.4.3), il est
plus probable que ce dernier réagisse avec des espéces solubles dans le milieu dispersant
(PAS) plutdét qu’avec des entités réactives présentes sur la particule. Par conséquent, le

second mécanisme ne semble pas étre une description adaptée a notre systéme.

Ainsi, I'observation de nodules dans le cas de particules de PNB-POE réticulées
pourrait s’expliquer par le troisieme mécanisme. La particularité du dernier mécanisme vient
de la nucléation de deux populations de particules. Dans le paragraphe suivant, nous avons

essaye de mettre en évidence ces différentes nucléations.

2.3.4.3 Etude de I’étape de nucléation

Afin de distinguer cette étape clé de nucléation, des prélévements au cours de la
synthése de particules PNB-POE réticulées (type O3) ont été réalisés, suivis d'une
inactivation immédiate par ajout d’éthyl vinyl éther permettant de figer le systéme dans I'état.
Chacun de ces échantillons a été analysé par imagerie MET (Figure 2.26). Les clichés a et ¢
correspondent a la Dispersion respectivement aprés une heure et deux heures de
polymérisation. On remarque qu’aucun nodule n’est présent. Le cliché b correspond au
cliché a retraité par imagerie de maniére a ne faire ressortir que les particules les plus
contrastées. On remarque que, via ce traitement, certaines particules disparaissent (exemple
cliché a - rectangle en pointillés). Cette différence de contraste suppose une différence de
nature entre les deux populations de particules observées. Elle est encore plus évidente sur
les clichés de 2h. De plus, les particules les plus sombres sont globalement plus grosses
que les plus claires. Enfin, 'analyse des clichés aux temps finaux montrent bien I'apparition

des nodules.

Précédemment, nous avons vu que suite a I'étape de nucléation lors de la Dispersion
de particules de PNB-POE réticulées, le milieu est constitué de particules fortement
réticulées et peu stabilisées, d’AR et d’AS n’ayant pas encore réagi. La réactivité de I'AR
étant probablement trés élevée, il a plutét tendance a réagir avec les espéces encore

solubilisées dans le milieu et a provoquer une seconde nucléation. A ce stade de la
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Chapitre 2 : Synthése du vecteur

polymeérisation, il ne reste que de I’AS dans le milieu et par conséquent les particules issues
de cette seconde nucléation sont principalement constituées de POE. Absorbant moins les
électrons du faisceau incident que le PNB, les particules de POE ont un contraste plus faible.
N’ayant pas pu incorporer de PNB, ces particules sont aussi plus petites.

Nous savons aussi que les particules nucléées présentent une faible quantité de
stabilisant en surface. Par conséquent, I'accessibilité d’entités réactives est importante.
Ainsi, dans un temps final les deux populations de particules s’associent via des bras
pendants d’AR disponibles en surface. |l est a noter que le contraste des nodules est
souvent plus clair que le cceur, sur les clichés de particules aux temps finaux, ce qui encore

une fois laisse a penser que ces nodules sont plus riches en POE et moins riches en PNB.

Remarque : cet essai a conduit a la formation de nodules plus gros. Il est fort probable que la
multiplication des préléevements lors de la synthése ait désactivé certains centres actifs,
limitant encore une fois l'incorporation d’AS et rendant encore plus accessibles les bras

pendants en surface. Il est alors envisageable que deux particules se fixent I'une a l'autre.

.. . e . 8. s '.
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Figure 2.26 : Clichés MET a différents stades de la Dispersion de particules réticulées par 5% de NB-
pentanoate-NB : o) t = 1h, b) t = 1h (cliché traité en contraste par le logiciel Image J), ¢) t = 2h et d) t = 24h.
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Cette étude tend a montrer que le mécanisme 3 décrit bien la polymérisation en

Dispersion de particules PNB-POE réticulées par le NB-pentanoate-NB.

2.3.4.4 Décomposition de I’étape d’incorporation de ’AR

Afin de confirmer cette hypothése, une Dispersion avec ajout de 'AR dans un second
temps a été tentée. L’idée était ici de vérifier que la présence d’AR (c’est-a-dire de fonctions
réactives pendantes a la surface du coeur) est essentielle a la formation de nodules. Pour ce
faire, une synthése de particules de PNB-POE classique a été amorcée puis, aprés 5
minutes de synthése (le NB ayant déja réagi en totalité), 5% en masse d’agent réticulant a
été ajouté.

Tableau 2.10 : Conditions expérimentales et caractérisations pour la synthése de particules O5. Les

quantités de réactifs ajoutées au départ ainsi que leurs conversions sont données en pourcentage
massique (%m.).

Essai AR AS L Conv AS | Conv NB Conv AR Dn (TEM)
(%om.) (%om.) (%om.) (%m.) (%om.) (%om.) (nm)
Bimodal
5% d’AR Pas de trace »
05 ajouté a 30 5000 63% 98,7% finale gAR | SPherique
t=5min 1009 431 +/- 37
? 264 +/- 83

I ]
0 600

Count: 224 Min: 189.546
Mean: 342.604 Max: 510.634
StdDev: 83.092 Mode: 240 (10)
Bins: 100 Bin Width: 6

Figure 2.27 : Observation MET des particules de PNB-POE avec ajout de réticulant a t=5min (a). Analyse
du cliché (a) via Image J (c).
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La Figure 2.27 nous montre que l'analyse des clichés obtenus par MET révéle
'existence de deux populations distinctes de particules totalement sphériques : une premiére
population de particules de taille moyenne 260 nm et une seconde de taille moyenne 430
nm. Si I'on compare ces deux populations, on note une différence de contraste suggérant
une fois encore des compositions différentes (Figure 2.27, b). Aucune apparition de nodules
n'a été observée. Les petites particules n'ont pu étre observées ni par DLS ni par ALV
probablement en raison d’une faible concentration et aussi par un masquage de leur signal

dd a la forte diffusion des plus grosses particules, présentes en plus grande concentration.

La Figure 2.28 représente l'observation des particules O5 par AFM. Ici encore, on

retrouve deux populations de particules.

1,5 uym

Figure 2.28 : Observation par AFM en mode intermittent (tapping mode en anglais) des particules de O5
(PNB-POE avec ajout de réticulant a t=5min). A gauche, image de « hauteur », a droite, image de
« phase ».

Ces observations peuvent étre interprétées comme suit. Au départ de la réaction, les
seules espéces dissoutes sont le norbornéne et le macromonomeére. Une fois 'amorceur
ajouté, la polymérisation démarre et la croissance d’oligoméres de PNB va petit a petit
conduire a la nucléation de particules stables. A ce stade de la réaction, sont encore dans le
milieu les particules en croissance et 'AS. Si I'on vient ajouter a ce moment une certaine
quantité d’agent réticulant (dans ce cas, 5 % en masse 5 minutes aprés addition de
'amorceur), ce dernier se dissout dans la phase dispersante et a alors plus de chances de
rencontrer un AS encore dissous qu’une entité réactive présente au niveau des particules
ayant déja précipité. Encore une fois, 'AR étant trés réactif, son incorporation par I'AS
conduit trés vite a leur précipitation. Une nouvelle nucléation a donc lieu, conduisant a un
latex composé de deux populations de particules : une population plus grosse dépourvue en

agent réticulant et une plus petite population (car peu, voire pas de PNB) concentrée en
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agent réticulant. Aucune association des deux populations de particules n’est observée en
raison, d’une part, de I'absence totale d’agent réticulant dans la premiére population et,
d’autre part, d’'un bon recouvrement de la particule par 'AS qui bloque I'accessibilité au coeur

de PNB. Cet essai appuie encore une fois le mécanisme 3.

Au travers de ce chapitre, la synthése de particules PNB-POE par Dispersion a été
décrite. Cette technique permet de synthétiser des particules, dans une gamme de tailles
allant de 280 nm a 600 nm, adaptées au ciblage de divers organes suite a une
administration par injection de médicaments, les plus grosses étant plutét destinées au

ciblage des cellules tumorales (EPR).

La Dispersion permet le greffage de chaines de NB-POE directement a la surface des
particules leur apportant la furtivité¢ nécessaire a une circulation prolongée dans le corps

humain.

Dans l'optique de contréler la T4 du coeur des vecteurs, un agent réticulant a été ajoute
lors de la synthése : le NB-pentanoate-NB. Un plan d’expériences supposant la synthése de
particules avec différentes quantités d’agent réticulant (0-5-10 % en masse), différentes
quantités d’agent stabilisant (15-30-45 % en masse) et différentes longueurs d’agent
réticulant (2000-5000-800 g.mol™") a été réalisé. Ce plan a permis de montrer que, d’une
part, la taille des particules est d’autant plus petite que la quantité d’agent stabilisant est
importante et, d’autre part, que la polydispersité des particules est fonction de la quantité
d’agent réticulant. Notamment, I'ajout d’agent réticulant lors de la Dispersion de particules de

PNB-POE a révélé I'apparence de nodules a la surface des particules.

Une étude plus poussée de cette synthése en présence d’agent réticulant a permis de
montrer que I'apparition des nodules est le résultat d’'une double nucléation : une premiére
correspondant a la consommation rapide de NB en présence d’agent réticulant et une

seconde correspondant a la consommation plus lente du NB-POE et de I'agent réticulant.

Comme il a été mentionné précédemment, la T4 du coeur des matériaux ne pouvant
étre mesurée, I'évaluation du comportement thermodynamique de ces vecteurs se fera lors
de I'étude du relargage d’un principe actif in vitro en fonction de la température. La molécule
modéle choisie pour ces études est I'acide salicylique et son encapsulation est réalisée sous
CO, supercritique. Le chapitre suivant présente les fluides supercritiques, leurs applications
et dans quelles mesures ils permettent I'encapsulation de molécules actives dans des

polyméres.
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Des particules a base de PNB-POE ont été développées afin de vectoriser de maniére
ciblée un principe actif. Comme il a été vu au chapitre 1, la technique d’encapsulation avec
laguelle nous avons choisi de travailler est I'imprégnation sous CO, supercritique. De maniére
générale, un procédé dimprégnation sous CO, supercritique se déroule en trois étapes
principales :

1. La solubilisation du principe actif dans le CO,, si possible saturation du CO, en principe
actif,
La diffusion de la solution CO.-principe actif dans le polymére,

La dépressurisation du systéme et la récupération du matériau imprégné.

Dans le cadre de ce projet, l'acide salicylique a été choisi comme principe actif modele en
raison i) de son innocuité, ij) de son absorbance en IR permettant de suivre in situ son
imprégnation (paragraphe 2 du chapitre 4) et iii) de son absorbance en UV-vis permettant de

suivre son relargage in vitro (paragraphe 3 du chapitre 4).

La diffusion d’'un principe actif dans un polymeére par imprégnation sous CO, supercritique
est possible en raison d’'un effet de gonflement des polyméres en présence de ce fluide.
L’efficacité de ce procédé dépend donc non seulement de la solubilité du soluté dans le CO,
supercritique mais aussi de la capacité du CO, a gonfler le systéme polymére considéré. Ainsi,
la caractérisation du comportement des systémes polymére-CO, et soluté-CO, permet
d’appréhender 'imprégnation de ce polymeére par le soluté.

Aprés une bréve présentation du CO, supercritique et de ses applications dans le
domaine biomédical, nous verrons dans ce chapitre quelles sont les principales techniques de
caractérisation du comportement des systémes polymére-CO, et pourquoi il a été choisi de
travailler avec la spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) par transmission
pour caractériser le systeme. Ensuite, les résultats du gonflement du PNB, du POE et des
particules PNB-POE par le CO, supercritique seront présentés. Finalement, une étude de la

solubilité de I'acide salicylique dans le CO, supercritique sera détaillée.
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1.1 Qu’est-ce qu’un fluide supercritique ?

Les fluides supercritiques ont été découverts expérimentalement il y a bientdt deux siécles
par le baron Charles Cagniard de la Tour (1822). Dans une marmite de Papin, ancétre de la
cocotte minute, il a introduit un liquide, une sphere de silex et a commencé a chauffer. A partir
d’'une certaine température, il remarqua que le bruit de la sphére était tel que la bille semblait
bondir a chaque percussion : il venait de dépasser le point critique. Les deux phases avaient
disparu et le fluide était devenu « supercritique ». Ainsi, si I'on suit la courbe de coexistence
liquide-gaz dans un diagramme de phase pression-température, on observe qu’elle se termine
par le point critique, 31°C et 7,38 MPa pour le CO,. Au point critique, la densité des deux
phases liquide et gaz est identique et le systéme devient monophasique.

Un fluide supercritique peut étre défini comme un fluide dense, non condensable, dont les
variables pression et température sont supérieures a celles des température et pression
critiques. Un tel fluide posséde des propriétés physico-chimiques (densité, viscosité, diffusivité)

intermédiaires et ajustables entre celles des liquides et celles des gaz.

P (MPa)

p.=7,38

T.=31 T{°C)

Figure 3. 1 : Diagramme de phase schématique du CO; dans I’espace pression - température (p — T) a volume
molaire constant.

Ce phénomeéne est mis en évidence par la fleche orange de la Figure 3. 1: au-dela du

point critique, il y a une continuité entre les propriétés thermophysiques du fluide, du liquide au

gaz.
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Tableau 3.1 : Comparaison de quelques propriétés spécifiques des fluides supercritiques avec celles des

liquide et gaz.
1 0,1-0,8 0,001
1 0,01-0,1 0,01
1 10 10000

Comme nous le montre le Tableau 3.1, les propriétés des fluides supercritiques (FSC)
sont « hybrides » entre les propriétés usuellement associées aux gaz et aux liquides : la
viscosité et la diffusivité d’'un FSC sont plus proches de celles des gaz alors que la densité est
de l'ordre de grandeur de celle des liquides. Ces propriétés peuvent étre ajustées de maniére
continue depuis les propriétés des liquides jusqu’a celles des gaz par de faibles variations de
pression et / ou de température et ce, en contournant le point critique. Ainsi, a partir d’'un seul
fluide, il est possible d’avoir acces a différentes propriétés de solvants.

En raison de leurs différentes caractéristiques, les FSC et notamment le CO, supercritique
sont utilisés pour le développement de différents types de matériaux et notamment pour des
applications biomédicales. Avant d’étudier plus en détails la caractérisation du systéme
polymére-CO,-soluté (dans notre cas avec le PNB, le POE et l'acide salicylique), une

présentation non exhaustive de ces applications est réalisée dans le paragraphe suivant.

1.2 Le CO, supercritique pour des applications biomédicales

L’'un des principaux soucis de lindustrie pharmaceutique pour le développement de
vecteurs thérapeutiques a base de polyméres est I'utilisation de solvants de synthése souvent
toxiques, susceptibles d’étre piégés au coeur du matériau (vecteurs, implants, matériel
médical...). Dans ce contexte, les technologies FSC se sont avérées étre attrayantes car
permettant I'obtention de systémes de « Drug Delivery » purs, de taille, de morphologie, de
composition et de structure contrdlées. Plus de 98% des applications sous FSC pour le
biomédical utilisent le CO, supercritique . Ignifuge, non toxique, gazeux & température
ambiante et présentant des coordonnées critiques basses, le CO, permet d’envisager de
nombreux procédés de synthése de matériaux biomédicaux.

Les paragraphes suivants présentent succintement les différentes applications pour le
développement de systémes de « Drug Delivery » ainsi que leur purification utilisant le CO,

supercritique.
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1.2.1 Développement de vecteurs pharmaceutiques

Le principal objectif dans le domaine du « Drug delivery » est de contréler le relargage de
la molécule active c’est-a-dire de maitriser (d’un point de vue cinétique et spatial) la dissolution
in vivo de celle-ci.

Le contréle de la cinétique de la dissolution est fonction de I'état de spéciation (ou
polymorphisme) de la molécule active. En effet, dans le cas de molécules actives organisées
sous forme cristalline, la cinétique de solubilisation est particulierement lente (applications
envisageables pour des systémes a relargage contrélé), alors que dans le cas de molécules
dispersées de maniere amorphe (pas d’organisation des molécules entre elles), la solubilisation
du principe actif est généralement rapide . Les FSC peuvent étre utilisés pour mettre en forme
des composés a base de principe actif seul avec un contréle du polymorphisme et peuvent
permettre de ce fait de contrdler la cinétique de solubilisation de la molécule en milieu aqueux.
Dans le cas de principes actifs encapsulés dans un vecteur stimuli-sensible, 'imprégnation de
formes non cristallines est préférable de maniére a assurer la solubilisation du principe actif
instantanément suite au stimulus.

Le contrble spatial de cette dissolution peut étre assuré par I'enrobage du principe actif
par un additif (polymére par exemple — chapitre 1, paragraphe 3.2). Aujourd’hui, deux
techniques principales utilisant les FSC permettent le développement de telles particules. On les
différencie suivant que la particule est formée directement sous FSC ou lors d’'une étape

préalable.

1.211 Formation de la particule et dispersion du principe actif par co-précipitation

Plusieurs procédés FSC permettent la mise en forme de vecteurs pharmaceutiques. On
les classe en quatre catégories que I'on différencie suivant le role joué par le CO, supercritique
[3] .

- un solvant : RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solutions) ou expansion rapide
d’'une solution supercritique et SFEE (Supercritical Fluid Emulsion Extraction) ou
extraction d’émulsions sous FSC,

- un co-solvant : DELOS (Depressurization of an Expanded Liquid Organic Solution)
ou la dépressurisation d’une solution liquide organique,

- un anti-solvant : SAS (Supercritical Anti Solvent) ou anti-solvant supercritique et les
procédés dérives, ASES (Aerosol Solvent Extraction System), SEDS (Solution
Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids) et PCA (Precipitation with a
Compressed Antisolvent)

- un soluté : formation de particules a partir d’'une solution saturée en gaz ou PGSS

(Particles from Gas-Saturated Solution).
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Si polymeére et principe actif sont solubles dans le CO, supercritique, il est possible de co-
précipiter ces matériaux suite a la dissolution des matériaux dans le CO, supercritique (RESS).
La solution est rapidement amenée dans une chambre basse pression de maniére a induire la
précipitation des espéces. Ce procédé est le RESS (Rapid Expansion of supercritical Solution)
M A titre d’'exemple, Debenedetti et al. ont ainsi développé des microparticules de lovastatin
recouvertes de poly (acide lactique) (PLA). Kim et al. ont, eux aussi, utilisé le PLA pour le
développement de vecteurs pharmaceutiques co-précipités avec du naproxéne ©°\. Cependant,
l'utilisation de procédés de type RESS est limitée, d'une maniére générale, par la faible
solubilit¢ des polyméres dans le CO, supercritique (voir paragraphe 2.1.1 de ce chapitre).
Mishima et al. ont développé une méthode d’encapsulation de principe actif sous FSC
applicable a une grande variété de polyméres (POE, poly-DL-acide lactique, PMMA...) en
utilisant un co-solvant afin de faciliter la solubilisation du polymére dans la solution supercritique
8] Dans ce procédé (RESS-N), le co-solvant devient un anti-solvant du polymére lors de la
dépressurisation et induit sa précipitation avec le principe actif. Le DELOS est une variante du
RESS-N ou le CO, est utilisé en tant que co-solvant avec une solution organique formant une
solution de liquide expansé en conditions sous-critiques (par exemple, p = 10 MPa et T = 25°C)
(o1

Les procédés utilisant le CO, supercritique en tant qu’anti-solvant (SAS/ ASES/ SEDS/
PCA) tirent profit de la faible solubilité des polyméres dans le CO, supercritique pour les mettre
en forme. Ainsi, si ni le polymére, ni le principe actif ne sont solubles dans le CO, supercritique,
il est possible de dissoudre les deux solutés dans un solvant organique dans un premier temps
puis de mettre en contact cette solution avec du CO, supercritique (soit par ajout de CO,
supercritique directement a la solution, soit par vaporisation de la solution dans une chambre
contenant du CO,, soit par vaporisation simultanée de la solution et du CO, supercritique) 1",
En utilisant le SAS, Wang et al. ont formé des microcapsules d’hydrocortisone recouvertes de
PLGA par co-précipitation ['. Reverchon et al. sont quant & eux parvenus a disperser de fagon
homogéne de [I'ampicilline trihydratée au sein de microparticules d’hydroxypropylméthyl
cellulose.

Le PGSS consiste quant a lui a solubiliser le CO, supercritique dans une solution principe
actif-polymeére a I'état fondu. Le tout est co-précipité par vaporisation dans une chambre basse
pression. En raison de la grande diminution de température et de pression, la substance se
solidifie rapidement et conduit a la formation de particules. En utilisant le PGSS, Kerc et al. ont
préparé des particules a base de nifédipine ou de félodipine (molécules hydrophobes) et de

POE. lIs ont ainsi pu améliorer la dissolution in vitro de ces molécules ",

Remarque : Ces différents procédés sont décrits de fagon plus détaillée en Annexe 2.
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L’autre facon de mettre en forme des vecteurs pour la « Drug Delivery » en utilisant les FSC est

l'imprégnation par un principe actif de particules polyméres pré-synthétisées.

1.2.1.2 Imprégnation de particules polyméres par un principe actif

Le CO, supercritique a la capacité de gonfler des matrices polyméres (paragraphe 2.1.2
de ce chapitre). De ce fait, il peut étre utilisé en tant que moyen de transport pour venir
imprégner des particules polyméres par des principes actifs solubles dans le CO, supercritique
(6231 'Comme nous I'avons vu en introduction, le procédé d’imprégnation consiste d’abord en la
solubilisation du principe actif dans le CO, supercritique, suivie du gonflement du polymeére par
la solution CO, — principe actif et enfin de la dépressurisation 4.

L’ajustement des conditions de travail (température, pression) permet de contréler le
gonflement du polymeére ainsi que la quantité de soluté solubilisé. Ainsi, il est facile de contréler
quantitativement l'imprégnation d’'un polymére par un soluté solubilisé dans un fluide
supercritique > 2% Jusqu'a ce jour, les principaux solutés étudiés pour le développement de
procédés d’'imprégnation sont : les colorants, les complexes métalliques, les principes actifs et
les molécules biologiques. Une bibliographie plus détaillée explicitant les procédés et les
mécanismes mis en jeu est réalisée au chapitre 4.

Pour terminer ce paragraphe sur l'utilisation des FSC pour la préparation de matériaux
dédiés a des applications dans le domaine biomédical, nous proposons de présenter un effet

qui a récemment été mis en ceuvre : I'effet stérilisant sous CO, supercritique.

1.2.2 Stérilisation sous CO, supercritique

En raison de leurs nombreux effets secondaires, les procédés de stérilisation usuels
(traitement par oxyde d’éthyléne, vaporisation, irradiation gamma...) présentent de nombreuses
limites aux vues de leurs futures applications biomédicales (risques de détérioration du matériau
ou de la molécule active) #". L'utilisation de CO, condensé est une technique prometteuse pour
la stérilisation de liquides et de matériaux solides. En effet, son utilisation dans des conditions
de température et de pression modérées permet d’inactiver un grand nombre de systémes
microbiens . L’efficacité de cette inactivation est améliorée sous conditions humides . En
matiére de stérilisation, cette technique est d’autant plus attractive que le CO, est non toxique et
ne laisse aucune trace dans la mesure ou il est & I'état gazeux a la température ambiante ©°.
Initialement, l'inactivation des bactéries par le CO, était attribuée a une explosion de la
membrane cellulaire des bactéries lors de la dépressurisation °"! mais certains travaux mettent
en évidence la conservation de la forme des cellules aprés traitement sous CO, supercritique et
tendent a réfuter cette hypothése ?®. Depuis, méme si le mécanisme d’inactivation n’est pas
encore totalement identifié, la plupart des résultats convergent vers une inactivation par

acidification du milieu ¥ 3. D’aprés ces travaux, le CO, pénétre dans un premier temps a
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lintérieur des membranes cellulaires (provoquant une hausse de leur perméabilité *?) et ensuite
induit une acidification de I'environnement de la bactérie (tout particulierement en présence
d’eau). Il s’ensuit alors une modification de I'activité enzymatique de la cellule conduisant a la
destruction de son métabolisme.

A ce jour, la stérilisation par le CO, n’est pas encore parvenue aux niveaux de stérilisation
exigés par l'industrie pharmaceutique (de l'ordre de SAL 10" au lieu de SAL 10°)" 19 30|
Cependant, les niveaux de stérilisation atteints sont de plus en plus élevés. White et al. sont
parvenus a développer un procédé rapide de stérilisation par le CO, nécessitant peu d’humidité
et permettant d’atteindre des niveaux industriels de stérilisation. L’utilisation de cette méthode
est tout de méme limitée en raison des fortes températures de travail exigées (50-60°C) et de

I'addition nécessaire d’acide peracétique 2.

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a I'imprégnation de
vecteurs polyméres par un principe actif sous CO, supercritique. Pour une telle application,
I'effet clé du CO, supercritique est sa capacité a gonfler les matrices polyméres. Ce gonflement
est la conséquence de la trés bonne solubilité du CO, supercritique dans les polymeéres. Dans le
paragraphe suivant, les phénomeénes de solubilité et de diffusion du CO, dans les polyméres
sont abordés de maniére plus détaillée afin de comprendre, in fine, les raisons du gonflement

des polymeéres sous CO, supercritique.

Quatre phénomeénes étroitement liés permettent de comprendre le gonflement des
polyméres sous CO, supercritique: la solubilit¢ du CO, supercritique dans les polymeéres, la
plastification résultante de la matrice et la diminution de la tension de surface (a l'interface
polymére-CO,) qui conduisent toutes les deux a une meilleure diffusion du CO, supercritique.
Le paragraphe suivant reprend et détaille ces concepts avant de présenter les différentes
techniques de caractérisation de ces phénoménes. Le Tableau 3.2 rassemble les principaux
résultats de caractérisation du comportement thermodynamique de systémes polymére-CO,

recensés dans la littérature.

Le niveau SAL 10” signifie que la probabilité pour qu’un produit donné soit contaminé aprés soumission
\ . . 6 < . egqe
a une colonie de bactéries (>10° unités de colonies) est d’une chance sur un million.
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2.1 Solubilité du CO, supercritigue dans un polymére et phénomeénes de

diffusion

2.1.1 Solubilité du CO, supercritique dans un polymére

Alors que le CO, est un solvant pour la plupart des molécules non polaires ayant un faible
poids moléculaire, c’est au contraire un trés mauvais solvant pour la plupart des molécules a fort
poids moléculaire. Seuls les polyméres de faible énergie de cohésion comme les
fluoropolymeéres, les polyméres siliconés, les polypropylenes atactiques et les poly
(méthacrylate de méthyl) (PMMA) avec des branches hydrocarbonées présentent une bonne
solubilité relative dans le CO, 633391,

En revanche, bien que la solubilité de la plupart des polyméres dans le CO, supercritique
soit extrémement faible, la solubilité du CO, supercritique dans de nombreux polyméres est
quant a elle importante. Ce phénoméne est d’autant plus prononcé que la pression est
élevée. Il en résulte alors des changements au niveau de la morphologie du polymére mais
aussi au niveau de ses principales propriétés : la viscosité, la perméabilité, la tension de surface
ou encore la température de transition vitreuse. Ainsi, I'addition de CO, supercritique a un
polymére a tendance a provoquer le gonflement de celui-ci.

Une large gamme de polyméres a déja fait 'objet d’études parmi lesquels on recense le
poly (oxyde d’éthylene) (POE), le poly (diméthyl siloxane) (PDMS), le poly (méthacrylate de
méthyl) (PMMA), le poly (méthacrylate d’éthyl) (PEMA), le polystyréne (PS), le polycarbonate
(PC) ou encore le poly (éthyléne téréphtalate) (PTFE) ["® %% Certaines revues résument
quelques unes de ces caractérisations et révélent que, suivant la nature du polymére mis en
jeu, la solubilité du CO, supercritique peut aussi bien étre négligeable qu’atteindre 40% en
masse (les principales techniques de caractérisation donnant accés a ses valeurs sont
énoncées au paragraphe 2.2 de ce chapitre) ®* *% || est en régle générale admis que les
affinités du CO, pour les polyméres sont en grande partie dues aux interactions
intermoléculaires possibles entre le CO, et les groupements caractéristiques des polymeéres. ||
existe cependant des exceptions ou la flexibilité et le volume exclu des chaines semblent avoir
un effet plus important sur la solubilité que les interactions polymére-CO, proprement dites *'.

La relation entre ces interactions intermoléculaires et I'absorption de CO, supercritique
par le polymére a été étudiée qualitativement par quelques auteurs en utilisant la spectroscopie
InfraRouge a Transformée de Fourier (IRTF). Cependant, aucune caractérisation quantitative du
rapport entre la nature et / ou la force de ces interactions et le gonflement d’un polymeére par le
CO, supercritique n’a été trouvée. En effet, I'origine moléculaire du gonflement des polymeéres
en présence de CO, supercritique a fait I'objet de trés peu d’études (quelques fluoropolymeéres
et le polyéthyléne) qui utilisent des méthodes de modélisation moléculaire “*> *3I. Ainsi,

considérant qu’'un procédé de solvatation consiste en une compétition entre le travail requis
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pour créer une cavité dans un polymeére (réorganisation des chaines) et les énergies de liaison
entre le soluté et le polymére, Van Der Vegt a montré que contrairement aux cas des gaz
interagissant faiblement avec les polyméres (He, Ne, H,) la solubilisation du CO, met plus
particulierement en jeu les termes d’interaction CO,-polymére que les termes de réorganisation
des chaines .

Certains modéles permettent de prédire la solubilité du CO, dans les polyméres ** *°l. Le
plus largement utilisé est celui développé par Sanchez-Lacombe ¥® %1, Considérant un mélange
fluide-polymére comme un maillage constitué de trous et de segments reliés entre eux (/attice
fluid theory), ils sont parvenus a établir une équation d’état applicable aux gaz et aux polymeres.
Ainsi, connaissant les parametres d’états caractéristiques des composés purs (T*, P* etp*) des
molécules mises en jeu (gaz-polymere), il est possible de prédire la solubilité d’'un gaz dans un
polymére.

Remarque : Ne connaissant pas ces coordonnées pour le PNB, la comparaison de nos

expériences a ce modéle n’a pas été réalisée.

2.1.2 Plastification des polyméres

L’un des principaux changements d’état des polymeéres est le passage de I'état vitreux a
'état caoutchoutique. Ce changement d’état a lieu lorsque I'on passe la température de
transition vitreuse (Ty).

Comme nous venons de le voir, de par sa bonne solubilité dans la plupart des polymeéres,
le CO, supercritique a tendance a diminuer leur T4 et a provoquer leur gonflement. D’apres le
Tableau 3.2 (p 114-115), on constate que suivant le polymére considéré et les conditions
expérimentales, le gonflement peut aller jusqu’a 110 %.

La présence de molécules de CO, au sein d’'une matrice polymére a pour effet de faciliter
le mouvement des chaines polyméres les unes par rapport aux autres se traduisant par une
diminution de la T, du polymére (de 0,05 a 2,8 °C / MPa suivant le systéme considéré ). On
parle d’effet plastifiant du CO, supercritique. Cette diminution de la T4 ne résulte pas seulement
de l'application d’'une pression hydrostatique mais aussi d’'un effet thermodynamique des
interactions intermoléculaires entre le CO, et le polymére. Plus ces interactions sont fortes, plus
la chute de T, est élevée. Ainsi, Handa et al. ont trouvé que la chute de la T du PMMA (1,2 °C/
atm) était plus importante que la chute de la Ty du PS (1 °C / atm) dans les mémes conditions
(dans le cas du PMMA, présence de groupements polaires avantageant les interactions avec le
CO, supercritique) ®. De la méme fagon, plus la flexibilité des chaines est élevée, plus la
chute de la T, est importante (cas de la comparaison entre PEMA et PMMA 1),

Tout comme pour la solubilité, il existe des théories permettant de prédire la diminution de

la T4 d’'un polymére en présence de CO,. L’analyse de Chow et al. est 'une des plus simples
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d'utilisation . Cette approche permet une estimation théorique de la diminution de la Ty d’un

polymére en présence d’'un gaz :

8o

lnLTT—g} = ﬂ[(l - 49). ln(l - 49)+ In(@ )] Equation 1

ou Ty est la température de transition vitreuse du polymére seul et les paramétre$ et 6 sont

donnés par :
z.R O = M" @ Equation 2

TAC M M 1-w
P P et g

B

avec z le nombre de coordination, R la constante des gaz parfaits, M, la masse molaire d’'une
unité repétitive du polymere, M, la masse molaire du gaz, AC, le changement de capacité de
chauffe a la transition vitreuse et w la fraction massique du gaz. La plupart de ces paramétres
sont disponibles dans la littérature ou peuvent étre mesurés séparément (sauf pour z,
arbitrairement fixé a 1 ou 2).

Dans le cas de polyméres semi-cristallins une influence du CO, supercritique sur le point
de fusion a aussi été constatée. Il a ainsi été montré que, sur une plage de pressions allant de 1
4 20 MPa, le point de fusion d’'un POE de 1500 g.mol” passe de 45°C & 28°C ©*"* et celui d’un
POE de 4000 g.mol™ passe de 57°C & 42°C P,

2.1.3 Phénomeénes de diffusion du CO, supercritigue dans les polymeéres

Les effets du CO, supercritique (diminution de la T4 ou de la Ty) incitent lensemble des
chaines macromoléculaires a se comporter comme une phase amorphe et facilitent le transport
du CO, supercritique. Les mécanismes de transport au sein d’'une matrice polymeére gonflée par
du CO, supercritique sont souvent trés compliqués.

Berens et al. ont étudié I'absorption du CO, supercritique par de nombreux polyméres en
phase solide par méthode gravimétrique. lls ont ainsi montré que dans de tels polyméres, la
diffusivité du CO, supercritique augmentait avec sa densité ou, autrement dit, augmentait avec
la pression appliquée. Sato et al. ont quant a eux étudié les phénomeénes de diffusion pour des
polyméres a I'état fondu et ont pu mettre en évidence la relation entre le coefficient de diffusion
et le volume libre des polymeéres. lls ont ainsi vérifié le modéle de Kulkarni et Stern selon

lequel P

D= R.T.A.exp(ij Equation 3
19
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ou D est le coefficient de diffusion du CO, dans le polymére, R la constante des gaz parfaits, T
la température, v le volume libre du polymére et 4 et B des constantes caractéristiques du
systeme polymere-gaz. On comprend donc que plus le volume libre du polymére est
grand, plus le coefficient de diffusion du CO, est important.

2.1.4 Tension interfaciale et formation de mousses polyméres

La tension interfaciale entre un gaz pressurisé et un polymeére peut, elle aussi, influer sur
les interactions polymeére-gaz pressurisé. Notamment, dans le domaine supercritique, les
tensions de surface entre un fluide et un polymére ont tendance & diminuer "® ¥ et par
conséquent, facilitent la pénétration du fluide dans la matrice polymeére. Dans le cas de
polyméres fondus sous haute pression de CO,, Harrison et al. ont montré que la tension
interfaciale du systéme polymére-CO, a tendance & diminuer avec la pression 4.

De ce fait, les FSC sont de plus en plus utilisés pour des procédés de mélange de
polyméres ou de formation de mousses.

Dans le domaine de la « Drug Delivery », les matériaux polyméres poreux sont de plus en
plus développés en tant que support de régénération tissulaire. De nombreuses techniques de
formation de mousses polyméres existent a ce jour permettant la mise en forme de différentes
structures tridimensionnelles variant de par leur taille et I'interconnexion des pores "l La
plupart de ces techniques nécessitent I'utilisation de solvants organiques qui conduisent a des
matériaux présentant un certain niveau, non négligeable, de toxicité. Pour ces raisons, la
production de mousses de polymére sous CO, supercritique est devenue un domaine de
recherche et développement dans le biomédical de plus en plus actif et prometteur 2.

Un procédé classique de formation de mousses sous CO, supercritique peut étre
décomposé en trois étapes principales #*:

1. La formation d’une solution homogéne polymére fondu-CO, supercritique (utilisé ici en

tant qu’agent de moussage),

2. La séparation de phase ou nucléation de pores suite a une instabilité
thermodynamique (hausse de température ou chute plus ou moins brutale de
pression),

3. La croissance des pores / coalescence de par le transfert de masse ou la dynamique
des fluides.

Un tel procédé peut étre réalisé en mode fermé ®®4 ou en continu (par extrusion) °* 4,

Les principaux paramétres dont dépend son contrdle sont la température de moussage,
'amplitude de la chute de pression et la cinétique de dépressurisation. Ainsi, Tsivintzelis et al.
ont montré que lors de la formation de mousses de PS par du CO, supercritique, la taille des
pores était d’autant plus petite et le nombre de pores d’autant plus grand que la pression de

travail est élevée, la température faible et la cinétique de dépressurisation rapide 2.
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Figure 3. 2 : Mousses de PS préparées sous CO; supercritique: a) 80°C et 18 MPa; b) 80°C et 38 MPa 62

Remarque : Dans le cadre de notre étude, nous ne souhaitons pas former de mousses de
polymeres. Ce paragraphe n’a donc pas pour objectif d’introduire une technique développée lors
des travaux de thése mais de révéler le risque de déstructuration des particules lors de I'étape

de dépressurisation.

Nous connaissons maintenant les raisons qui font du CO, supercritique un outil trés
performant pour le traitement des polyméres et notamment en matiére de mise en forme,
d’'imprégnation et de stérilisation. D’aprés le paragraphe précédent les performances acquises
pour chacune de ces applications dépendent tout de méme du systéme polymére mis en jeu.
Ainsi, la caractérisation du systéme polymére-CO, supercritique est nécessaire avant de passer
a I'imprégnation. Le paragraphe suivant reprend les différentes techniques de caractérisation

ayant permis a ce jour d’étudier les systémes polymére-CO..

2.2 Caractérisation du comportement du systéme polymére-CO,

Deux grandeurs sont principalement étudiées pour caractériser le comportement
thermodynamique du systéme polymére-CO, : la solubilité du CO, dans le polymeére et le
gonflement résultant de la matrice.

Il existe principalement trois types de techniques pour les déterminer :

- Une premiére catégorie permet uniquement de mesurer la solubilité du CO, supercritique
dans le polymére : la méthode barométrique ®” ®°! la méthode par modulation de fréquence
%6 'la méthode de séparation de phase *® 2 et la méthode gravimétrique """,

- Une seconde catégorie permet uniquement de mesurer le volume d’un polymére gonflé par
du CO, supercritique : la méthode par suivi visuel in situ " 7#7°]

- Une troisieme catégorie permet de mesurer ces deux grandeurs simultanément:
I'ellipsométrie spectroscopique in situ ’?, la spectroscopie IRTF (InfraRouge a Transformée
de Fourier) " "® et ATR (Réflexion Totale Atténuée) ['* 8%,

Toutes ces techniques sont détaillées en Annexe 3.
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Les trois premiéres techniques évoquées permettent de remonter a la masse de gaz
absorbée par le polymére. Une interprétation rigoureuse de ces résultats requiert la mesure du
gonflement du polymére "*! de maniére & tenir compte de la variation de densité :

P ol Equation 4
1+S

p gonflé =

oU p..n €St la densité du polymere gonflé par le FSC, p,,, est la densité du polymeére seul et §

est le gonflement du polymeére (AV/V}).

Ainsi, il est aussi possible de déterminer le pourcentage massique de gaz absorbé par un

polymére accessible par la formule suivante ' :

0 _ chO: /em’
YomassCO, = —,0 Equation 5
pol

chOJ/cm] 1+S

ou ¢ o est la concentration en CO, supercritique absorbé par le polymére (g ., /em’),
gCO, /cm 2

Ppor 1 densité du polymére et S son gonflement.
De la méme fagon, dans le cadre de I'étude de l'imprégnation d’un soluté A dans un
polymére sous FSC, la détermination du taux d’espéce imprégnée (%mass A) nécessite la

connaissance du gonflement du polymeére :

gd/ em’
%omassA = —,0 Equation 6
pol

ch/cm3 1+S

Ce gonflement est donc une donnée indispensable pour calculer le pourcentage massique
de gaz et / ou de soluté absorbé. Ce gonflement peut étre obtenu par modélisation

thermodynamique, par exemple , en utilisant 'équation d’état de Sanchez-Lacombe "9 :

S = (1+S)'U(P’T’S) Equation 7
w
v(P,T,0)

ou s est la solubilité du gaz dans le polymére (g-gaz / g-polymére) et » le volume spécifique du

polymeére calculé par I'équation d’état S-LEOS » (cm®.g™") 9.

Certaines hypothéses sont tout de méme nécessaires a une telle modélisation susceptible

alors d’étre entachée d’erreurs. Il est donc préférable de la déterminer expérimentalement.
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Les principaux résultats recensés dans la littérature sur la solubilité du CO., supercritique

dans des polymeres et sur le gonflement de polyméres par du CO, supercritique sont résumés

dans le Tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Bilan des principaux résultats de solubilité du CO. dans des polyméres pour pour différentes
méthodes d’analyse. La variation de la mesure du CO- supercritique absorbé correspond a la variation
obtenue a une température donnée sur la plage de pression étudiée.

Polymeére

POE-400

POE-400

POE-400

POE-400

POE-600

POE-600

POE-1500

POE-1500

POE-1500

POE-1500

POE-4000

POE-4000

POE-8000

Méthode Plage de Plage de Gonflement Absorption de Réf
d’analyse pression de | température de (%vol.) CO; (g-gaz/
travail (MPa) travail (°C) g-pol+gaz) (%
mass.)
IRTF 0-25 40-150 40°C : 0-35 40°C : 0-26 (78]
150 °C : 0-20 150 °C : 0-13
IRTF 5,3-11,6 40 16-35 11,1-22,6 77
Gravi- 5-24 40-75 - 40°C : 12-23 38]
métrie 6-24 75°C : 8-19
Barométrie | 1,4-22 (40°C) 40-50 - 40°C : 3-35 B7]
2-26,5 (50°C) 50°C : 2-28
Barométrie 1,1-28,4 40-50 - 40°C : 2-38 B37]
(40°C) 50°C : 3-37
2-29 (50°C)
Séparation 5,7-26 40-75 - 40°C : 9-22 (8]
de phase 75°C : 8-20
ATR-IR 3-20 35, 55 35°C : 10-40 35°C : 5-32 [80]
55°C : 10-50 55°C : 14-26
Séparation 2-30 50-80 50°C : 5-23 52
de phase - 80°C : 5-20
Gravi- 5-25 50 - 50°C : 11-24 (671
métrie
Clichés 0,6-25 (35°C) 35-55 35°C : 19-34 51l
photos 0,4-25 (35°C) 55°C : 7-33 )
Séparation 4-30 55-100 55°C : 9-22 52
de phase - 80°C : 5-20
100°C : 4-16
Gravi- 5-25 50 - 50°C : 10-21 (671
métrie
Gravi- 2-30 80 - 80°C : 5-20 52]
métrie
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ATR-IR 2-12 23-50 23°C:5-110 23°C : 10-50 [79]
50°C : 0-60 50°C : 5-30
Ellipso- 1-12 25-50 25°C : 5-110 (76l
métrie 1,5-5 50°C : 4-16 -
- 0-26 50-100 50°C : 0-75 50°C : 0-0,4 1]
80°C : 0-25 80°C : 0-0,21
100°C : 0-0,2
Clichés 5-20 35 25,5-51 73]
photos 14-28
Gravi- 0,2-6,9 (40°C) 40-100 40°C : 0,6-39 40°C : 0,5-26 (69
métrie 2,2-17,5 100°C : 3,7-37 100°C : 3-23
(100°C)
Gravi- 5-40 40-70 40°C : 5-12 [68]
métrie - 70°C : 3-10
Visuel 8-15 35-45 35°C : 15-22 (73]
40°C : 11-21 -
45°C : 9-23
Visuel 5-15 80°C 5-15 4,8-13 4]
Gravi- 6,8-20,4 25-70 - 7 MPa/25°C:6,3 | '
métrie 20 MPa/70°C :10,5
IRTF 0-25 40-150 40°C : 0-19 40°C : 0-15 (78]
150 °C : 0-11 150 °C : 0-11
Visuel 4,9-18,7 40-80 40°C : 2,5-10 40°C : 5,6-9,9 (r2)
80°C : 3,2-12,4 80°C : 3,4-9,6
Visuel 2,5-20 50-80 50°C : 1,5-7,3 50°C : 1,6-6 72]
80°C: 1,1-7,4 80°C: 1-5,3
Gravi- 6,8-13,6 - 25-40 0 (70l
métrie
Modulation 0-9,5 40 - 2,9-11,8 [66]
de
fréquence
Barométrie 3,6-19,8 100-180 - 100°C : 2,2-10,4 | 19
180°C : 3,4-9,2
Gravi- 2,4-19,9 100-200 - 100°C : 1,25-10,7 | 19
métrie 200°C : 0,7-5,9
Gravi- 6,8-20,4 25-40 - (70l
métrie 1113
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Dans I'optique d’imprégner sous CO, supercritique les particules de PNB-POE,
nous souhaitons caractériser le comportement de ces particules au contact du CO,
supercritique. D’aprés le Tableau 3.2, on remarque que le POE a déja été largement
étudié. Notamment, Vitoux et al. ont ainsi évalué I'absorption de CO, par du PEG 400
ainsi que le gonflement résultant "%l Les estimations sont en bon accord avec celles des
équipes de Kazarian et de Gourgouillon % 7’1 et semblent donc fiables. De plus, Weidner
et al. ont montré que cette solubilité ne dépend pas de la masse molaire (pour des
chaines de POE allant de 1500 a 8000 g.mol™) 4, L’écorce des particules développées
est a base de POE de 2000, 5000 et 8000 g.mol”. Les résultats de ces travaux
s’appliquent donc a notre systéme POE-CO..

En revanche, aucune étude sur le PNB n’a été trouvée dans la littérature. Ainsi, afin

d’avoir accés a une caractérisation compléte du systéme particules-CO,, I'étude du

systéme PNB-CO, est tout d’abord nécessaire.

La technique de caractérisation choisie est la spectroscopie IRTF par transmission car elle
permet non seulement de mesurer le gonflement d’'un polymére sous FSC mais aussi de
quantifier l'imprégnation de celui-ci par un soluté. De plus, cette technique donne accés a des
informations a I'échelle moléculaire sur la nature des interactions existantes (polymére-CO, ou
polymére-soluté) et par conséquent sur la spéciation des espéces imprégnées. Dans le cadre
de I'étude d’'un procédé d’imprégnation d’un vecteur par un principe actif, cette derniére donnée
est trés intéressante en vue d’estimer la cinétique de solubilisation de I'espéce aprés relargage
in vivo (paragraphe 1.2.1 de ce chapitre). Une telle caractérisation nécessite cependant I'étude
au préalable de la solubilisation du principe actif dans le CO, supercritique par spectroscopie
IRTF de maniére, d’une part, a caractériser le systeme soluté-CO, et, d’autre part, a pouvoir in

fine quantifier I'imprégnation du vecteur polymeére par cette molécule.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons tout d’abord caractériser le comportement
thermodynamique du systéme PNB-CO, dans le but d’accéder au comportement du systéme
particules (PNB-POE)-CO.. Enfin, le dernier paragraphe sera consacré a I'étude de la solubilité

de l'acide salicylique dans le CO, supercritique par spectroscopie IRTF a transmission.
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L’étude du comportement des systemes polyméres-CO, supercritique a été réalisée en
collaboration avec I'Institut des Sciences Moléculaires a I'Université de Bordeaux 1. La
spectroscopie InfraRouge a Transformée de Fourier (IRTF) a été utilisée pour déterminer

I'absorption du CO, par le PNB ainsi que le gonflement en résultant.

3.1 Spectroscopie par transmission IRTF pour I’étude du gonflement d’un

polymére sous CO, supercritique : principe

De maniére générale, le montage consiste en une cellule haute pression constituée d’un
corps en acier inoxydable et de deux fenétres se faisant face afin de permettre le passage et la
transmission du faisceau IR. L’échantillon de polymére est soit disposé par remplissage de la
cellule au dessus du niveau des fenétres dans le cas de polyméres fluides " "®, soit déposé sur

I'une des fenétres sous forme de film dans le cas de polyméres solides 2.

co,
8 .
o
R (4 r IR 4../IR
— — A, —» .. —— A
v VAV

Figure 3.3 : Représentation schématique d'une cellule optique pour I'analyse du gonflement d'un polymeére et
de son absorption en CO: supercritique par spectroscopie IRTF.

Dans le cas de la spectroscopie par transmission, le faisceau IR traverse la totalité de la
cellule. Le trajet optique est donc fixe : il correspond soit a la distance entre les deux fenétres
dans le cas d’une cellule remplie par un échantillon fluide, soit a I'épaisseur de I'échantillon dans
le cas d’'un film déposé sur une fenétre. Suite a I'ajout du CO, supercritique a la cellule, le

polymére s’expanse et sa concentration a la vue du faisceau IR diminue (Figure 3.3).
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Ainsi, d’aprés la loi de Beer-Lambert, on a:

Equation 8
A, =¢cc,l et A=¢cl

ou A, est 'absorbance d’un pic caractéristique du polymére en absence de CO, a un nombre
d’'onde donnée, et A 'absorbance de ce méme pic caractéristique du polymére en présence de
CO, a ce méme nombre d'onde, & est le coefficient d’extinction molaire caractéristique du
polymére & ce méme nombre d’onde, ¢ est la concentration en espéce (mol.L™) et /, le trajet
optique parcouru par 'onde au travers du matériau (cm).

Avant l'ajout du CO,, le polymere occupe un volume V. Aprés l'ajout du CO,, le polymere

occupe un volume V+AV.

Le gonflement S du polymeére s’exprime alors par :

C_O - M — AV Equation 9

I+—=1+S§
c V.

0 0

En combinant les équations 8 et 9, on obtient le gonflement directement a partir des

absorbances initiale et finale d’'un pic caractéristique du polymeére :

S = i_ Equation 10

D’autre part, cette technique permet la détermination de la quantité de soluté inséré dans
la matrice polymére lors d’'un procédé d'imprégnation. Elle est estimée au regard des bandes

caractéristiques de I'espéce et de la loi de Beer Lambert :

Equation 11

A [

sotute — € sote *C sotute *

On note alors que, contrairement a la détermination du gonflement du polymére, le calcul
de la concentration en soluté imprégné exige la connaissance du coefficient d’extinction molaire
du soluté dans le CO, supercritique associé a la bande caractéristique considérée. Par
conséquent, avant toute étude de I'imprégnation d’'un polymére par un soluté dissous dans du
CO; supercritique, il est nécessaire de déterminer ce coefficient. Ce calcul peut étre effectué par
calcul ab initio ou de maniére expérimentale (technique utilisée dans le cadre de ce travail de
thése — paragraphe 4.1 de ce chapitre). Une fois cette grandeur connue, la combinaison de la
loi de Beer Lambert et de 'Equation 12 permet de calculer le pourcentage de soluté contenu

dans I'échantillon de polymére gonflé.
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Cg(suluté)/cm‘ Equation 12
ppol
Cg(saluré)/cm‘ 1 + S

%omass( soluté ) =

Dans le cadre de la caractérisation du systéme d'imprégnation (particules (PNB-POE)-
CO,-Acide salicylique), la solubilité de I'acide salicylique en fonction de la pression et de la
température a fait I'objet d’'une étude permettant, a postériori, de déterminer le coefficient
d’extinction molaire et est développée au paragraphe 4 de ce chapitre. Avant de présenter les
résultats obtenus sur différentes bandes caractéristiques de I'acide salicylique, la caractérisation

du systéme CO,-PNB est présentée.

3.2 Mise en place de I’expérience de caractérisation

3.2.1 Montage de suivi in situ par infrarouge

Le montage expérimental permettant la détermination du gonflement des polyméres en

présence de CO, supercritique est présenté en Figure 3.4.

Pompe Pompe a vide
@ x

manuelle
Capteur de /
pression
COZ /

o/
8]

Régulation de la
= température

)

| Thermocouple II

| Spectrométre IR |—— Source[i‘" Cellule @ : :

detecteur

Figure 3.4 : Dispositif expérimental de spectroscopie infrarouge développé a I'ISM.

Les mesures d’absorption IR ont été réalisées en utilisant une cellule optique en acier inox
résistant a des pressions allant jusqu’a 35 MPa et a des températures de 250°C (Figure 3.5).
Des fenétres de silicium sont placées sur le chemin optique dont 'espacement peut étre ajusté
de 0,3 a 2,5 cm. Deux autres fenétres en saphir, situées perpendiculairement a I'axe optique,
permettent une observation visuelle. Le chauffage de la cellule est réalisé a l'aide de cartouches

chauffantes disposées a chaque angle du corps de la cellule. Deux thermocouples sont utilisés :

119



Chapitre 3 : Caractérisation du systéme d’'imprégnation

le premier est localisé prés d’une cartouche chauffante pour la régulation en température et le
second, proche de I'échantillon, permet de mesurer la température de celui-ci avec une
précision de 2 K. Le CO, sous pression est introduit dans le dispositif par I'intermédiaire d’'une

pompe manuelle.

Arrivéede scCO, Espace libre de Ia cellule

Cartouches chauffantes

Supports de fenétre ———

Fenéires de silicium———

Emplacement du
barrean magnétique

Bouchon pour
Pinsertion de acide
salicylique

Figure 3.5 : Photo et schéma de la cellule optique haute pression - haute température.

Le PNB est un polymére qui se présente sous forme d’'une poudre. D’aprés la loi de
Beer Lambert, 'absorbance d’une espéce est fonction de la concentration en espéce et du trajet
optique. Afin d’analyser de maniére homogéne le comportement d’'un polymére soumis a un
FSC, il est donc nécessaire d’assurer le recouvrement d’'une fenétre de silicium, autrement dit, il
est nécessaire d’'une part que, lorsque le rayon IR traverse la cellule, en tout point il rencontre
sur son trajet le polymeére et, d’autre part, que I'épaisseur sur laquelle il le traverse soit connue.
Dans le cas de polyméres fluides visqueux, il suffit de remplir la cellule jusqu’au dessus des
fenétres et de considérer le trajet optique comme étant 'espace entre les deux fenétres. Dans le
cas de polymeéres a I'état solide tels que le PNB (sous forme de poudre aprés précipitation), le
recouvrement rigoureux de la surface d’'une fenétre est difficile a assurer et de ce fait, la
longueur du trajet optique n’est pas mesurable. Seul le dép6t d'un film de polymére (d’épaisseur
connue) directement sur une fenétre de silicium permet une analyse rigoureuse de I'absorbance
de celui-ci.

Le paragraphe suivant détaille I'étude de formation de films homogénes de PNB et

d’épaisseur connue sur une fenétre de silicium.

3.2.2 Formation d’un film de PNB sur une fenétre en silicium

L’exigence principale d'un film pour une analyse IR est son homogénéité de maniere a

s’assurer que le trajet optique soit le méme en tout point de la tranche de I'échantillon. Les films
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de PNB ont été réalisés a partir d’'une solution de PNB (synthétisé en laboratoire — chapitre 5)
dissous dans du dichlorométhane (CH,Cl,). Différentes techniques de dépdt ont été

envisageées :

- Dépébt par évaporation de solvant (Figure 3.6, a) : une goutte de solution est déposée
directement sur la fenétre. L’échantillon est laissé sous hotte afin de permettre I'évaporation
du solvant. Malheureusement, le PNB filmifie trés vite en surface (plus vite que I'évaporation
du solvant) et piége des résidus de solvant qui forment alors des bulles. Aprés une heure de
séchage, I'échantillon présente de nombreuses occlusions.

-« Spin coating » (Figure 3.6, b) : une goutte déposée sur la fenétre est lentement passée
au spin coater. Le solvant s’évapore encore une fois trop lentement. Une solution visqueuse
de PNB est formée et vient s’accumuler sur le pourtour de la fenétre avant de sécher
totalement.

- Evaporation de solvant en étuve sous vide (Figure 3.6, c) : dés le dépdt de la goutte
effectué, la fenétre est placée dans une étuve sous vide a 40°C. Au bout de quelques
secondes, I'’échantillon entre en ébullition. Différentes conditions (temps, température..) ont
été testées mais en raison d’'une ébullition systématique des échantillons, aucun n’était
homogéne.

-« Live spin coating » (Figure 3.6, d) : durant un essai de « live spin coating », la solution de
PNB est déposée goutte a goutte au dessus d’une fenétre de silicium en rotation trés rapide
sur le « spin coater ». A chaque dépét de goutte, une partie de la solution est déposée
tandis qu’une autre est rejetée. Le film déposé par une goutte est trés fin et ne permet pas
d’avoir un signal suffisamment intense en IR. Ainsi, une accumulation de films superposés

est réalisée par un ajout au goutte a goutte de quelques millilitres de solution PNB-CH,Cls.

Tableau 3.3 : Protocole pour la formation d’un film polymeére par live spin coating.

2 1,5 1800
7,5.10° 2 2500
Latex 1 2500

Remarque : cette technique a aussi permis de développer des films a base de POE et de

particules PNB-POE. Ces films nous seront utiles par la suite.
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| EVAPORATION DE SOLVANT |
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Figure 3.6 : Schéma descriptif des différentes techniques de dépét de films polyméres sur une fenétre de
silicium.

La technique retenue pour le dépét de films de polyméres est le « live spin coating ». Des

films de PNB d’environ 40 pym sont réalisés dont I'épaisseur exacte a été déterminée au
profilométre.
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Figure 3.7 : Analyse d'un film de PNB au profilométre. L'épaisseur est mesurée suite a la réalisation d'une
petite rayure en bordure de film.
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3.2.3 Bandes caractéristiques du PNB en IR

Avant de procéder aux premiers essais de gonflement du PNB par du CO, supercritique,

l'identification des bandes caractéristiques du PNB a été réalisée en utilisant la méthode

d’analyse qualitative proposée par le logiciel « KNOW IT ALL IR » ',

e Groupements du cycle :

Les modes de vibration des groupements du cycle d’'une unité norbornéne sont

représentés en Figure 3.8 et attribués dans le Tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Attribution des bandes caractéristiques du PNB aux modes de vibration des liaisons.

2936 — 2916 Elongation antisymétrique (antisymetric stretching) 1

2863 — 2843 Elongation symétrique (symetric stretching) 2

1485 — 1445 Déformation d’angle dans le plan (Bending) 3

750 — 720 Vibrations du squelette (Skeletal vibrations) 4
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Figure 3.8 : Spectre IR du PNB interprété par le logiciel « Know It All IR » : mise en évidence des bandes
caractéristiques des modes de vibration des groupements du cycle d’une unité monomére d’une chaine de

PNB.
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o Groupements de la liaison éthylénique :
Les modes de vibration de la liaison éthylénique sont représentés en Figure 3. 9 et

attribués dans le Tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Attribution des bandes caractéristiques du PNB aux modes de vibration de la liaison

éthylénique.
3040 - 3010 Elongation (stretching) 1
1678 — 1668 Elongation (stretching) 2
1310 — 1295 CH dans le plan 3
1310 — 1295 Déformation d’angle dans le plan (Bending) 4
980 — 960 Agitation hors du plan (wagging) 5
980 — 960 CH hors du plan 6
980 — 960 Torsion (twisting) 7
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Figure 3. 9 : Spectre IR du PNB interprété par le logiciel « Know It All IR » : mise en évidence des bandes
caractéristiques des modes de vibration de la liaison éthylénique reliant deux unités monomeére d’une chaine
de PNB.

Dans notre étude, nous avons choisi de travailler avec la bande a 1465 cm™ car
suffisamment intense et bien distincte des bandes du CO, (Figure 3.10). Cette bande
correspond aux modes de déformation dans le plan des hydrogénes du cycle d’une unité

de norbornéne (Tableau 3.4, label 2).
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Figure 3.10 : Spectres IR du CO; (15MPa, 33°C) seul et du PNB superposés.

Cette étude préliminaire nous permet de passer a I'étude du gonflement du PNB par le

CO; supercritique.

3.3 Gonflement du PNB par le CO, supercritique

3.3.1 Protocole expérimental

Un film de polymére est déposé sur une des fenétres de silicium comme exposé
précédemment puis la cellule est fermée et la consigne en température est activée (33°C). La
température de I'expérience est choisie de telle fagon que I'on ne dépasse pas la Ty du PNB
(35°C) tout en restant dans des conditions supercritiques pour le CO, (T, = 31 °C). Un premier
spectre du polymére seul est alors acquis. Une fois la température stabilisée, le CO, est ajouté
a la pression désirée. Dés que cette pression est atteinte, un suivi dans le temps du gonflement
du polymeére est réalisé par l'acquisition, a intervalles réguliers (toutes les 10 minutes), de
spectres du film de PNB (utilisation du logiciel Biorad). La cellule est ainsi laissée sous pression,
a 33°C pendant 48h.

3.3.2 Reésultats

Pour cette premiére expérience, la pression de travail est fixée de fagon arbitraire a 15
MPa. Les deux fenétres de silicium sont placées a 7,8 mm l'une de l'autre de maniére a
permettre une circulation du CO, supercritique autour du film (Figure 3.11). Le trajet optique
correspond a I'épaisseur du film déposé. Le gonflement est évalué au regard de I'absorbance

de la bande a 1465 cm™. Nous supposons ici que la variation d’épaisseur résultante du
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gonflement du PNB par le CO, est négligeable. Un retour sur cette hypothése sera effectué en

fin de paragraphe afin de vérifier la faible influence de la variation de I'épaisseur sur le calcul.

Figure 3.11 : Film de PNB (lamelle jaune) disposé entre les fenétres de silicium durant son gonflement sous
CO: supercritique (billes bleues).

La Figure 3.12 représente les différents spectres IR du PNB / CO, (15 MPa, 33°C) en
fonction du temps. En plus de constater le gonflement du PNB (baisse de la hauteur du pic
caractéristique & 1465 cm™), on remarque la croissance d’'une bande vers 3400 cm™. Cette

bande ne disparait pas aprés dépressurisation.

2,0 - 20 |
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—3h
27h
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Figure 3.12 : Evolution du spectre IR d'un film de PNB lors de son gonflement par du CO; a 15MPa et 33°C.
Zoom sur la bande caractéristique du PNB (1465 cm” )
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Une premiere explication possible serait I'absorption d’'eau présente dans le CO,
supercritique par le film de PNB. Ainsi, a la fin de cet essai, le film a été tiré sous vide a 80°C.
Aprés une nuit de « séchage », la bande ne disparait toujours pas. Il ne s’agit donc
probablement pas d’eau. Une autre hypothése serait la réaction du CO, avec le PNB pour

former une fonction acide carboxylique (Figure 3.13).

H HOCC,

Figure 3.13 : Réaction d'insertion du CO; dans une chaine de PNB.

Des réactions similaires ont été recensées par Sakakura et al. mais toujours en présence

de catalyseurs .

Le PNB est synthétisé a partir d’'un catalyseur au Ru. Un lavage
supplémentaire (chapitre 5 — synthése de PNB) du lot de PNB utilisé est réalisé afin d’éliminer
toute trace éventuelle de catalyseur. L’étude du gonflement de ce nouvel échantillon présente
encore une fois I'apparition de la bande & 3400 cm™ et ce avec la méme intensité. Ni la RMN
'H, ni la RMN "C ne réveélent I'apparition de nouveaux groupements le long de la chaine PNB
(peut-étre en quantité trop faible). Nous ne sommes a ce jour pas parvenu a confirmer

I'hypotheése selon laquelle nous insérerions du CO, dans les chaines de PNB.

Remarque : Si I'apparition de cette bande correspond bien a l'insertion d’une nouvelle espéce le
long de la chaine PNB, il se pourrait que I'on modifie les propriétés thermomécaniques du
polymere ainsi que sa cytotoxicité. Nous verrons au paragraphe 3.4 que, dans le cas des
particules, I'apparition de cette bande est retardée et ne remet donc pas en cause I'applicabilité

de l'imprégnation d’un principe actif sous CO, supercritique pour des particules de PNB-POE.

D’aprés la Figure 3.12, on remarque que l'intensité du pic caractéristique du PNB (1465
cm’™) diminue au cours de son gonflement. Cette observation est le résultat de I'expansion du
film de PNB qui gonfle en absorbant du CO,. Ainsi, aux vues des fenétres de silicium, la
concentration en PNB s’amoindrit et, d’aprés la loi de Beer Lambert, 'absorption du matériau

devient elle aussi plus faible.
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Le gonflement du film est calculé via la formule rappelée ci-dessous (applicable ici car la
variation de I'épaisseur du film est supposée constante) :

A

0
S = 7 -1 Equation 13
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Figure 3.14 : Evolution du gonflement d’un film de PNB par du CO- a 33°C, 15 MPa en fonction du temps.

La Figure 3.14 montre I'évolution du gonflement du film de PNB par du CO, a 15 MPa et a
33°C. A partir de 50 h, le film semble étre saturé en CO, et le gonflement maximum atteint est
de 35% vol. Il est intéressant de souligner que ce gonflement se déroule en deux temps : un
premier gonflement rapide jusqu’a 12 % durant les deux premiéres heures (5,75% / h) puis un
second gonflement beaucoup plus lent (0,35% / h) jusqu’a saturation a 35%.

Le calcul du gonflement nécessite de faire I'hypothése selon laquelle la variation de
I'épaisseur du film est négligeable. Si I'on reprend les résultats obtenus, on peut vérifier cette
hypothése. En effet, pour une variation de 35% du volume du film, on a :

M =035 Equation 14

Soit e I'épaisseur du film et r son rayon, si I'on suppose que le gonflement se traduit de

fagon proportionnelle dans les trois directions de I'espace, on a :
E.£,£:(§/035)3 =07.07.07 Equation 15

e r r
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Par conséquent, une variation de 35% vol. d’'un film de PNB correspond a une variation
de 7% au maximum de I'épaisseur. De ce fait, en ne considérant pas cette variation dans la loi
de Beer Lambert lors du calcul du gonflement, on réalise au plus une erreur de 7% sur un
gonflement total de 35 % (puisqu’on ne néglige pas les variations dans les autres dimensions),
soit une erreur de 2,5 % sur le gonflement. Cette erreur étant minime, nous avons continué a

considérer la variation de I'épaisseur négligeable dans la suite de nos calculs.

L’influence de la pression sur le gonflement du PNB sera traitée lors de I'étude in situ de
linfluence de la pression sur [limprégnation de PNB sous CO, supercritique par de l'acide

salicylique (paragraphe 2.1.2 du chapitre 4).

L’étude du comportement du systéeme PNB-CO, a été réalisée par spectroscopie
IRTF. Nous savons ainsi que, a 15 MPa et a 33 °C, le PNB peut étre gonflé jusqu’a 35%
par le CO, supercritique. Le méme résultat a été obtenu par Weidner et al. avec le POE
pour les masses molaires qui nous intéressent (de 2000 a 8000 g.mol™”) ¥4, Le cceur et
I’écorce des particules PNB-POE semblent ainsi avoir le méme comportement vis-a-vis
du CO, supercritique. Dans le paragraphe suivant, un essai de détermination du

gonflement des particules PNB-POE est exposé.

3.4 Gonflement des particules PNB-POE par le CO, supercritique

Les particules choisies pour I'étude in situ de I'imprégnation sous CO, supercritique sont
celles du lot O2 du plan d’expériences (chapitre 2 — 2.3.3.4) et leurs caractéristiques sont

résumées dans le Tableau 3.6.

Tableau 3.6 : Caractéristiques des particules choisies pour le suivi in situ du gonflement des particules sous
CO, supercritique.

AR AS L Conv AS | ASsina' | Conv AR Dn7ew (nm)
Essai TEM
% m. % m. g/mol % m. %m. % m. PDlrey

.
”‘ | 382 +/- 45
86 '
| PDI = 0,055

! Pourcentage de NB-POE (AS) par rapport a la masse totale (NB+NB-POE) calculé a partir de la Conv AS.

02 5 30 5000 53 20
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3.4.1 Mode opératoire

Le montage expérimental pour le suivi in situ par IRTF du gonflement des particules par

du CO, est le méme que celui utilisé pour les films de PNB (paragraphe 3.2 de ce chapitre). Les

films de particules ont été réalisés comme décrit au paragraphe 3.2.2, directement a partir du

latex O2, sans dilution complémentaire. Le spectre IR résultant est exposé en Figure 3.15.
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Figure 3.15 : Spectre IR d’un film de particules PNB-POE (02) superposé aux spectres du PNB seul et du POE

3.4.2 Gonflement de particules PNB-POE sous CO, supercritique

seul.

Le protocole expérimental est exactement le méme que celui suivi pour le PNB

(paragraphe 3.3.1 de ce chapitre) et les spectres IR obtenus au cours du gonflement des

particules est présenté en Figure 3.16.
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Figure 3.16 : Evolution des spectres IR caractéristiques d'un film de particules PNB-POE au cours de son

gonflement par du CO; supercritique a 33°C-15MPa.

130



Chapitre 3 : Caractérisation du systéme d’'imprégnation

Le spectre IR des particules PNB-POE / CO, est complexe et conduit a un recouvrement
des bandes caractéristiques (saturation ou disparition de certains pics). Dans ce cas, la fiabilité
de linterprétation est fortement remise en cause. Nous venons de voir que le PNB, tout comme
le POE, peut étre gonflé de 35% vol. a 15 MPa — 35°C. Ainsi, pour la suite de cette étude, le
gonflement des particules PNB-POE par le CO, supercritique sera considéré comme étant égal
a 35% vol.

Cette étude permet cependant de remarquer que, comme dans le cas du PNB, une bande
large vers 3200-3400 cm™ apparait au cours du temps (on rappelle que des hypothéses quant a
'apparition de cette bande ont été émises au paragraphe 3.3.2 de ce chapitre) (Figure 3.16). Il
faut tout de méme noter que, dans le cas des particules, ce phénoméne est retardé. En effet,
cette bande commence a croitre au bout de 3 h (au lieu de 40 minutes pour le PNB). Une
procédure classique d’imprégnation sous CO, supercritique se déroule de maniére générale en
moins de 3h. Cette derniére expérience confirme la possibilité de conserver des propriétés de

notre matériau de cceur en vue d’une future application pour le biomédical.

Suite a la caractérisation du systéme polyméres-CO,, nous nous sommes intéressés a

I'étude de la solubilisation de I'acide dans le CO, supercritique.

4.1 Détermination du coefficient d’extinction molaire d’une bande

caractéristigue de I'acide salicylique dans le CO, supercritique

Dans le cadre de l'étude de limprégnation des vecteurs PNB-POE par de lacide
salicylique, nous souhaitons déterminer la quantité d’acide salicylique (AcS) imprégné en
pourcentage massique. Comme nous I'avons évoqué au paragraphe 3.1 de ce chapitre, il est
nécessaire pour cela de connaitre le coefficient d’extinction molaire &4 d’'une bande
caractéristique de I'AcS solubilisé dans le CO,. Ce coefficient est caractéristique d’'un couple
solvant-soluté (CO, supercritique - AcS) et est fonction de la fréquence IR de travail. Aucune
valeur n’a été trouvée dans la littérature. Dans le but de déterminer cette grandeur, I'étude de la
solubilisation de différentes concentrations d’AcS dans le CO, supercritique a été réalisée.

Le montage expérimental utilisé pour cette série d’expériences est la cellule optique haute
pression présentée en Figure 3.5 ou les deux fenétres de silicium sont placées de facon telle

que le trajet optique est de 0,743 cm et le volume de la cellule de 4 mL. Pour cette étude, il est
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nécessaire que la totalité de I'’AcS introduit soit dissous. D’aprés les données de la littérature sur
la solubilité de 'AcS dans le CO, supercritique a 10 MPa (pression la moins favorable a la
solubilisation) il a été trouvé que la cellule est saturée en AcS a partir de 1,75 mg de poudre
introduite (soit 3,2.10° mol.L™"). Ainsi, la solubilisation de l'acide salicylique dans le CO,
supercritique, a été étudiée pour quatre concentrations (¢,=0,5.10° mol.L™ ; ¢,=0,9.10" mol.L"
1. c3=1,4.10° mol.L" et c,=2,4.10° mol.L™") et trois pressions (10, 15 et 20 MPa).

D’aprés la Figure 3.17, I’AcS solubilisé dans le CO, présente deux pics
caractéristiques : un a 1667 cm™” et un a 1700 cm™. D’aprés Ke et al., ces deux pics
témoignent de I’existence de I’AcS sous deux états moléculaires différents lorsqu’il est

solubilisé dans le CO, supercritique **: une forme monomeére et une forme dimere.

La bande & 1700 cm™ correspond au mode d’élongation de la liaison >C=0 de l'acide

salicylique sous forme monomére et la bande & 1667 cm™ est relative & I'association via des

liaisons hydrogéne de deux molécules d’acide sous forme de dimére .

1,50 1700 cm!

1,254 (

[ ( ¢ A ] i i
. I: SN
H)
] Nt \‘

3
5 Ty ;
Q ¢ i \
S 0,75 Yo i \
o] ,", ]
< 1667 cnr? ; \
A \
j \
4 \
RN ) i
Mas? 10 MPa| ™~
----15MPa ..
-----20 MPa e
T T T T T
1680 1700 1720

Nombre d'onde (cm™)

Figure 3.17 : Spectres IR de 2,4.10° mol.L™ d’AcS solubilisé dans le CO; supercritique a 35°C et pour
différentes pressions (c4).

Daprés la Figure 3.17, on remarque qu’a concentration constante en AcS, la
concentration en monomére a tendance a augmenter avec la pression tandis que celle en
dimére a tendance a diminuer. Dans tous les cas, la concentration en dimére est toujours trés
faible par rapport a la concentration en monomere.

Dans le cas de la solubilisation de I'acide formique dans le CO, supercritique, Park et al.

ont observé un pic @ 1731 cm™ et un pic & 1759 cm™ caractéristiques de I'acide formique
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respectivement sous forme dimére et sous forme monomére et ont mesuré les coefficients
d’extinction molaire propres & chacune des espéces ®°. A partir d’un raisonnement similaire,
nous sommes parvenus a déterminer les coefficients d’extinction molaire de I'AcS sous forme

dimére et monomeére.

La constante de dimérisation de I'acide salicylique est définie de la fagon suivante :

24eS == (4cS); k= (@9 Equation 16
[AeS]*

Ainsi la concentration en AcS solubilisé dans le CO, supercritique en fonction des

concentrations en dimére et en monomeére est donnée par 'Equation 17 :
c(AcS)=[AcS]+2[( AcS ), ] Equation 17

Soit A,, laire du pic caractéristique du monomeére a 1700 cm™, A, laire du pic
caractéristique du dimére a 1667 cm™, &, le coefficient d’extinction molaire associé au pic du

monomere et g, le coefficient d’extinction molaire associé au pic du dimére, on a:

A, =¢,1[dcS] 4, =¢,1](4cS),] Equation 18

m

En combinant les équations 17 et 18, on trouve que la concentration totale d’acide

salicylique est liée aux absorbances du dimére et du monomeére d’aprés I'équation suivante :
c_'l = L + l i Equation 19
Am gm Ed Am

cl
Ainsi, la courbe —=f{—") doit étre une droite d’ordonnée a lorigine L et de
£

m m m

coefficient directeur i

&y
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La Figure 3. 18 présente les spectres de I'AcS solubilisé a différentes concentrations dans

du CO, a 15 MPa et 35°C. On remarque que plus la concentration en AcS est élevée, plus

l'aire des pics & 1667 et 1700 cm™ est importante.

Absorbance

1,50 4

1,254

1,00
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Figure 3. 18 : Spectres IR de I'AcS solubilisé dans le CO, supercritique a 35°C et 15 MPa pour différentes

concentrations: ¢1=0,0005 mol.L™" ; ¢,=0,0009 mol.L™ ; ¢5=0,0014 mol.L"" ; ¢,=0,0024 mol.L™.

Aprés déconvolution des spectres figurant ci-dessus (logiciel Origins), les aires A4,, et A,

ont pu étre calculées et la courbe c.l/A,=f(An/Aq) tracée (Figure 3.19).

c.l.100/A

m
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0,019
0,018
0,017
0,016
0,015
0,014
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Fit,: y = 0,0102x + 0,0066 _u

0,008 -~

0,007
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Figure 3.19 : Courbe c.l/An=f(Am/A4) et équations des droites correspondantes (ajustement linéaire).
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D’aprés la Figure 3.19, on remarque que la pression n’a pas d’influence significative sur
I'équation de la droite c.l/A=f(An/Aq). Les résultats des calculs de ¢, et &, sont résumés dans le
Tableau 3. 7.

Tableau 3. 7 : Calcul des coefficients d'extinction molaire caractéristiques des couples AcSmonomere—CO2
supercritique et AcS4imere—CO2 supercritique a 35°C. Comparaison avec les coefficients caractéristiques de
I'acide acétique et palmitique "),

Pression (MPa) 10 20 Moyenne Ecart Acide Acide
type acétique palmitique

(15 MPa) (15 MPa)

&m(L.mol".cm™)

s(Lmol em ) PN

Aucune étude ne donnant accés aux grandeurs g, et &, de I'AcS dans le CO,, une
comparaison est tout de méme effectuée avec les valeurs des ¢, et ¢, des acides acétique et
palmitique calculés par I'équipe de Yamamoto et al. ®”). Les résultats présentés sont proches et
semblent cohérents.

Remarque : L'unité des ¢, et ¢, des acides palmitique et acétique annoncés par Yamamoto et al.
est le L.mol'.cm™. Une telle unité suppose que I'absorbance utilisée dans la loi de Beer
Lambert correspond a la hauteur du pic étudié. Yamamoto et al. ne donnent aucune indication
sur la méthode de détermination de I'absorbance. Dans ces travaux de these, I'absorbance
mesurée correspond a laire du pic étudié et l'unité des coefficients d’extinction molaire est le
L.mol".cm™. Fuijii et al. ont déterminé les coefficients d’extinction molaire de I'acide acétique
dans divers solvants en signalant bien [l'utilisation de la hauteur des pics caractéristiques de
I'absorbance de I'acide ®®. Les grandeurs trouvées sont dix fois plus petites que celles de ces
travaux et de ceux de Yamamoto. Cette derniere comparaison tend a montrer que les ¢, et ¢,
calculés par I'équipe de Yamamoto ont un ordre de grandeur correspondant a un calcul utilisant
les aires des pics. De ce fait, nous pensons que l'unité des ¢, et ¢, des acides palmitique et
acétique est non pas en L.mol".cm™ mais en L.mol".cm™ et qu’ils sont donc comparables & nos

résultats.
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Figure 3. 20 : Spectre IR caractéristique de I’AcS solubilisé dans le CO, (15MPa, 33°C) superposé avec les
spectres caractéristiques du POE et du PNB.

Connaissant €4AcS) et ¢,(AcS), les concentrations en AcS dimére et monomére sont
directement calculables a partir des absorbances mesurées A, et A;. Cependant, les pics
caractéristiques du monomére et du dimére de I’AcS sont situés sur des bandes (1650-1750 cm’
) oul le spectre IR du PNB présente lui aussi un signal (Figure 3. 20). Le calcul nécessitera

donc la soustraction au préalable du signal propre au polymeére.

Il existe une bande de I’AcS (1486 cm™) qui quant a elle est bien distincte des
signaux IR du PNB et du POE. Cette bande est caractéristique du mode de vibration en
élongation des C=C du cycle couplé a la déformation dans le plan des liaisons C-H de

I’AcS et est proportionnelle a la quantité totale (dimére et monomeére confondus) d’AcS
[89]

Le coefficient d’extinction molaire caractéristique de I'AcS sur cette bande a été calculé a
partir de la hauteur de ce pic. Cette fois-ci on a alors : c¢(AcS) = A 456 €14861.

Le coefficient d’extinction molaire &4, est directement proportionnel au coefficient
directeur de la droite c(AcS) = f(A14s6).
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Figure 3. 21 : Courbe c (AcS)=¢.l.A1436 cm-1 €t équation de la droite correspondante (ajustement linéaire).

D’aprés la Figure 3. 21 et connaissant le trajet optique de la cellule / (donnée en

début de paragraphe), la valeur trouvée a 35°C et 15 MPa est : 5,436 =190,7 + 9L.mol ' .cm™ .

Remarque : ces coefficients ont été déterminés afin de caractériser I’AcS dissous dans le CO,

supercritique. Dans la mesure ou les bandes caractéristiques de I'’AcS imprégné dans le

polymeére sont les mémes que celles de I'AcS dissous dans le CO, supercritique, nous ferons

I'approximation que c’est le méme coefficient.

Dans le paragraphe suivant, une étude de la solubilité de I'acide salicylique dans le CO,

supercritique par spectroscopie IRTF en transmission est réalisée dans le but de valider les

calculs présentés ci-dessus. Ces résultats seront comparés a la littérature et a une loi théorique

de détermination de la solubilité de I'acide salicylique dans le CO, en fonction de la pression et

de la température. Cette loi est présentée en introduction de paragraphe.
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4.2 Détermination de la solubilit¢ de I'acide salicylique dans le CO,

supercritique

Comme nous l'avons vu au 1.2.1.2, une des exigences principales lors de I'imprégnation
d’un polymeére par du CO, supercritique est de saturer le flux de CO, par le soluté. De ce fait,
pour une expérience donnée (a pression et température fixées), il est nécessaire de connaitre la
solubilité du soluté dans le CO,. Cette solubilité peut étre prédite en fonction des conditions

expérimentales (p et T) a partir de modéles thermodynamiques tels que celui de Chrastil.

4.2.1 Prévision de la solubilité de ’acide salicylique dans le CO, supercritique

D’aprés le modéle de Chrastil, pour un couple gaz-soluté donné, la solubilité du soluté

dans le gaz est décrite par la loi suivante °%:
a .
In(s)=k. ln(d) + - +b Equation 20

ou s est la solubilité du soluté dans le gaz, d la densité de ce gaz et T la température. k, a et b

sont des constantes caractéristiques du couple gaz-soluté considéré.

La littérature recense de nombreuses études de la solubilisation de I'AcS dans le CO,

supercritique & différentes pressions et différentes températures P

A partir de la
combinaison de ces résultats et de la loi de Chrastil, les constantes k&, a et b caractéristiques du

couple acide salicylique-CO, supercritique ont pu étre déterminées :

Tableau 3. 8 : Valeurs des constantes du modeéle de Chrastil propres au couple AcS-CO; supercritique.

4,0 -4953,6 -11,0

La Figure 3. 22 représente les courbes théoriques de la solubilité de I'acide salicylique

(AcS) dans le CO, supercritique en fonction de la pression et de la température.
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Figure 3. 22 : Courbes théoriques de la solubilité de I'AcS en fonction de la pression et de la température.

Ainsi, pour une expérience donnée (a pression et température fixées) et a partir de
I'élaboration de cette loi, il est possible de déterminer la concentration minimale en AcS a

insérer dans un réacteur afin de saturer le CO, inséré.

4.2.2 Mesure de la solubilité de I'acide salicyligue dans le CO, supercritique par

spectroscopie IRTF

La littérature recense de nombreux travaux sur la mesure de la solubilité de 'AcS dans le
CO, supercritique (mesure par gravimétrie, par lecture UV...) %% Afin de valider les calculs
des coefficients d’extinction molaires réalisés au paragraphe 4.1, la mesure de la solubilité de
I'AcS dans le CO, en fonction de la température et de la pression est réalisée par spectroscopie
IRTF a partir des coefficients ¢, et ¢, dans un premier temps, puis a partir du coefficient ;4.
Pour chaque mesure, un exceés d’AcS est placé en fond de cellule afin de saturer le CO, (3,8
mg au minimum a 20 MPa d'aprés la loi établie au 4.2.1). Ainsi, la concentration de I'AcS
mesurée a une pression et une température données correspond a la solubilité s de I'AcS dans
le CO, dans ces conditions. Dans le cas des calculs a partir de ¢, et ¢,, I'aire des pics a 1667
cm™” et 1700 cm™ est respectivement mesurée sur les bandes (1655-1685 cm™) et (1685-1727
cm™). La solubilité¢ obtenue est exposée en Figure 3.23 et comparée aux résultats de la
littérature et du calcul par le modéle de Chrastil. Au regard de lintervalle d’erreur de la mesure
par spectroscopie, on remarque que la solubilité ainsi mesurée coincide relativement bien avec

le modéle et reste proche des résultats obtenus par Ke et al.
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Figure 3.23 : Solubilité de I'AcS dans le CO; supercriti% e a 35°C en fonction de la pression (=: ces
travaux d’aprés gqet £, expérimentaux ; V : Ke et al. o ; A :calculs d’aprés le modéle de Chrastil).

L’analyse des spectres pour déterminer la solubilité de 'AcS a aussi été réalisée a partir
du coefficient €456 €t comparée aux résultats de la littérature et du modeéle (Figure 3.24). On
remarque alors que cette méthode de mesure est tout a fait en accord avec le modéle et qu’elle

donne des résultats proches de ceux obtenus par Ke et al.
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Figure 3.24 : Solubilité de I'acide salicylique dans le CO; supercritique a 35°C en fonction de la pression (A:
ces travaux d’aprés £1436 expérimental; o : Ke et al. [91]; = : calculs d’aprés le modéle de Chrastil [901).
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Remarque : L’intervalle d’erreur est estimé a partir de I'écart type calculé lors de I'estimation de

la valeur des différents coefficients d’extinction molaire.

Cette derniere étude nous a permis: i) de déterminer les coefficients d’extinction
molaires de I'acide salicylique nécessaires pour le suivi de I'imprégnation par IRTF du principe
actif dans les polyméres et ii) d’appliquer la loi de Chrastil au systéme acide salicylique-CO,
permettant ainsi de déterminer aisément les quantités d’acide salicylique nécessaires a la
saturation d’un volume donné de CO,, donnée encore une fois importante pour I'imprégnation

des polymeéres sous CO, supercritique.

Au travers de ce chapitre, la caractérisation du systeme particules-CO, supercritique a pu
étre appréhendée. L’étude par spectroscopie IRTF in situ a permis de caractériser le
comportement du systéme PNB-CO, encore jamais étudié a ce jour et a révélé qu’il était
possible de gonfler de 35% le PNB sous CO, supercritique a 15 MPa et 33°C. Le systéme POE-
CO, a quant a lui été largement étudié dans la littérature et son gonflement sous CO,
supercritique a 15 MPa et 35°C est annoncé de 35%. L’analyse in situ par spectroscopie IRTF
des particules s’est avérée plus délicate en raison du grand nombre d’informations spectrales
générées par ['échantillon. Les polyméres constitutifs des particules ayant montré des
gonflements similaires de 35% sous CO, supercritique a 15 MPa et 35°C, il sera admis par la
suite que le gonflement des particules dans les mémes conditions est de 35%.

Enfin, le systéeme acide salicylique-CO, a été caractérisé. Cette analyse a permis, d’'une
part, de déterminer les coefficients d’extinction molaire caractéristiques de la molécule et
nécessaires au suivi de I'imprégnation des polyméres sous CO, supercritique et, d’autre part,
d’établir une loi donnant accés a la solubilité du principe actif dans le CO, en fonction de sa
pression et de sa température. L’imprégnation d’'un polymére sous fluide supercritique étant
d’autant plus efficace que le fluide est saturé en soluté, cette donnée est trés intéressante pour

la suite de ces travaux.
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Dans le chapitre 2, I'élaboration de vecteurs pharmaceutiques pour le relargage ciblé
de principes actifs par échauffement local en réponse a un stimulus externe a été décrite.
Ceux-ci sont constitués d’'une écorce de POE capable de les rendre furtif in vivo et d’'un
cceur a base de PNB plus ou moins réticulé.

Dans le chapitre 3, I'étude par spectroscopie FTIR in situ du comportement de ces
matériaux sous CO, supercritique a montré qu’il était possible de gonfler ces matrices en
moyenne de 35% vol. ce qui permet d’envisager leur imprégnation par une espéce active
sous CO, supercritique.

Conceptuellement, la thermosensibilité de ces vecteurs est basée sur la T4 du coeur de
PNB (35°C) que I'on souhaite modulable suivant le taux d’AR incorporé au coeur. L’objectif
de ce dernier chapitre est de déterminer le type de vecteurs compatible avec une action de
ciblage par stimulus externe, c’est-a-dire permettant le relargage de principes actifs dans
une gamme de température comprise entre 40 et 50°C. Pour ce faire, I'acide salicylique
(molécule modéle) a été imprégné dans différents vecteurs et son relargage en fonction de la
température a été étudié.

Afin de valider I'applicabilité de I'imprégnation sous CO, supercritique des vecteurs
PNB-POE, I'étude in situ par spectroscopie FTIR de I'imprégnation des vecteurs PNB-POE
sous CO, supercritique par de I'acide salicylique (AcS) est présentée dans un premier
temps. Ensuite, une série de tests d’imprégnation menée sur différents types de particules
est décrite. Pour terminer, I'étude du relargage in vitro de I'AcS encapsulé dans ces
différents vecteurs est présentée et permet de conclure sur la validité du concept de

thermosensibilité qui a fait I'objet de ces travaux de thése.

Avant de présenter ces différents résultats, un état de I'art est réalisé sur les différents

procédés d'imprégnation de polyméres sous FSC existant a ce jour.
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L’enrobage ou I'encapsulation de principes actifs dans une particule polymére présente
un grand intérét pour les industries de la pharmacie, de la cosmétique ou de
l'agroalimentaire. Comme nous lavons vu dans le chapitre 1, les techniques
conventionnelles d’encapsulation sont limitées de par : i) le contréle difficile de la dispersion
du soluté et ii) le risque de présence de résidus toxiques. Dans ce contexte, les propriétés
spécifiques du CO, supercritique (gonflement des matrices polymeéres, faible tension de
surface, absence de solvants organiques, effet stérilisant, etc) en ont fait un moyen de choix
pour l'imprégnation de solutés dans des matrices polyméres. Les faibles coordonnées
critiques du CO, et son état gazeux a 'ambiante permettent non seulement de récupérer un
matériau dépourvu de toute trace de solvants mais aussi d’envisager I'encapsulation de
molécules sensibles a de fortes températures (fragrances, certains actifs...). Sand et al.
furent les premiers a constater que le CO, permettait d'imprégner un grand nombre de
molécules de faibles poids moléculaires (pesticides, fragrances, agents thérapeutiques) dans
des matrices polyméres [1]. Ensuite, Berens et al. poursuivirent cette étude en élargissant la
gamme de solutés a des composés moins CO,-philes. lls introduisirent alors la notion
essentielle qui gouverne toute imprégnation sous CO, supercritique : le coefficient de
partage entre la phase riche en CO, et la phase riche en polymére [2] (concept détaillé au
1.2 de ce chapitre).

Suite a ces résultats, 'imprégnation de polyméres sous FSC a été largement étudiée.
La suite de ce paragraphe reprend la plupart de ces travaux en expliquant tout d’abord le
principe général du procédé d’imprégnation puis les mécanismes mis en jeu avec un accent
sur l'application aux molécules thérapeutiques. Le Tableau 4.1 apparaissant en page 155

reprend les principaux résultats recensés dans la littérature.

1.1 Principe général de I'imprégnation

Comme nous 'avons vu au chapitre 3 (1.4.1.2), 'imprégnation sous fluide supercritique
se déroule principalement en trois étapes (Figure 4.1):
1. Solubilisation du soluté dans le CO, sous pression et en température (si possible
saturation du fluide en soluté).
2. Addition de la solution de (CO. supercritique — soluté) au polymére permettant le
gonflement de la matrice et la diffusion du soluté en son sein.

3. Dépressurisation et récupération du matériau imprégné.

m 148



Chapitre 4 : Imprégnation et relargage des vecteurs

€0, €0,

€0,

- v “
T P

Gonflement du polymére par le CO, Ejection du CO, et récupération
et imprégnation par le principe d’un matériau imprégné et sec

actif

Figure 4.1 : Principales étapes d’un procédé d’imprégnation d’un polymére (symbolisé par une particule)
par un principe actif (symbolisé par les gélules bicolores) sous CO; supercritique.

L’imprégnation de petites molécules dans un polymére sous CO, supercritique est

possible en raison des qualités du CO, en tant qu’agent plastifiant et agent de transfert.

1.1.1 Le CO, supercritique, un bon agent de transfert

La principale propriéeté du CO, supercritique utilisée durant limprégnation de
polymeéres est sa faculté a les plastifier. Il a cependant été montré que la qualité de diffusion
de solutés dans des polymeres traités par CO, supercritique ne peut étre uniquement
attribuée a cet effet.

Tout d’abord, lors de I'imprégnation de colorants DR1 (Disperse Red 1), Kazarian et al.
ont montré que le taux de diffusion de I'espéce dans du PMMA gonflé par du CO,
supercritique est plus important que dans le cas de la diffusion de I'espece dans du PMMA
chauffé au-dela de sa T, . De plus, Vincent et al. ont montré que ce n’est pas uniquement
l'effet de gonflement de la matrice qui facilite le transfert de masse du soluté . En
comparant la diffusion de molécules d’eau au travers de PMMA gonflé par du CO,

1

supercritique a la diffusion dans du PMMA gonflé par « lyophilisation », ils ont constaté

' Le gonflement par lyophilisation est le terme utilisé par I’auteur pour désigner le gonflement de
PMMA par du méthanol suivi de la lyophilisation de I’échantillon. Cette derniére étape permet
d’extraire le solvant sans pour autant perdre 1’expansion de la matrice acquis lors de I’ajout de
méthanol.
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encore une fois une meilleure diffusion du soluté dans le cas du polymére gonflé par le CO,
supercritique.

Différentes explications ont été émises pour expliquer cette bonne diffusion © €
notamment, Kazarian compare le CO, supercritique a un « lubrifiant moléculaire », qui de par
sa petite taille par rapport aux molécules de solutés, facilite leur mouvement dans la phase
supercritique .

1.1.2 Procédés d’imprégnation

Le procédé peut se dérouler en circuit ouvert (maintien des conditions pression -
température, p-T, grace a un flux constant de CO, supercritique) ou en circuit fermé (CO,
supercritique-polymeére-soluté sous pression dans une cellule fermée). Dans le premier cas,
le montage est composé d’une chambre de solubilisation de 'espéce a imprégner et d’'une
chambre d’imprégnation contenant le polymére (Figure 4.2). Dans une premiére étape, le
CO, supercritique est ajouté séparément a chacune de ces chambres de maniére a assurer
d’une part la saturation du CO, supercritique en soluté et d’autre part le gonflement de la
matrice. Une fois I'équilibre thermodynamique atteint (estimé en général de une a deux
heures), la chambre de solubilisation et la chambre d’'imprégnation sont successivement
balayées par un flux controlé de CO, supercritique. Cette technique a été utilisée par Guney

et al.! Duarte et al. ®' ou encore Kikic et al. ">,

Procédé en circuit ouvert

1.Chargementpre’alablﬁ>( ____________________
e en CO, U4

------------------- >
T —
U /

2. Flux de CO,

Figure 4.2 : Montage expérimental d'un procédé d'imprégnation sous CO; supercritique en circuit ouvert.

Dans le second cas, soluté et polymére sont placés dans une seule et méme chambre
(Figure 4.3). Un volume fixe de CO, est ajouté a la cellule de maniere a atteindre les
conditions de pression requises pour I'expérience. Solubilisation de la molécule active et

gonflement de la matrice polymére se déroulent alors simultanément. Un des principaux
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avantages de cette technique réside dans la possibilité de suivre le procédé in situ = 2.

Ainsi, Martiroysan et al. sont parvenus a suivre et caractériser par spectroscopie ATR-IR
limprégnation d’ibuproféne dans un film de Poly(Vinyl Pyrrolidone) (PVP) ['®. Partant d’un
mélange physique soluté-polymére, cette technique présente tout de méme le risque de
conduire a des matrices présentant le soluté non seulement en son sein mais aussi en

surface. Un lavage post imprégnation peut étre alors nécessaire.

Procédé en circuit fermé

Chargement
enscCO,
<l
U vaive fermée le
temps de Fimprégnation
T

Figure 4.3 : Montage expérimental d’un procédé d'imprégnation d’un polymére (particules schématisées
sous forme de cceur-écorce) par un principe actif (schématisé par des gélules bicolores) sous CO;
supercritique en circuit fermé.

Pour chacun de ces procédés, il est important de contréler la cinétique de
dépressurisation. La morphologie finale de [I'échantillon peut étre affectée de fagon
considérable lors de I'évacuation de CO,. Considérons un polymére amorphe, durant I'étape
d’imprégnation le polymére est a I'état caoutchoutique (cf abaissement de la T,)% Lors de la
dépressurisation, le CO, voit progressivement apparaitre un gradient de concentration et
cherche donc a s’échapper de la matrice. Le polymére va quant a lui chercher rapidement a
revenir a son état vitreux initial. Si le CO, se trouve piégé dans le polymeére a I'état vitreux, il
va nécessairement conduire au moussage de la matrice. Ainsi, plus la cinétique de
dépressurisation est lente et controlée, plus le CO, a des chances de sortir de la matrice
avant qu’elle n’aie recouvert son état vitreux et de ce fait, plus la morphologie de la structure

est respectée ',

? Dans le cas de polyméres semi-cristallins il est possible que I’ajout de CO, supercritique provoque
une transition vers 1’état liquide-visqueux et le risque de déstructuration est tout aussi important.
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Dans le cadre de ce projet, nous nous proposons d’imprégner les particules
PNB-POE par de [Pacide salicylique. La chambre d’imprégnation utilisée pour
I’encapsulation des vecteurs s’inspire des deux procédés détaillés dans la littérature
[3. 7. 10201 | 3 compartimentation des espéces principe actif - polymére est assurée,
d’une part, par l'utilisation d’une chambre interne renfermant les particules et autour
de laquelle est disposée la poudre d’AcS le tout placé dans une seule et méme
chambre. D’autre part, les deux « compartiments » constituant une seule et méme
chambre, gonflement des vecteurs et solubilisation du principe actif peuvent se

dérouler simultanément. Le montage est détaillé au paragraphe 3.1 de ce chapitre.

Pour le développement de vecteurs pharmaceutiques, il est préférable d’assurer la
dispersion de I'actif sous sa forme amorphe (chapitre 3 (1.3.3)). En fonction des affinités du
principe actif avec le polymére ou le CO,, I'état de spéciation de celui-ci peut étre contrélé.
Les paragraphes suivant détaillent les mécanismes mis en jeu lors de son imprégnation sous

FSC susceptibles de gouverner 'agencement du principe actif.

1.2 Mécanismes d’imprégnation

Mécanisme 1 Meécanisme 2
- Soluté
e - - o d"ssous
Bonne s E i Bonne : i dans FSC
solubilité -~ i solubilité
du soluté - du soluté - -
dans le CO, | _ > dans le
e polymeére 7 -

Figure 4.4 : Mécanismes d'imprégnation envisageables suivant le couple soluté polymeére.
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La répartition du principe actif dans le polymére et le CO, supercritique est
caractérisée par le coefficient de partage entre les deux phases. Ce coefficient est noté K et

est défini comme suit :

_ Gsat, Equation 1
Csat,,

ou Csat,, est la concentration a saturation du soluté dans le polymére et Csatco,, la
concentration a saturation du soluté dans le CO,. Suivant sa valeur, deux types de

mécanismes permettent d’expliquer les phénomeénes d'imprégnation sous CO, supercritique.

1.2.1 Mécanisme 1 : Coefficient de partage favorable a la phase CO,

Dans ce premier cas, on considére un principe actif soluble dans le CO, supercritique
et un coefficient de partage favorable & la phase supercritique (K de l'ordre de 1 a 10%)?
(Figure 4.4- gauche). Le moteur de I'imprégnation est, d’'une part, la diffusion du principe
actif au sein de la matrice polymére lors de son gonflement et, d'autre part, la
dépressurisation, étape durant laquelle on diminue la solubilité¢ du soluté dans le CO,
supercritique induisant ainsi la précipitation de I'actif directement dans la matrice. Dans ce
cas de figure, tout type de matrice polymére peut étre imprégné (I'absence d’affinités avec le
principe actif est ici sans importance). L’inconvénient de cette technique est le risque de non-
contréle de la recristallisation de I'actif au sein de la matrice polymére et donc d’augmenter
son temps de solubilisation suite a sa libération in vivo.

Dans le cas de Tlibuproféne, Charoentchaitrakool et al. ont montré que cette
recristallisation n’est pas systématique. En effet, alors que I'expansion rapide d’'une solution
supercritique d’ibuproféne conduit & la forme cristalline du soluté #?, son imprégnation sous
CO; supercritique dans de la méthylg-cyclodextrine permet d’obtenir la molécule dispersée
sous forme amorphe dans le polymére %,

Avec ce mécanisme, une des limitations pour I'imprégnation de solutés sous CO,
supercritique est leur solubilité dans le fluide. Des procédés alternatifs ont été développés
afin d’'outrepasser la faible solubilité de certains composés dans le CO, supercritique. En
régle générale, une augmentation de la température du procédé est déconseillée dans la
mesure ou de nombreux composés (notamment pharmaceutiques) sont sensibles aux fortes
températures. Il est par contre possible de jouer sur la pression ou alors d’ajouter un co-
solvant. Les co-solvants les plus répertoriés en matiére d’imprégnation sous CO,

supercritique sont I'acétone et le dichlorométhane. L’efficacité de ceux-ci a été mise en avant

? Les ordres de grandeurs ont été estimés d’aprés les valeurs généralement trouvées dans la littérature.
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entre autres par Cortesi et al. durant l'imprégnation sous CO, supercritique de PMMA, de
PVP et d’éthyle cellulose par de I'acétate de mégéstérole ['®. La solubilité de certains solutés
peut aussi étre améliorée par ajout d’agents tensioactifs. Ainsi, a partir d'un procédé
d’'imprégnation en continu, Alessi et al. ont utilisé une pré-colonne de solubilisation disposée
en amont de la colonne du soluté et dans laquelle des agents de surface de PDMS sont
disposés !"°!. Grace a la dissolution au préalable de PDMS dans le CO, supercritique, ils sont
parvenus a améliorer la solubilisation de nimésulide dans le CO, supercritique et par

conséquent & augmenter la quantité imprégnée dans des matrices de PVP.

1.2.2 Mécanisme 2 : Coefficient de partage favorable a la phase polymére

Dans ce mécanisme, le soluté présente des affinités avec le polymere et le coefficient
de partage est favorable & la phase polymére (de I'ordre de 10% & 10°). Au départ, le soluté
disposé en fond de cellule se dissout (plus ou moins bien) dans le CO, supercritique et va
progressivement pénétrer dans le polymeére. Présentant des affinités pour celui-ci, le soluté
va avoir tendance a se complexer avec le polymeére et la phase CO, se retrouve appauvrie
en soluté. Il en résulte alors la solubilisation de nouvelles molécules de soluté dans le CO,
présentes en excés en fond de cellule. Ce processus peut alors se poursuivre jusqu’a
saturation du polymeére. Pour ce type de mécanisme, méme des molécules faiblement
solubles dans le CO, supercritique peuvent étre imprégnées (Figure 4.4). Ainsi des travaux
sur I'imprégnation de protéines dans des matrices de poly(acide lactique) (PLA) ont été
publiés ! mais I'essentiel des travaux sur des molécules faiblement solubles en milieu CO,
supercritique est paru dans le domaine des colorants. Notamment, West et al. ont montré
que limprégnation de PMMA par des colorants faiblement solubles dans le CO,
supercritique (DR1) était possible en raison des affinités entre le polymére et le soluté

(formation de liaisons hydrogéne avec le groupement carbonyle des unités de MMA) #°1.

Pour certains couples polymére-soluté, la combinaison des particularités propres aux
deux mécanismes est possible et permet d’atteindre des résultats optimums. Ultilisant la
spectroscopie par ATR-IR, Kazarian et Martiroysan sont parvenus a suivre et caractériser
limprégnation de PVP par de I'ibuproféne (soluble dans le CO, supercritique) '\ lis ont ainsi
remarqué que, en plus de solubiliser une bonne quantité dibuproféne dans le CO,
supercritique (10 mol.L™), il est possible d’en incorporer une grande quantité dans le PVP
en raison d’interactions hydrogéne se manifestant entre le groupement hydroxyle du principe
actif et les groupements carbonyle du polymeére. lls ont aussi montré que, de par ces
interactions, le PVP imprégné avait un taux d’eau moins important que I'équivalent non
imprégné, I'ibuproféne ayant tendance a chasser les molécules d’eau durant I'imprégnation.

Gong et al. sont quant a eux parvenus a imprégner 20% en masse d'indométhacine dans du
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chitosan et ont utilisé la spectroscopie FTIR pour mettre en avant des interactions

spécifiques existantes entre les groupements carbonyle du chitosan et le groupement amine

de l'indométhacine. Dans les deux cas, le principe actif est imprégné sous sa forme amorphe

et permet d’envisager une meilleure cinétique de relargage de la molécule in vivo

[26]

De nombreux couples polymére-principe actif ont fait I'objet d’études pour des

procédés d’imprégnation sous CO, supercritique. Le Tableau 4.1 reprend les principaux

exemples de la littérature. Pour chacun d’entre eux, le taux d’'imprégnation ainsi que le

probable mécanisme associé est rapporté.

Tableau 4.1 : Quelques exemples de polyméres imprégnés par un principe actif sous CO; supercritique.

Polymeére

PDEGDMA
PDEGDMA

Méthyl-p-
cyclodextrine

Chitosan
Ethylcellulose
PMMA

Principe actif Pression Température Taux imp (%) Méca- Réf
de travail | de travail (°C) (9pa/ nisme
(MPa) gpol+pa)1
5-fluorouracil 10-22 35-55 0,05 1 "
B-oestradiol 10-22 55 1,03-2,61 1 7
Protéine (avidine 20 35 2 [24]
marquée par
rhodamine)
Acide salicylique 20 40 2,7 1 (o
Acide 20 40 3,8 1 (o
acétylsalicylique
Ibuproféne 13-22 35 4,8-10,8 1et2 (23]
Indométhacine 20,7 70 20 1et2 (26l
Naproxéne 35 1-4 1 (]
Acide 12-20 40 1,96-2,9 1et2 [91
hydroxybenzoique
Triflusal 20 35 20-25 1 27
Triflusal 15-20 35-40 3,6-12 (48 a 96h) 1et2 (28]
Kétoproféne 10-19 40 8,22-7,43 1 el
Triflusal 20 35 20 1et2 29
Mégéstérole 13 40 0,08 1 el
PDMS/ Nimésulide 16-19 40 8,98-12,75 1 (9l
Nimésulide 16-19 40 6,48-9,69 1 rel
Ibuproféne 8-22 35-45 10-30 1et2 (19l

1Taux,~mp(%) est le pourcentage massique de principe actif imprégné par rapport a la masse totale

(polymere+principe actif)
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D’aprés ces travaux, les variations de pression et de température permettent de
contréler la quantité de principe actif imprégné. De maniére générale, les travaux impliquant
a la fois un mécanisme de type 1 et un mécanisme de type 2 ont tendance a présenter des
taux d’'imprégnation plus élevés que dans les cas impliquant soit le mécanisme de type 1,
soit le mécanisme de type 2. Cette derniére constatation est assez naturelle dans la mesure

ou deux effets moteurs de I'imprégnation interviennent.

Comme nous l'avons vu au premier chapitre, 'un des objectifs de ce travail de thése
est I'imprégnation des vecteurs pharmaceutiques sous CO, supercritique par un principe
actif modeéle en I'occurrence, I'acide salicylique (AcS). Le procédé d’imprégnation développé
pour ce systéme s’inspire des deux procédés décrits précédemment (ouvert / fermé). Avant
de détailler cette technique, I'étude in situ par spectroscopie FTIR de l'imprégnation des
vecteurs par I'AcS sous CO, supercritique est présentée. Cette étude permettra, d’'une part,
d’identifier le type de mécanisme d’'imprégnation impliqué et, d’autre part, de caractériser la
spéciation de I'AcS imprégné (toujours dans le but d’évaluer la solubilisation de '’AcS aprés

relargage).

Les vecteurs développés au chapitre 2 sont constitués d’'un cceur de PNB et d’'une
écorce de POE. De méme que pour le gonflement sous CO, supercritique, I'imprégnation du
PNB sous CO, supercritique n’a encore jamais été étudiée dans la littérature. Le systéeme
POE-CO, supercritique a quant a lui été largement rapporté dans la littérature cependant
aucune étude sur son imprégnation sous CO, supercritique n'a été publiée a notre
connaissance. Dans le but de caractériser de maniére compléte I'imprégnation des particules

sous CO; supercritique, leur étude s’est donc déroulée en trois étapes principales :

1. L’imprégnation du PNB seul. o

2. L’imprégnation du POE seul.

3. L’imprégnation des particules PNB-POE.
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Le paragraphe suivant détaille ces trois études.
2.1 Etude de 'imprégnation du cceur du vecteur : le PNB c

2.1.1 Spectre IR de référence du systéme PNB-AcS-CO,

Le montage expérimental est le méme que celui décrit dans le chapitre 3 (3.2.1). Un
film de PNB est déposé sur une fenétre de silicium (chapitre 3 — 3.2.2) et cette fois-ci, un
excés d’AcS est placé en fond de cellule (20 mg - soit 5 g.L™' pour une concentration a
saturation de 0,734 g.L™")*. D’aprés le chapitre 3 (4.2.2), la solubilité de I'AcS & température
constante est fonction de la pression. De ce fait, les études ont été menées a température
constante de 33°C (température imposée par le vecteur polymeére) et pour trois pressions
différentes ; 10, 15 et 20 MPa. Dans ces conditions, la densité du CO, est respectivement
0,632, 0,814 et 0,866 g.L'1 et la solubilité de 'AcS dans le CO, est respectivement de 2,01,
2,9 et 3,52 mol.mol” (soit 0,268, 0,734 et 0,94 g.L'1). La dépressurisation constituant une
étape critique vis-a-vis de la structure du matériau polymére (problématique abordée lors de
la formation de mousses polyméres au chapitre 3), une attention particuliére est portée a la
vitesse de détente en fin d’expérience : en moyenne 0, 5 MPa/min.

A titre d’illustration, nous avons reporté sur la Figure 4.5 I'évolution des spectres
d’absorption IR d’un film de PNB lors de son imprégnation par I'AcS a 33 °C et 10 MPa.

(_A_)
t= 50 mins
. ol Y, Mesem
PNB 8 ors Y
z‘; 050 /
o5 | oane | t=0min Rt R |
’ { PNB |-.-.t=20min i
|2465 e t = 50 min
® AL - - --t=150 min A 1420 1430 1440 11.150 1460 1470 1480
8] t 200 m”‘] N Nombre d'onde (cm™)
C -
1

8 | ‘\ A
e i1
2 A A ARy
Q 1} 1Y
< 4 i ,r / "\ \

A 1 r'," i ;}‘I

'.t i t] A ,‘/ v '_‘\

'.‘ 3 ’f 1 \_‘\ ,J' 1 AcS '\: N

Ak N \‘» ‘,' v \\

el B RN
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Figure 4.5 : Evolution des spectres IR en fonction du temps d'un film de PNB lors de son imprégnation
sous CO; supercritique par de I'AcS a 10 MPa et 33°C. Zoom sur le pic caractéristique du PNB (1465 cm'1).

* La concentration de 5 g.L”' correspond a la masse d’AcS déposée en fond de cellule sur le volume du

réacteur.

157



m Chapitre 4 : Imprégnation et relargage des vecteurs

Pour chaque expérience, le gonflement du PNB ainsi que son imprégnation par de
I'’AcS sont respectivement suivis & partir des bandes a 1465 cm™ et & 1486 cm™. On rappelle
ici que la bande a 1486 cm™ est caractéristique des molécules d’acide salicylique sous forme
dimére et monomeére confondues et que la bande a 1465 cm™ est caractéristique des modes
de déformation dans le plan des carbones du cycle d’'une unité norbornényle. D’aprés la
Figure 4.5, il est possible d'observer, d’une part, la croissance de la hauteur des pics

associés a I'AcS et, d’autre part, la diminution des pics caractéristiques du PNB.

2.1.2 Gonflement du PNB lors de son imprégnation par de I’acide salicylique

L’imprégnation de I'AcS dans le film de PNB est possible grace au gonflement de la
matrice polymére par le CO, supercritique (Figure 4.5, zoom en haut a droite). La

détermination du gonflement se fait a partir de la formule rappelée ci-dessous :

S — % 1 Equation 2

ou A, et A sont respectivement les hauteurs des pic & 1465 cm™ avant et aprés injection de

CO..

40 A
35 - /uq.-‘—i
4 (__-, - - v
| /“ =
30 o "_,v--—V""’
1 [ g
: 25 S )‘/’i"’ /'/
g 1 jﬂ" /v“"/'
.\e 20 -1 | -
S . f ,v—v"
e 15 4 . —u—10 MPa
o ] {"" - - 15MPa
20 MPa
10 A
| ? --v--15 MPa sans AcS
5 ! i!
04 v
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Figure 4.6 : Gonflement de films de PNB lors de leur imprégnation sous CO- supercritique par de I’AcS :
10 MPa, 15 MPa et 20 MPa & 33°C. Comparaison au gonflement sans AcS.

D’aprés la Figure 4.6, on remarque que lors de son imprégnation par de l'acide

salicylique, le gonflement du PNB suit le méme profil qu’en absence d’acide salicylique a
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savoir suivant deux cinétiques : une premiére avec un gonflement rapide durant les trois
premiéres heures ou il atteint environ 20% suivie d’'une seconde avec un gonflement
beaucoup plus lent ou il atteint environ 35% au bout de deux jours. Il semblerait que plus la
pression augmente, plus le gonflement est important. Cette influence reste cependant
minime dans la mesure ou I'expérience réalisée a 20MPa conduit a un gonflement final de
'ordre de 37% alors qu’a 10 et 15 MPa le gonflement atteint est de I'ordre de 35%.

En revanche, il est important de souligner que I'’AcS a une influence importante sur le
gonflement du PNB et tout particulierement durant les 10 premiéres heures de
limprégnation. En effet, alors que le gonflement de PNB en absence d’AcS n’est que de
15% au bout de 5h, les essais d’'imprégnation conduisent a un gonflement du PNB de 25%
au bout du méme temps. Il est fort probable que I'AcS joue le réle de plastifiant vis-a-vis des
chaines de PNB et de ce fait accentue le phénoméne de gonflement initialement provoqué
par la présence de CO,. Un phénoméne similaire a été observé par Lopez-Periago et al. lors

de limprégnation de PMMA par du triflusal *°!

. L’analyse par calorimétrie différentielle a
balayage (Differential Scanning Calorimetry ou DSC) des échantillons avant et aprés
imprégnation montre une diminution remarquable de la T4 de I'ordre de 70K attribuée a un

effet plastifiant des molécules de triflusal dispersées dans la matrice de PMMA.

Suite a la détermination du gonflement du PNB lors de son imprégnation par de I'AcS,
le taux de principe actif imprégné a été déterminé. Ces résultats sont présentés au

paragraphe suivant.

2.1.3 Imprégnation du PNB seul par de ’acide salicylique

Au regard de la Figure 4.5, on remarque clairement que la hauteur des pics
caractéristiques de I'AcS augmente au cours du temps. L’estimation de la quantité d’AcS
imprégnée a été évaluée au regard de la bande a 1486 cm™ & partir de la loi de Beer

Lambert et de I'Equation 3 :

CgAcS/cm3
X 4.5 (Yomass.) = Equation 3
PPNB

c +
gAcS/cm3 1+S

ou c est la concentration en g d’AcS par cm® de PNB, prys €5t la densité du PNB a T, et
Pows (0,95 glcm®)®% et § est son gonflement (Figure 4.7). On rappelle que le coefficient
d’extinction molaire ;44 utilisé a été calculé au chapitre 3 — 4.1 et est évalué a 190,7 L.mol’

Tem™.
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Tout comme pour le gonflement du PNB sous CO, supercritique, I'imprégnation de
PNB sous CO, supercritique présente deux régimes. Suite a 'imprégnation rapide du PNB
durant les 3 premiéres heures (a raison de 0,1 % massique d’AcS/ min), I'insertion d’acide
salicylique continue trés lentement (0,001 % massique d’AcS/ min). Ainsi, il est possible
d’'imprégner 15% massique d’acide salicylique dans un film de PNB aprés 43 heures sous
CO, supercritique. La poursuite de I'expérience pendant 47 heures supplémentaires (~ 4
jours au total) permet d’atteindre 19% en masse (Figure 4.7, courbe a 15 MPa).

Il est aussi important de noter que le taux d’AcS imprégné ne dépend pas de la
pression. Il semblerait alors que la solubilisation de I'AcS dans le CO, supercritique ne soit
pas le paramétre déterminant de l'imprégnation du PNB. Des hypothéses sur le mécanisme

d’'imprégnation seront développées au paragraphe 2.1.4 de ce chapitre.
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Figure 4.7 : Profils d'imprégnation d'acide salicylique sous CO; supercritique dans un film de PNB a 33 °C
et 10 MPa, 15 MPa et 20 MPa.

Le CO, supercritique peut étre utilisé comme solvant d’extraction pour purifier certains
polyméres (de résidus de solvants, de monoméres, de catalyseurs...) ® %" Les propriétés du
CO, supercritique utilisées pour ce type de procédés sont les mémes que pour
limprégnation : la possibilité de gonfler des matrices polyméres, de solubiliser certains
composeés et de les faire diffuser au travers des matrices... |l apparait donc possible que lors

de I'étape de dépressurisation, on puisse désorber les espéces initialement imprégnées.
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La Figure 4.8 présente ainsi la comparaison des spectres IR d'un film de PNB

imprégné par de I'AcS sous CO, supercritique a 15MPa et 33°C avant et aprés

dépressurisation.
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- - - -Apres dépressurisation
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151 1486 cm”
o .
o
c ‘
©
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o
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<
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Figure 4.8 : Spectres IR d'un film de PNB avant et aprés dépressurisation.

La comparaison de ces spectres permet de remarquer que peu d’acide salicylique est
extrait du PNB durant I'étape de dépressurisation. En effet, les pics associés a I'AcS
imprégné voient leur intensité diminuer faiblement aprés dépressurisation. Nous avons ainsi
estimé le rendement d’extraction a environ 3 % massique d’acide salicylique imprégné. Dans
le cas du film traité a 15 MPa et 33°C durant 90h on trouve alors qu’aprés dépressurisation
le film de PNB est plus exactement imprégné de 15% en masse d’AcS. Les films ainsi
dépressurisés ont ensuite été analysés par Analyse Thermo Gravimétrique (ATG) (Figure
4.9). Cette derniére analyse a permis de confirmer les premiers résultats obtenus par
spectroscopie FTIR. En effet, si 'on considére de nouveau le cas du film traité a 15 MPa et

33°C pendant 90h, on retrouve bien les 15% d’AcS imprégnés.

161



m Chapitre 4 : Imprégnation et relargage des vecteurs
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Figure 4.9 : ATG du film de PNB imprégné (15 MPa - 33°C - 90 h).

Cette premiére étude du PNB seul a, d’'une part, révélé qu’il était possible
d’imprégner le PNB avec 15% massique d’acide salicylique et, d’autre part, que ce
taux d’imprégnation ne dépend pas de maniére significative de la pression de travail.

De ce fait, toutes les études suivantes ont été menées a 15MPa.

Dans le but de maitriser la cinétique de solubilisation in vivo de I'AcS, une étude de la
spéciation de 'AcS lors de son imprégnation dans le PNB a été menée et est exposée ci-

dessous.

2.1.4 Spéciation de I’acide salicylique imprégné dans un film de PNB

Lors du suivi in situ de l'imprégnation d’'un film de PNB, le faisceau IR traverse la
cellule haute pression. Sur le trajet optique, il rencontre le film de PNB, I'’AcS imprégné dans
le film, le CO, supercritique et 'AcS dissous dans le CO,. Afin d’éliminer les signaux du
polymére gonflé et de lacide salicylique dissous dans le fluide, a chaque spectre
expérimental (Figure 4.5) est successivement soustrait le spectre du CO, supercritique
saturé par de I'acide salicylique seul et le spectre du PNB gonflé par le CO, supercritique

seul. Les spectres résultants sont exposés en Figure 4.10.
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Figure 4.10 : Spectres IR : spectre du PNB imprégné - spectre du PNB gonflé - spectre du CO, saturé en
AcS. Superposition avec les spectres de I’AcS seul dissous dans le CO, supercritique et de I’AcS solide.

La comparaison de I'ensemble des spectres de I'AcS imprégné dans le PNB, de I'AcS
solide et de I'AcS seul dissous dans le CO, supercritique permet d’appréhender
I'organisation moléculaire de I'AcS. D’une part, il apparait clairement que I'AcS imprégné ne
s’organise pas de la méme fagon que I'AcS solide cristallin. D’autre part, alors que I'AcS
dissous dans le CO, supercritique présente deux pics (1700 cm™ et 1667 cm™)
respectivement caractéristiques des espéces monomére et dimére, on remarque que la
bande principale de I'AcS imprégné dans le PNB est centrée vers 1667 cm™ montrant ainsi
que I'AcS imprégné se trouve principalement sous la forme de dimére cyclique. Cependant,
la largeur de cette bande est plus importante que celle observée pour les diméres solubilisés
dans le CO, supercritique. Plus particuliérement, en zoomant sur la bande (1600-1720 cm™),
on apergoit I'apparition d’un nouveau pic & 1688 cm™ (Figure 4.12). Lors de la solubilisation
de 'acide acétique dans le CO, supercritique, Fujii et al. ont observé une bande intermédiaire
(1722 cm™) entre la bande caractéristique de I'acide acétique monomeére (1767 cm™) et celle
de I'acide acétique dimére (1715 cm™) 2 *3 Cette bande est attribuée & I'agencement de
molécules d’acide acétique sous forme de diméres associées par une liaison hydrogene. lls
sont appelés diméres linéaires en opposition aux diméres cycliques correspondant a

'association des molécules par deux liaisons hydrogéne (Figure 4.11).
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Dimére cyclique Dimere linéaire

Figure 4.11 : Représentation de I’association par liaisons hydrogéne de molécules d’acide salicylique
sous forme de diméres cycliques ou linéaires.

Le décalage entre la bande & 1688 cm™ et la bande caractéristique du dimére de I'’AcS
est du méme ordre de grandeur que celui observé entre les bandes de I'acide aceétique
caractéristiques des diméres cycliques et linéaires. Par conséquent, il est fort probable que

le pic & 1688 cm™ corresponde a I'agencement de molécules d’AcS sous forme de diméres

linéaires.
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Figure 4.12 : Spectres IR : spectre du PNB imprégné - spectre du PNB gonflé - spectre du CO;
supercritique saturé en AcS. Zoom sur le domaine spectral 1600-1720 cm™.

Suite a la déconvolution des spectres résultant de la soustraction, I'aire des pics (AcS
monomere, AcS dimére) a pu étre déterminée et de ce fait, la quantité d’AcS propre a

chacune de ces espéces a pu étre évaluée (Figure 4.13).
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Les formules permettant ce calcul sont rappelées ci-dessous :

A = ng[AcS] A, = gd'l'[(ACS)z] Equation 4

o AcS ) =[AcS]+2[( AcS),] Equation 5

Remarque 1: on rappelle que les coefficients ¢, et ¢; ont été déterminés au chapitre 3 (4.1) et
sont respectivement évalués a 15000 et 21700 L.mol".cm™.

Remarque 2 : l'aire du pic caractéristique du dimere linéaire étant tres faible, elle a été

négligée et seul le dimere cyclique a été pris en compte dans le calcul.
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Figure 4.13 : Profil d'imprégnation d'acide salicylique sous CO; supercritique dans un film de PNB a 15
MPa et 33°C: AcS monomeére, AcS dimére et AcS total.

Cette étude confirme les résultats obtenus & partir de la bande & 1486 cm™ selon
laquelle le PNB peut étre imprégné sous CO, supercritique par environ 15% en masse d’AcS
au bout de 43 heures. Au regard de la Figure 4.13 on remarque que I'AcS est imprégné
presque uniquement sous forme dimére. Il apparait donc ici clairement que I'AcS ne
s’imprégne pas dans le PNB en raison d’interactions avec celui-ci et que le mécanisme
d’'imprégnation impliqué est plutdt de type 1. Plus précisément, lors du gonflement du PNB

par le CO,, I'AcS diffuse au sein de la matrice et va petit a petit s’accumuler dans le PNB.
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Cependant, n'ayant pas d’affinités particulieres avec le polymeére, il va préférer s’associer
sous forme de dimere. Comme nous l'avons vu au chapitre 3 lors de l'étude de la
solubilisation de I’AcS dans le CO, supercritique, I'espéce dimére de I'AcS est peu soluble
(pic du dimére moins intense que celui du monomeére). De ce fait, le dimére formé dans le
PNB n’est pas extrait de la matrice lors de I'étape de dépressurisation expliquant ainsi la

faible perte d’AcS au cours de cette derniére étape.

En résumé, d’aprés I’étude de I'imprégnation de PNB seul sous CO,
supercritique il est possible d’insérer jusqu’a 15% en masse d’acide salicylique dans
le matériau de coeur des particules et ce, indépendamment de la pression appliquée
(calcul tenant compte de la dépressurisation). L’analyse de I'état de spéciation de
I’AcS dans le PNB révéle la présence d’espéces imprégnées uniquement sous forme
de dimére et permet de conclure sur un mécanisme d’imprégnation de type 1. Cette
derniére information présage une solubilisation aisée du principe actif dans le sang

suite a sa libération par le vecteur.

2.2 Etude de I'imprégnation de I’écorce du vecteur : le POE 6

Les particules sont constituées d’'un coeur de PNB et d’'une écorce de POE. Nous
venons de voir qu’il est possible d’'imprégner le coeur de PNB avec 15% massique d’AcS
sous forme de dimére. Contrairement au PNB, le comportement du POE dans le CO,
supercritique a fait 'objet de nombreuses études. On sait ainsi qu’a 15MPa et 35°C, le CO,
peut gonfler le POE de 35% (pour des masses molaires allant de 1500 a 8000 g.mol™).
Comme nous l'avons vu au chapitre 1, le POE est un polymeére largement utilisé dans le
domaine du biomédical pour deux raisons : d’'une part, il permet de par son hydrophilicité
d’améliorer la solubilit¢ de certains principes actifs dans les milieux physiologiques et,
d’autre part, il est difficlement reconnu par le systeme immunitaire. De ce fait, il est
principalement utilisé en tant que matériau d’écorce et est intégré au systéme (principe actif
ou vecteur) soit par greffage, soit par adsorption. De ce fait, les principaux travaux mettant
en ceuvre le POE sous FSC pour des applications biomédicales reposent sur des procédés
de co-précipitation®! et, & notre connaissance, aucune étude de l'imprégnation du POE par
de I'AcS n’a été recensée. |l est ainsi intéressant d’évaluer comment s'imprégne I'AcS dans

le POE seul sous CO, supercritique avant d’étudier 'imprégnation des particules.
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2.2.1 Spectre IR de référence du systéme POE-AcS-CO,

Les premiers films de POE ont été réalisés a partir d'un POE commercial de 5000
g.mol'1. Lorsque le film est mis en contact avec du CO, a 15 MPa et 33°C, le film fond et
disparait du faisceau. D’aprés Weidner et al., le CO, supercritique a tendance a abaisser la
température de fusion d’'un polymeére (Ty): T; (POEs00 gmoi) passe de 45°C a 36°C lorsqu’il est
soumis a 23,5 MPa de CO, ®°. |l est donc fort probable que dans les conditions
expérimentales que nous avons fixées (15 MPa, 33°C), le POE ait déja commencé a fondre.

La température de fusion d’'un POE augmentant avec sa masse molaire, de nouveaux
films ont été réalisés a partir de POE de différentes masses molaires (5000-35000-1000000
g.mol'1). Seuls les films de POE; o0 000gimo N’ONt pas fondu sous CO, supercritique (15 MPa —
33°C). Les particules développées au chapitre 2 sont synthétisées a partir de POE de
masses molaires allant de 2000 g.mol™ & 8000 g.mol”. Weidner et al. ont montré que la
masse molaire d'un POE n’influencait pas le gonflement de ce polymére sous CO,
supercritique pour des masses molaires allant de 1500 a 8000 g.mol™ . Le POE 400000 €St
bien au-dessus de ces masses molaires. Cependant, les interactions susceptibles d’exister
entre 'AcS et un POE 5050 ou un POE 0000 SONt probablement les mémes et I'étude de ce
film peut permettre alors d’appréhender la spéciation de I'acide salicylique imprégné dans le

POE. Ainsi, pour I'étude de I'imprégnation du POE par de 'AcS, un film de POE de masse
molaire 1 000 000 g.mol” est déposé sur une fenétre en silicium (chapitre 3 — 3.2.2) et un

exces d’acide salicylique est placé en fond de cellule (20 mg).
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Figure 4.14 : Evolution des spectres IR en fonction du temps d'un film de POE1 g0 000 lOrs de son
imprégnation par de I'AcS sous CO; supercritique a 15MPa et 33°C.
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Pour chaque expérience, le gonflement du POE est évalué au regard de la bande 1246
cm’ caractéristiques du POE et I'imprégnation par I'acide salicylique est quantifiée au regard
de la bande a 1486 cm™ (Figure 4.14). Chaque expérience est réalisée a 15 MPa et 33°C.

L’étude de ces spectres IR a permis de déterminer le gonflement du POE lors de son

imprégnation par I'AcS, le taux d’AcS imprégné ainsi que son état de spéciation.

2.2.2 Gonflement du POE durant son imprégnation

D’aprés la Figure 4.14, on voit que I'imprégnation d’'un film de POE atteint un équilibre
dés les 10 premiéres minutes. Tout d’abord, au regard des bandes caractéristiques du POE,
on remarque que leur absorbance diminue durant les dix premiéres minutes puis, se
stabilise. A partir de la hauteur du pic & 1246 cm™, I'évaluation du gonflement du POE en
fonction du temps a pu étre effectuée (Figure 4.15) et montre qu’a 15 MPa et 33°C, le
POE 1000000 peut étre gonflé jusqu’a environ 38%. Ce résultat est trés proche des évaluations
de la littérature sur le gonflement du POE seul dans le CO, supercritique dans les mémes
conditions (35%) et tend a montrer que les résultats de Weidner selon lesquels la gonflement
du POE ne varie pas avec la masse molaire peuvent étre appliqués pour des masses

molaires de POE allant jusqu’a 1000000 g.mol ™.
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Figure 4.15 : Profil du gonflement d’un film de POE lors de son imprégnation sous CO- supercritique
(15MPa - 33°C) par de I’AcS. Mesure a partir des bandes a 1242 cm™.

Il est aussi a noter que le pic & 1345 cm™ caractéristique du POE disparait
complétement. Le POE étant un polymére semi-cristallin, son traitement sous CO,

supercritique a 33 °C peut conduire a une transition d’'un état cristallin vers un état liquide-
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visqueux pouvant justifier la disparition de certains pics caractéristiques (voir remarque ci-

dessous).

Remarque : Le PNB (T4~35°C) étant un polymere amorphe, [l'application de CO;
supercritique induit un abaissement de sa température de transition vitreuse c’est-a-dire,
octroie aux chaines polymeéres plus de mobilité entre elles pour des températures plus
faibles. Malgré tout, a I'état caoutchoutique comme a I'état amorphe, les chaines polymeres
sont en interaction. Dans le cas du POE (T4 ~ 37°C, T; ~ 65°C), l'application de CO,
supercritique a tendance a abaisser la température de fluidification (T;). En d’autres termes,
le POE est susceptible de passer a l'état liquide-visqueux pour des températures plus
basses. Le passage a [l'état fluide apparaissant lorsque les chaines deviennent
statistiquement indépendantes, on comprend donc que dans le premier cas il n’y ait pas de
déplacement des bandes caractéristiques alors que dans le second, certaines sont amenées

a disparaitre.

2.2.3 Imprégnation du POE seul par de ’acide salicylique

De la méme facon que pour le PNB, le taux d’acide salicylique imprégné dans la
matrice de POE a été déterminé au regard de la bande de 'AcS a 1486 cm™ (formes

monomere et dimére).

CgAcS/cm3
X 4.5 (Yomass.) = Equation 6
P POE

C
gAcS/cm3 1+S

ou c est la concentration en gramme d’AcS par cm?® de POE, proe €st la densité du POE a

Toms € pams (1,2 g.cm'3) (données Sigma Aldrich) et § est son gonflement.

Les résultats sont présentés en (Figure 4.16). La encore, on remarque que
limprégnation du film de POE;g0000 €st quasiment instantanée. Ainsi, dés les premiéres
minutes qui suivent I'ajout de CO, supercritique, 45% en masse d’acide salicylique ont été

imprégnés dans le film de POE.
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Figure 4.16 : Profil d'imprégnation d'AcS sous CO; supercritique dans un film de POE a 15 MPa et 33°C.
Comparaison avec I'imprégnation d’un film de PNB a 15 MPa et 33°C.

La comparaison des spectres IR juste avant et juste aprés dépressurisation témoigne
(tout comme il a avait été observé dans le cas du PNB) d’une légére extraction d’AcS lors de
la détente. En effet, les pics associés a I'AcS imprégné voient leur intensité diminuer
faiblement aprés dépressurisation (Figure 4.17). Nous avons ainsi estimé le rendement

d’extraction a environ 7 % massique d’acide salicylique imprégné.
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Figure 4.17 : Spectres IR d'un film de POE avant et aprés dépressurisation.
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Ainsi, aprés dépressurisation, on récupére un film de POE imprégné avec environ 40
% d’AcS.
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Figure 4.18 : Courbe ATG d'un film de POE imprégné par de I'acide salicylique sous CO- supercritique a
15 MPa-33°C.

Ces résultats sont confirmés par I'analyse par ATG qui détecte environ 38 % en masse
d’AcS dans ce film (Figure 4.18). Cette valeur est largement supérieure a celle atteinte avec
un film de PNB.

D’aprés cette premiére étude du POE seul sous CO, supercritique, il est possible

d’imprégner 38% en masse d’acide salicylique a 15 MPa et 33°C.

Toujours dans le but de maitriser la cinétique de solubilisation in vivo de I'AcS, une
étude plus poussée de la spéciation de I'AcS lors de son imprégnation dans le POE a été
menée.

2.2.4 Spéciation de I'acide salicylique dans un film de POE

Tout comme dans le cas du PNB, lorsque le faisceau IR traverse la cellule haute
pression, il rencontre sur son trajet optique le polymére gonflé, I’AcS imprégné dans le film,
le CO, et 'AcS dissous dans le CO,. Afin d’évaluer la signature spectrale de I'AcS seul
imprégné dans le POE, la soustraction de ces signaux doit étre effectuée. On note tout de
méme que le spectre du POE seul ne présente pas de bandes caractéristiques dans la zone

spectrale des formes dimére et monomére de I'AcS (Figure 4.14, t=0min) et qu’il n’est donc
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pas nécessaire de le soustraire au spectre du POE imprégné. La soustraction des spectres
de POE a différents temps d’'imprégnation par le spectre d’AcS dissous a 15 MPa et 33°C

est présentée en (Figure 4.19).
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Figure 4.19 : Spectres IR: spectre du POE imprégné - spectre du CO; saturé en AcS. Zoom sur la fenétre
1600-1720 cm™.

D’aprés la comparaison de I'ensemble des spectres de I'’AcS imprégné dans le POE
avec les spectres de I'AcS solide et dissous dans le CO, supercritique, ’AcS imprégné dans
le POE est uniquement présent sous forme de dimére. Le mécanisme d’imprégnation
impliqué est donc probablement de type 1.

Suite a I'évaluation du pic caractéristique de I'AcS et par I'intermédiaire des formules

rappelées ci-dessous, la quantité d’AcS a pu étre de nouveau évaluée (Figure 4.20):

Equation 7

A =¢ 1[AcS] 4, ,=¢,1[(AcS)]

m

Equation 8

c(AcS)=[AcS]+2[( 4cS ),]
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Figure 4.20 : Profil d'imprégnation de I'acide salicylique dans le POE sous CO- supercritique a 15 MPa et
33°C: I’AcS est uniquement sous forme dimére.

Ici encore on remarque que lors de I'imprégnation du film de POE par I'AcS, le taux
d’AcS imprégné au cours du temps atteint un palier trés rapidement. Cette étude confirme
les résultats obtenus & partir de la bande a 1486 cm™ selon laquelle le POE peut étre

imprégné sous CO, supercritique par environ 45% d’AcS, soit environ 38% aprés
dépressurisation.

Lors de son imprégnation par de I’AcS sous CO, supercritique, le POE 000 Seul
gonfle d’environ 37% et peut encapsuler jusqu’a 38% massique d’acide salicylique
(calcul tenant compte de la dépressurisation). Cette imprégnation est trés
rapide (maximum atteint au bout de 10 minutes) et conduit comme dans le cas du PNB
a lorganisation des molécules d’AcS sous forme de dimére. Cette derniére

information nous permet de conclure sur un mécanisme d’imprégnation de type 1.

Les profils d’imprégnation par de l'acide salicylique sous CO, supercritique des
polymeéres constitutifs des particules ont été déterminés. Le paragraphe suivant s’intéresse

au cas général des particules et détaille le suivi in situ par spectroscopie FTIR de leur
imprégnation.
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2.3 Etude de 'imprégnation des particules PNB-POE o

Les particules choisies pour I'étude in situ de l'imprégnation sous CO, supercritique
sont celles du lot O2, point au centre du plan d’expériences (chapitre 2 — 2.3.3.4), et leurs

caractéristiques sont résumées dans le Tableau 4.2.

Tableau 4.2 : Caractéristiques des particules choisies pour le suivi in situ de I'imprégnation par de I’AcS
sous CO; supercritique.

AR AS L Conv AS | ASsna' | Conv AR Dnren (nm)
Essai TEM
% m. % m. g/mol % m. %m. % m. PDlrey

” ’i 382 +/- 45

02 5 30 5000 53 20 86
PDI = 0,055

! Pourcentage de NB-POE (AS) par rapport a la masse totale (NB+NB-POE) calculé a partir de la Conv AS.

Comme dans le cas des polyméres, un film de particules est déposé sur une fenétre
de silicium. Ce film est préparé par « live spin coating » (chapitre 3 — 3.2.2) directement a
partir du latex (sans dissolution supplémentaire). Pour chaque expérience, ce film est placé

dans la cellule haute pression avec un excés d’acide salicylique (20 mg).

2.3.1 Spectre IR des particules PNB-POE imprégnées

Le gonflement des particules avait été appréhendé au chapitre 3. En raison d’un trop
grand nombre de pics dans les zones spectrales caractéristiques des polyméres (POE et
PNB), il n’avait pas pu étre déterminé. Les particules O2 sont constituées d’une écorce de
POE de 5000 g.mol™”. D’aprés les données de la littérature, tout POE dont la masse molaire
est comprise entre 1500 et 8000 g.mol™ peut étre gonflé de 35% par le CO, supercritique &
15 MPa et 33°C. Cette valeur a encore une fois été confirmée lors de l'étude de
limprégnation du POEyg000. De méme, dans le chapitre 3 le gonflement du PNB dans les
mémes conditions a été étudié et évalué de l'ordre de 35% aussi. Ainsi, nous avons fait
'hypothése que le gonflement des particules sous CO, supercritique est de 35%. Le taux
d’AcS imprégné au cours du temps a été déterminé a partir de la bande & 1486 cm™ (Figure
4.21).
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Figure 4.21 : Spectres expérimentaux d'un film de particules de O2 lors de son imprégnation sous CO-
supercritique par de l'acide salicylique.

2.3.2 Imprégnation des particules PNB-POE par de I’acide salicylique

A partir de I'estimation du gonflement et des formules rappelées ci-dessous, le taux

d’acide salicylique imprégné au cours du temps a pu étre déterminé :

_ Equation 9
A1486 = Eiug6 I[ACS]
c 3
AcS /
X 405 (Yomass.) = gre o Equation 10
ppartlcules
CgAcS/cm3 1+S

Remarque : ppanicues N'€tant pas connu il a été pris comme étant égal au rapport des densités

d’aprés le calcul suivant P :

pparticules :[PNB]*IDPNB +[POE]*IDPOE =1

Ou [PNB] est le pourcentage massique de PNB par particules, [POE] est le pourcentage

massique de POE par particule, ppng €t pror SONt les densités respectives du PNB et du

POE.
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Il est important de noter que les polyméres étant sous forme particulaire cette valeur ne tient
pas compte de la porosité du vecteur et nous permet seulement une approximation du taux

d’AcS imprégné dans les particules.

Les résultats sont présentés en Figure 4.22.
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Figure 4.22 : Suivi in situ de la cinétique d'imprégnation des particules 02 sous CO; supercritique par de
I'AcS. Comparaison avec les cas du PNB et du POE : vue globale (a) et zoom sur les 150 premiéres
minutes (b).

Au regard de la Figure 4.22, on voit que la cinétique d’imprégnation de I'AcS dans les

particules est directement corrélée aux cinétiques d’'imprégnation de chacun des matériaux

(POE et PNB) et peut se détailler en trois temps.
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Tout d’abord, de la méme fagon que pour le POE, un premier saut d'imprégnation est
observé durant les vingt premieres minutes de I'expérience et conduit a I'imprégnation de
15% en masse d’AcS. Ensuite, contrairement au POE, l'imprégnation se poursuit, tout
d’abord rapidement, puis de plus en plus lentement jusqu’a atteindre un palier correspondant
a I'imprégnation de 22,5% d’AcS. On reconnait ici le profil d’'imprégnation du PNB en deux

temps.

La comparaison des spectres IR juste avant et juste aprés dépressurisation témoigne
(tout comme il a été observé dans le cas du PNB et du POE) d’'une Iégére extraction d’AcS
lors de la détente. Ainsi, les pics associés a 'AcS imprégné voient leur intensité diminuer
faiblement aprés dépressurisation et permettent d’estimer un rendement d’extraction de 3 %

massique de I'acide salicylique imprégné (Figure 4.23).

3,0
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- - - - Aprés dépressurisation

1486 cm™
2,4 - : ‘ AcS dissous
| i dans le CO,

Absorbance
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1500 1600 1700 1800
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Figure 4.23 : Spectres IR d'un film de particules PNB-POE (O2) avant et aprés dépressurisation.

Ainsi, aprés dépressurisation, on récupére un film de particules imprégnées avec
environ 19 % d’AcS. Ces résultats sont confirmés par I'analyse par ATG (Figure 4. 24). Cette
valeur est tout a fait cohérente avec les rapports PNB/POE des particules. En effet, d’aprés
les conversions en POE, ces particules possédent 20% en masse de POE et 80% en masse
de PNB. Sachant que a 15 MPa et 33°C le PNB peut étre imprégné avec 15% en masse
d’AcS et le POE 40 % en masse, le taux « théorique » d’AcS imprégné dans les particules

est:

m 177



m Chapitre 4 : Imprégnation et relargage des vecteurs

X pienies ( ACS )(%omass.) = [ POE | x . (AcS )+ [ PNB].x,,,( AcS ) =20

ou [POE] et [PNB] sont les pourcentages massiques respectivement de POE et de PNB
dans les particules et xpor(AcS) et xpyp(AcS) sont les taux d’AcS imprégné respectivement
dans du POE seul et dans du PNB seul.

Particules Particules
imprégnées seules

Perte de masse (% mass.)

U T U T
0 200 400
T(°C)

Figure 4. 24 : Courbe ATG d'un film de particules PNB-POE (O2) imprégnées par de I'acide salicylique
sous CO; supercritique a 15 MPa et 33°C : comparaison avec I’ATG de particules non imprégnées.

Cette étude montre qu’il est possible d’imprégner les particules PNB-POE sous
CO, a 15 MPa et 33°C par environ 20% en masse d’AcS. Le profil d’imprégnation se
caractérise par deux étapes principales : une premiére rapide, caractéristique du profil
d’imprégnation dans le POE et une seconde plus lente, caractéristique du profil
d’imprégnation du PNB. La valeur de la masse d’AcS imprégné (20 % en masse) est en

accord avec la valeur théorique attendue de par la composition des particules.

Toujours dans le but de maitriser la cinétique de solubilisation in vivo de I'AcS, une

étude plus poussée de la spéciation de I'AcS lors de l'imprégnation des particules a été
menée.
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2.3.3 Spéciation de I'acide salicylique dans un film de particules PNB-POE

Comme précédemment, la signature spectrale de I'AcS seul imprégné dans les
particules a été évaluée suite a la soustraction des spectres de particules a différents temps
d’'imprégnation par le spectre d’AcS dissous et le spectre des particules gonflées sous CO, a
15 MPa et 33°C (Figure 4.25).
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—1,7h
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——26,7h

43,3 h
= = -AcS solide
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Figure 4.25 : Spectres IR: spectre des particules PNB-POE (02) imprégnées - spectre des particules
gonflées - spectre du CO; saturé en AcS. Zoom sur la bande 1600-1720 cm™.

D’aprés la Figure 4.25, on remarque que les molécules d’AcS s’organisent sous forme
de dimeres dans les particules. L’AcS imprégné dans le POE ou dans le PNB étant sous
forme de dimeére, ce résultat est tout a fait logique. Encore une fois cette association
privilégiée entre molécules d’AcS témoigne d’'un mécanisme de type 1 ou I'imprégnation est

le résultat de la dissolution de I'AcS dans le CO, suivie de la précipitation de I'AcS dans les

polyméres.

Suite a I'évaluation de l'aire du pic caractéristique de I'AcS dimére et par I'intermédiaire
des formules rappelées ci-dessous, la quantité d’AcS a pu étre de nouveau évaluée (Figure

4.26):

A,=¢,1[4cS|  A4,=¢,1](A4cS),] Equation 11

c(AcS)=[AcS]+2[( 4cS ),] Equation 12
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Cette étude confirme les résultats obtenus & partir de la bande & 1486 cm™ selon
laquelle les particules PNB-POE (0O2) peuvent étre imprégnées sous CO, supercritique par

environ 22% d’AcS soit environ 19% aprés dépressurisation (Figure 4.26).
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Figure 4.26 : Profil d'imprégnation de I'acide salicylique dans un film de particules PNB-POE (02) sous
CO, supercritique a 15 MPa et 33°C: I’AcS est uniquement sous forme dimére.

Du fait de la bonne concordance entre les résultats obtenus sur le film de PNB seul
non réticulé, de POE seul et des particules PNB-POE réticulées, I'ajout d’'un agent réticulant
(au moins jusqu’a 5% en masse) ne semble pas influencer significativement le processus

d’'imprégnation.

Il est important de noter que les résultats d’imprégnation dans les systéemes PNB-POE
obtenus avec l'acide salicylique peuvent étre complétement différents suivant la molécule

imprégnée.

Conclusion générale sur I'imprégnation par I’AcS des systémes PNB-POE-particules :

L’étude in situ par spectroscopie FTIR nous a permis de caractériser les profils
d’imprégnation des particules de PNB-POE par de I’AcS sous CO, a 15 MPa et 33°C de
méme que pour ces polymeéres constitutifs. Ainsi, il a été montré que I’écorce de POE
est trés rapidement imprégnée jusqu’a 40% en masse d’AcS alors que le ceeur de PNB
est imprégné plus lentement et atteint une concentration a saturation de 15% en

masse.
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Le profil d’imprégnation des particules se déroule en deux temps principaux :
un premier trés rapide qui correspond a I'imprégnation de I’écorce et un second,
beaucoup plus lent, caractéristique de I'imprégnation du cceur. Pour des particules a
base de 20/80 en rapport massique de POE/PNB, le taux d’AcS imprégné est de 20%,
valeur tout a fait cohérente avec le calcul théorique a partir des polyméres seuls.

La spéciation de I’AcS imprégné dans chacun de ces matériaux a été étudiée et a
révélé que dans le PNB comme dans le POE et naturellement, comme dans les
particules, le principe actif s’associe sous forme de diméres. Cette observation
témoigne de I’absence d’interactions entre le principe actif et les particules et tend a

prouver que le mécanisme d’imprégnation des particules est de type 1.

Comme nous lavons vu au chapitre 1, l'objet de ce travail de thése est le
développement de vecteurs pharmaceutiques thermosensibles réactifs a un stimulus
externe. Pour ce faire, ce vecteur doit étre capable de retenir le principe actif lorsqu’il circule
dans le corps humain et de le relarguer lorsque la température est élevée dans des gammes
de températures tolérables par le vivant. Le vecteur développé a cet effet est de type coeur-
écorce avec un coceur de PNB plus ou moins réticulé et une écorce de POE. Comme nous
venons de le voir, I'encapsulation d’AcS en tant que molécule modéle a été réalisée par
impregnation sous CO, supercritique. La thermosensibilité du systéeme est basée sur la T, du
cceur de PNB que 'on espére contréler suivant la quantité d’agent réticulant ajoutée au coeur
de la particule. Afin de valider ce concept et linfluence de l'agent réticulant sur la
thermosensibilité des vecteurs PNB-POE ce dernier paragraphe détaille I'’étude du relargage
en fonction de la température des différentes particules PNB-POE synthétisées puis

imprégnées.

L’étude in situ de I'imprégnation de particules sous CO, supercritique nécessite
premiérement de mettre en forme un film de particules et deuxiemement, ne permet
limprégnation que d’'un petit échantillon (~0,3 mg) de particules, insuffisant pour une étude
en relargage. Ainsi, afin d’étudier le profil de relargage des principaux types de particules de
PNB-POE développées au cours de cette thése, un montage expérimental permettant
limprégnation d’une plus grande quantité de particules a été mis au point. Dans ce
paragraphe, le montage ainsi que la procédure d’imprégnation utilisés pour préparer en
moyenne 500 mg de particules sont dans un premier temps présentés. L’étude du relargage

des particules ainsi imprégnées fait I'objet de la deuxiéme partie du paragraphe et enfin, une
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interprétation des phénoménes observés est avancée et permet de positionner le

comportement des particules PNB-POE par rapport au concept initialement proposé.

3.1 Montage d’imprégnation des vecteurs PNB-POE et protocole

expérimental

Avant d’étre imprégnées, les particules sont séchées sous CO, supercritique. Le
méme montage est utilisé pour le séchage et I'imprégnation des particules (Figure 4.27,
seule la chambre [§ change). La source de CO, est constituée d’une bouteille de type tube
plongeur (Air Liquide, 5 MPa) () qui alimente le montage via une pompe @ membrane haute
pression (E). Afin de pouvoir étre pompé, le CO, supercritique est refroidi préalablement a
0°C dans un cryostat (). A la sortie de la pompe, le CO, supercritique est pré-chauffé pour
atteindre les conditions supercritiques. La chambre de séchage-imprégnation se compose
d’'un réacteur haute pression / haute température de volume interne 50 cm?® et dont les
conditions maximales d’utilisation sont 250°C — 30 MPa (). La température est régulée
grace a un enroulement chauffant qui entoure le réacteur, couplé a un régulateur de
température (E). Un thermocouple ainsi qu’un capteur de pression permettent de connaitre
les conditions au sein du réacteur. Un fritté est placé en sortie du réacteur de maniére a

éviter la perte de particules lors de I'étape de dépressurisation (i).

Chambre "

L. Chauffage du ” 5 jon | defiltrati :
co {  Pompage de CO, liquide  : i Chambre d'imprégnation : e filtration
) : pag 2119 CO,(T>T) i du CO, en sortie

W

M

A :
Acide Particules

salicyligue PNB-POE

Figure 4.27 : Schéma du montage de séchage-imprégnation des vecteurs PNB-POE sous CO;
supercritique développé a I'lCMCB.
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Le latex résultant de la synthése par Dispersion est séché par passage d’un courant de
CO, supercritique au travers du réacteur. Lors de la mise en contact du latex avec le CO,
supercritique, celui-ci se dissout dans la phase solvant du latex (CH,CI, - EtOH). Le maintien
d’'un courant constant de CO, supercritique permet de chasser les solvants et de récupérer
les vecteurs a I'état de poudre séche. Durant la totalité du processus, la température de la
chambre est maintenue a 30-33°C par l'intermédiaire de I'enroulement chauffant.

La chambre d’imprégnation utilisée pour I'encapsulation des vecteurs s’inspire des
deux procédés détaillés dans la littérature ® 7 2% D’une part, la compartimentation des
espéces principe actif - polymére est assurée par [lutilisation d’une chambre interne
renfermant les particules et autour de laquelle est disposée la poudre d’AcS. D’autre part, les
deux « compartiments » constituant une seule et méme chambre, gonflement des vecteurs

et solubilisation du principe actif peuvent se dérouler simultanément.

De maniére générale, 500 mg de particules séches est placé dans le compartiment
interne de la chambre et 15 % en masse d’acide salicylique (soit dans un réacteur de 50 mL,
une concentration de 1,76 g.L™' pour une concentration & saturation de 0,734 g.L™") est placé
autour de ce compartiment. A l'issue de 3h d'imprégnation, la chambre est progressivement

dépressurisée a 0,5 MPa /min en moyenne. La morphologie des particules semble

conservée (Figure 4.28).

Figure 4.28 : Image TEM d'un échantillon de particules PNB-POE séchées puis imprégnées par de I'AcS
sous CO; supercritique (a). Comparaison avec les mémes particules avant imprégnation (b).

Une sélection de particules du plan d’expériences a ainsi été traitée (Chapitre 2 -

2.3.3.4). Le taux d’acide salicylique imprégné est mesuré par ATG (Figure 4.29). En

moyenne, on trouve un taux de 7 % en masse (Tableau 4.3).
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Tableau 4.3 : Taux d'AcS imprégné pour différents lots de particules et différents essais.

E3 12,4 7.2
E1— 1 essai 15 6,7
E1—2°™ essai 15 7.8
EO2 20 5,94
EO2 20 5,8
EO2 20 7.9
E6 37 94

! Pourcentage massique de POE par particule tenant compte de la conversion du NB-POE lors de la Dispersion.
2 Pourcentage massique de principe actif imprégné par rapport a la masse totale (polymére+principe actif).

D’aprés le Tableau 4.3, on remarque que les particules présentant un fort pourcentage
massique de POE (E6) semblent étre imprégnées par un plus fort taux d’AcS. L’étude in situ
de l'imprégnation des différents polyméres ayant montré que le POE peut étre imprégné en
moyenne avec 40% en masse d’AcS alors que l'imprégnation du PNB conduit a un taux de
15% en masse d’AcS, il semble logique que le taux d'imprégnation global des particules plus

concentrées en POE soit plus élevé.
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Figure 4.29 : ATG de particules imprégnées (E1 — 1°" essai) sous CO; supercritique.
Le taux d’'imprégnation obtenu en suivant ce protocole est plus bas que lors de I'étude

in situ et s’explique par les quantités d’espéces introduites et le volume des réacteurs. Dans

un cas comme dans l'autre, les conditions de travail sont 15 MPa et 33°C et la solubilité de
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I’AcS dans le CO, est de 0,7 g.L'1. Dans une expérience in situ, le volume du réacteur est de
4 mL et la saturation du CO, en AcS nécessite la solubilisation de 2,8 mg (0,7*4) d’AcS. De
maniére générale, les films réalisés pour les suivis in situ pésent 7mg. La saturation du film
en AcS (15% en masse) correspond a 1,05 mg d’AcS ce qui est bien en dessous de la
masse nécessaire a la saturation du CO,. Dans le second procédé d’imprégnation, le volume
du réacteur est de 50 mL et la saturation du CO, en AcS nécessite la solubilisation de 35 mg
d’AcS (50*0,7). Etant donné que 500 mg de poudre est placé en fond de cellule, la saturation
du polymeére suppose linsertion de 75 mg d’AcS (0,15*500). Cette derniere valeur étant
supérieure a la masse d’AcS nécessaire a la saturation du CO, supercritique, I'imprégnation
du PNB est limitée par la masse d’AcS solubilisé dans le CO,. On retrouve d’ailleurs que le
taux d’AcS imprégné (7%) correspond en moyenne a la masse d’AcS solubilisé dans le CO,
(35 mg) sur la masse de I'échantillon a imprégner (500 mg). Ce résultat confirme
définitivement I'hypothése selon laquelle le mécanisme d’imprégnation est de type 1 et
révéle la possibilité de contrdler le taux d’imprégnation des particules simplement par le
rapport entre la quantité d’espéces traitées et la quantité de CO, (directement liée au volume

du réacteur).

Le nouveau montage d’imprégnation a permis de montrer que le contréle du
taux d’imprégnation est possible en fonction du rapport entre la concentration des
espéces insérées et le volume du réacteur utilisé (ou encore le volume de CO, ajouté).
Différents lots de particules ont été imprégnés et la conservation de leur morphologie
a pu étre vérifiée. La comparaison des essais sur différents types de particules
semble montrer que plus I’écorce de POE est importante, plus le taux d’imprégnation

est important.

L’évaluation du profil de relargage des vecteurs développés dans le cadre de ces
travaux de thése a été réalisée a partir des particules imprégnées durant cette derniére

étude. Le paragraphe suivant reprend les différents résultats obtenus.

3.2 Relargage in vitro de I’AcS des vecteurs PNB-POE

L’analyse du relargage des vecteurs a été réalisée en collaboration avec I'entreprise
IDPS (Institut de Développement de Produits pour la Santé) de Artigues.

Le comportement thermosensible des particules PNB-POE est évalué in vitro dans une
solution physiologique a base de phosphate de sodium préparée de telle fagon que le pH est

de 7,4. De maniére générale, 30 mg de particules imprégnées est additionné a 50 mL de
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cette solution, le tout placé sous un léger vide®. La température de la solution est régulée via
un bain d’huile. Des prélévements de 2 mL sont réalisés et filtrés (0,2 ym) avant d’étre
analysés par spectroscopie UV-vis. La bande d’absorption de l'acide salicylique considérée
est celle a 296 nm (maximum d’absorption de I'AcS). Une courbe de calibration permettant le
calcul de la concentration en acide salicylique en fonction de son absorbance a été réalisée

et est présentée en Figure 4.30.
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Figure 4.30 : Spectres UV-vis de I'AcS dissous dans un milieu physiologique a différentes concentrations.
Courbe de calibration résultante.

De la méme fagcon que pour I'étude de limprégnation des particules, I'étude du
relargage des vecteurs a été décomposée en trois étapes principales :

1. le relargage du coeur de PNB seul,

2. le relargage de I'écorce de POE seul,

3. le relargage du systéme complet : les particules.

3.2.1 Relargage du cceur : le PNB seul

Suivant le méme protocole d’imprégnation que pour les particules (3.1 de ce chapitre),
30 mg de PNB non réticulé (poudre dont la synthése est détaillée au chapitre 5) a été
imprégné par de l'acide salicylique (taux d’imprégnation de 7% en masse d’AcS). Le
relargage de I'’échantillon de PNB a été étudié en fonction de la température et du temps.
Pour ce faire, chaque fois que la concentration en AcS semble se stabiliser, la température
est augmentée de 5°C. La concentration en AcS a chaque instant est calculée a partir de la

courbe de calibration détaillée Figure 4.30.

> Les essais de relargage du PNB ont été réalisés sous vide afin d’éviter toute oxydation du PNB avec
I’oxygéne surmontant le ballon.
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Le taux d’AcS relargué (r4.s) est calculé comme suit :

C sV iisso Equation 13

X

rAcS -

AcS 'mpa lim p

ou ¢ .s est la concentration d’AcS relargué, Vi, est le volume de dissolution (50 mL), x . est
le taux d’AcS imprégné dans I'échantillon de polymére et m,.;., est la masse de polymére

imprégné additionnée a la solution physiologique.

Le profil de relargage du PNB seul révéle clairement le comportement thermosensible
de ce polymeére (Figure 4.31). Tout d’abord, a 25°C on observe un léger relargage de 3%
d’AcS provenant probablement de résidus adsorbés a la surface de la poudre. Ainsi, jusqu’a
30°C, ce taux relargué reste constant. A partir de 35°C un léger relargage supplémentaire
peut étre observé qui devient plus prononcé a partir de 45°C ou on passe de 5,7% d’AcS
(40°C) relargué a 14%. Le relargage du principe actif peut étre accéléré en augmentant la
température. A 55°C, 29% du principe actif imprégné est relargué. Cependant, il semblerait
que cette libération se bloque avec le temps. Une derniére hausse de température a 60°C ne

permet pas d’améliorer la libération.
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Figure 4.31 : Profil de relargage d'acide salicylique par du PNB seul en fonction de la température et du
temps.
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Le PNB a été choisi pour sa T4 proche de la température corporelle. |l était attendu
que, a température superieure a la T4, la mobilité des chaines augmente et permette la
diffusion du principe actif dans le milieu physiologique par expansion de la matrice.
L’apparition d’'un palier de relargage (29,5% a 60°C) témoigne du piégeage d'une certaine
partie de I’AcS imprégné et suggéere que le PNB est capable de relarguer I'AcS par un
mécanisme d’expulsion suite a une contraction du réseau polymére et non pas par une
expansion comme attendue. En effet, une fois la T, du PNB (35°C) dépassée, les chaines de
polymére ont plus de mobilite.

Le PNB étant un polymére hydrophobe, lorsque la température augmente au-dela de
sa Tg, il va chercher & minimiser son contact avec 'eau et de ce fait se contracter. Cette
contraction permet alors la diffusion du principe actif par éjection hors de la matrice. En
revanche, une fois le resserrement maximal du réseau de PNB atteint, la diffusion du

principe actif est bloquée (Figure 4.32).
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Figure 4.32 : Mécanisme de relargage d’AcS (gélules) par du PNB seul (symbolisé par une sphére rose
pour rappeler le cceur des particules) en fonction de la température.

3.2.2 Relargage du POE seul

Le relargage du POE a été étudié a partir d’un échantillon commercial de 6000 g.mol”
(poudre de polymére) ®. Le POE a été imprégné d’aprés le méme protocole que les
particules PNB-POE (paragraphe 3.1 de ce chapitre) par de I'AcS (taux de 8 % en masse).

Les résultats de I'étude du relargage de cet échantillon sont présentés en Figure 4.33.

% Cette masse molaire a été choisie en raison de sa valeur proche de la masse molaire du NB-POE
utilisé pour la synthése des particules (2000-5000-8000 g.mol™).
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Figure 4.33 : Profil de relargage d'acide salicylique par du POE seul a 25°C.

Le relargage de I'AcS par le POE est quasiment instantané. Le POE est soluble dans
leau a température ambiante (T.mp). Ainsi, durant les cing minutes suivant l'ajout de

I'échantillon imprégné a la solution physiologique a T.m,, le POE se solubilise et la totalité de
'AcS imprégné est relarguée (Figure 4.34).

Addition dans milieu physiologique a 25°C

v

Figure 4.34 : Mécanisme de relargage d’AcS (gélules) par du POEgo (symbolisé par une demi-sphére
bleue pour rappeler I'écorce des particules) en fonction de la température.
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L’étude du relargage du PNB seul révéle clairement son comportement
thermosensible. Le relargage d’AcS par le PNB commence faiblement a partir de 35°C.
La libération d’AcS peut étre accélérée en augmentant la température puis elle atteint
un palier. Ainsi, 30% en masse de I’AcS imprégné peut étre au total relargué. Ni la
température, ni le temps ne permettent d’augmenter le taux d’AcS délivré. Il semblerait
que lorsque I'on dépasse sa T, le PNB relargue I’AcS par expulsion suite a une
contraction du réseau du matériau et conduise au piégeage d’une certaine partie de
I’AcS encapsulé.

Le POE quant a lui relargue la totalité de I’AcS imprégné a température ambiante

en raison de la solubilisation de ses chaines dans ces conditions.

Suite a I'étude du POE et du PNB, le relargage de différents lots de particules a été

évalué et comparé aux deux études précédentes.

3.2.3 Relargage des particules PNB-POE

Différents lots de particules ont été étudiés (chapitre 2 — 2.3.3.4)dont les
caractéristiques sont rappelées dans le Tableau 4.4. Ces particules different par leur quantité
d’agent réticulant et ont été choisies en raison de la qualité de leur dispersion (faible
polydispersité). Elles ont été imprégnées d’apres le protocole décrit au 3.1, seul le mode de

dépressurisation change pour certaines expériences.

Tableau 4.4 : Caractéristiques des particules choisies pour I’étude du relargage des vecteurs développés
dans le cadre de ce travail de thése.

Conv ASiinal’ Conv
Ess | AR | AS L final 2
h AS %m. AR Dnzem (nm) X4c5(%)
0, 0, "q
al %m. | %m. | g/mol % m. % m. = PDlren

500 +/- 38
E1 0 15 8000 100 15 100 6.7
PDI = 0,023 ’

b ‘- 382 +/-45 6

EO3 | s 30 | 5000 | 60 20 86
: PDI = 0,055
e
v t %
B | 340 +/- 50
E6 | 10 45 | 8000 73 37 77 o ‘ 9.4
Ly % PDI = 0,0865

! Pourcentage de NB-POE (AS) par particules par rapport & la masse totale (NB+NB-POE) calculé a partir de
Conv AS

2 Pourcentage massique de principe actif imprégné par rapport a la masse totale (polymere+principe actif).
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De maniére générale, tout profil de relargage des particules a 25°C présente un
premier saut de relargage (appelé par la suite effet flash) correspondant a la libération de
I'AcS encapsulé dans I'écorce. Suite a cette premiere libération, un palier est atteint et le

reste de I'acide salicylique encapsulé reste piégé par le coeur de PNB (Figure 4.35).

3.2.3.1 Influence du mode de dépressurisation sur le relargage des particules

Le premier effet flash peut étre diminué par un balayage des particules par le CO,
supercritique. La Figure 4.35 compare les profils de relargage a 25°C obtenus avec une
dépressurisation a 0,5 MPa/min et un balayage en CO, supercritique pendant 30 minutes.
On remarque alors qu’un balayage de 30 minutes de CO, supercritique permet de diminuer
légérement la quantité d’AcS relarguée par effet flash.

Comme il a été vu au chapitre 3 (paragraphe 4.1), la solubilité du dimére d’AcS dans le
CO, supercritique est trés faible par rapport a la solubilité du monomere. L’acide salicylique
imprégné se présentant essentiellement sous la forme de dimére (quasiment insoluble), le
balayage de CO, supercritique doit permettre de chasser uniquement I'acide salicylique non

imprégné.

La quantité d’AcS perdue étant faible durant le balayage de CO,, cet essai
démontre clairement que I’AcS de I’écorce n’est pas adsorbé a la surface mais bien

imprégné dans le POE.
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Figure 4.35 : Profil de relargage des vecteurs (EO3) a 25°C: influence du mode de dépressurisation.
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Concernant l'influence de la vitesse de dépressurisation, une observation similaire a
déja été faite par Alessi et al. sur un procédé en continu. Lors de l'imprégnation de
nimésulide en présence de PDMS, ils ont constaté que la quantité de principe actif
imprégnée était d’autant plus élevée que le flux de CO, supercritique est lent 1'%,

Une solution pour controler la quantité d’AcS dans I'écorce serait de balayer les
particules PNB-POE avec un mélange CO,-éthanol qui permettrait certainement une re-
solubilisation des diméres de I'écorce de POE. Le caractére hydrophile de [I'éthanol
permettrait de ne pas extraire 'AcS du coeur du PNB.

3.2.3.2 Influence de la couronne de POE sur le relargage des particules PNB-POE
La comparaison du relargage des trois lots de particules a 25°C est présentée en Figure
4. 36. Comme il était attendu, plus I'écorce de POE (AS) est importante, plus le premier saut
de relargage est important. Le premier effet flash peut donc aussi étre controlé par la
quantité de NB-POE incorporée lors de la Dispersion: il est possible de relarguer
initialement de 50 a 70% d’AcS suivant que la particule est constituée de 15 a 37% d’AS.
Le premier effet flash étant proportionnel a la quantité de POE présente en écorce des
particules, ces derniers essais montrent encore une fois que cet effet provient bien du

relargage d’AcS imprégné dans I'écorce et non pas adsorbé a la surface.

100
90 -
80 -
70
S 60—l 1 L i
) ] so——T 1 % T
£ 501 Saa— T 1
] ‘lj_ 1
X 40 i
~a g T=25C
2 30
S 5] —u—15% AS
] —o—18% AS
10 37% AS
0_ -]
104 I
T T T T T T T J T J T
0,0 02 0.4 0,6 0,8 1,0
t (jours)

Figure 4. 36 : Profil de relargage des vecteurs a 25°C: influence de la taille de I'écorce (comparaison de
E1-15% AS, EO3-20% AS et E6-37% AS).

Remarque : L’incertitude calculée tient compte de I'erreur possible lors de la mesure du taux

d’AcS imprégné (ATG) de I'échantillon et de la reproductibilité du relargage de chaque essai.
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3.2.3.3 Relargage en température des vecteurs PNB-POE

Afin de s’affranchir de la contribution d’'une éventuelle oxydation du PNB lors de la
montée en température, pour chaque étude de relargage, deux solutions physiologiques sont
préparées. L’'une permet le suivi du relargage de particules imprégnées d’AcS et l'autre
permet de suivre I'évolution de particules non imprégnées et constitue une référence. A
chaque spectre de relargage des particules imprégnées est soustrait le spectre des
particules non imprégnées. Les résultats de relargage en solution présentés dans le
paragraphe suivant correspondent au résultat de cette soustraction.

Dans le paragraphe 3.2.1 nous avons pu observer que le PNB est un matériau
thermosensible dans une gamme de températures proches de I'in vivo. Notamment, il a été
constaté qu’a partir de 35°C ce matériau commence légérement a relarguer de I'AcS et qu’'a
partir de 45°C cette libération s’accélére. L’application visée pour ces vecteurs exige une
absence de relargage dans le corps sans stimulus externe. La température du corps pouvant
relativement varier jusqu'a 40°C, il serait préférable que le matériau opére une transition
pour des températures légérement plus élevées. L’ajout de I'agent réticulant NB-pentanoate-
NB (AR) a été opéré dans le but d'augmenter la Ty du cceur. Une premiere étude de
linfluence de 10% d’AR sur le comportement thermosensible des particules est présentée

dans le paragraphe suivant.

3.2.3.3.1 Relargage des vecteurs E6 (10% AR) en fonction de la température

Le profil de relargage en température est présenté sur la Figure 4.37.
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Figure 4.37 : Profil de relargage de vecteurs réticulés (10% AR): influence de la température.
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Les particules E6 ont un cceur de PNB fortement réticulé. Comme dans tous les autres
cas, le profil de relargage présente un premier saut a T, lors de I'addition des particules a
la solution physiologique correspondant a la libération de I'AcS de I'’écorce. Une fois le palier
atteint, la température du bain a été progressivement augmentée. Contrairement au cas du

PNB seul, aucun relargage d’AcS n’a été constaté.

L’ajout de 10% d’AR conduit & un matériau dont le cceur n’est pas
thermosensible entre 25°C et 60°C. Le coeur est probablement trop réticulé et aucun

phénoméne de contraction n’est opéré empéchant toute expulsion de principe actif.

Le paragraphe suivant traite le cas des particules réticulées avec 5% en masse d’AR.

3.2.3.3.2 Relargage des vecteurs EO3 (5% AR) en fonction de la température

Dans le cas de particules portant 5 % en masse d’AR, on remarque que le passage a

45 °C provoque la libération d’AcS (3 % de la totalité de I'AcS encapsulé en moins de 9h,

Figure 4.38).
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Figure 4.38 : Profil de relargage de particules réticulées a 5 % en masse (EO3).
La comparaison du relargage des particules EO3 avec les particules E6 démontre

clairement [linfluence de la présence de l'agent réticulant sur le comportement

thermosensible du matériau. Dans le but d’obtenir la marge de contrdle en terme de
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température de stimulus, le cas extréme du relargage des particules sans agent réticulant

est étudié et est détaillé dans le paragraphe suivant.

3.2.3.3.3 Relargage des vecteurs E1 (0% AR) en fonction de la température

Dans le cas de particules non réticulées, la température de la solution physiologique a
une influence notable sur la libération d’AcS (Figure 4.39). Suite au premier saut de
relargage on constate que tant que la température est inférieure a 35°C, aucune libération
supplémentaire d’AcS ne se produit. A partir de 35°C, le taux d’AcS relargué dans le milieu
augmente trés légérement et la libération est d’autant plus rapide que la température est
élevée. Finalement, environ 65% en masse du total de 'AcS encapsulé dans les particules
est libéré : environ 55 % provenant du relargage de I'écorce a 25°C et 10 % provenant du

relargage du cceur en fonction de la température.
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Figure 4.39 : Profil de relargage de particules non réticulées (E1): influence de la température. Les
pourcentages associés a une température correspondent aux taux d’acide salicylique relargué a cette
température et atteints avant d’augmenter de nouveau la température.

Remarque : Les barres d’erreur de cette expérience sont calculées pour un lot de particules

imprégnées donné et correspondent a l'erreur de la mesure UV-vis couplée a la

reproductibilité de I'expérience de relargage. Contrairement aux courbes précédentes ou I'on
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comparait des protocoles d’imprégnation entre eux, ces expériences ne tiennent pas compte
de l'erreur fonction de la reproductibilité de I'étape d’imprégnation (le taux d’AcS pouvant

varier d’une imprégnation a une autre).

Dans le but de comparer la thermosensibilité des particules non réticulées E1 a celle
du PNB seul non réticulé, la contribution de I'’AcS de 'écorce est soustraite au profil global et

le relargage du cceur seul des particules est évalué d’apres la formule suivant (Figure 4.40) :

c!

v,
rA(;S (P NB ) = AcS *" disso
m - rAcS (POE)m

Equation 14

xACS " polim p polimp

ou r4s(PNB) est le taux d’AcS relargué par le coeur de PNB de la particule, ¢’4.s est la
concentration d’AcS relarguée aprés l'effet flash, x,.s est le taux d’AcS imprégneé, m,, ., est la
masse de polymére imprégné ajouté au milieu de dissolution et r,.s(POE) est le taux d’AcS

relargué par I'écorce de POE des particules (effet flash).
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Figure 4.40 : Profil de relargage du cceur des particules: influence de la température. Les pourcentages
associés a une température correspondent aux taux d’acide salicylique relargué a cette température et
atteints avant d’augmenter de nouveau la température.

Il apparait alors clairement que de méme que le PNB seul, le PNB du coeur des

particules a un comportement thermosensible. En effet, dans un cas comme dans l'autre, un

m 196



m Chapitre 4 : Imprégnation et relargage des vecteurs

Iéger relargage commence vers 35°C et est accéléré a partir de 45°C. Au dela de cette
température, dans un cas comme dans l'autre, environ 25% de la totalité de 'AcS encapsulé

est relargué. Il apparait donc clairement que le deuxiéme profil de relargage des particules

témoigne du relargage du coeur de PNB.

A la fin de I'étude, le milieu est ramené a T, L’analyse aprés stabilisation révele un

dernier saut rapide de relargage : environ 8% supplémentaires sont relargués en moins

d’une heure (ellipse Figure 4.40).

La comparaison du profil de relargage du PNB au cceur des particules avec le profil
de relargage du PNB seul est reportée en Figure 4.41. On remarque que le taux d’AcS

relargué dans le PNB au cceur des particules est plus lent et plus faible que dans le cas du

PNB seul.
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Figure 4.41 : Profil de relargage du cceur des particules en fonction de la température: comparaison avec
le PNB seul.

Sur la base de ces résultats et a l'aide d’études complémentaires, le mécanisme de

relargage des particules PNB-POE a été compris et est décrit dans le paragraphe suivant.
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3.2.4 Meécanisme de relargage des particules PNB-POE

L’étude de la libération in vitro d’AcS par les particules PNB-POE non réticulées
imprégnées a mis en évidence un mecanisme de relargage original en trois temps :
- une premiére libération flash ou 'on relargue environ 50 % de I'’AcS imprégné,
- une seconde libération sensible a une hausse de température, particuliérement au-
dela de 45°C,

- une troisieme libération lors du retour a T .

Pour comprendre ce mécanisme de relargage, le suivi par DLS de I'évolution du
diamétre des particules en fonction de la température a été étudié. Les particules utilisées
dans cette étude sont les vecteurs EO3 et leurs homologues sans agent réticulant. Leurs
caractéristiques sont résumées dans le Tableau 4.5.

Tableau 4.5 : Caractéristiques des particules choisies pour le suivi par DLS de I’évolution du diamétre
des vecteurs PNB-POE développés dans le cadre de ce travail de thése.

Conv ASfinal1 Conv
. AR AS L
Essai o o AS %m. AR Dnzey (nm)
% m. % m. g/mol % m. % m. TEM PDlrey
EO3’ 0 30 5000 86% 347435
0,
° 21% 0 PDI = 0,03
382 +/- 45
EO3 5 30 5000 53 20 86
PDI = 0,055

! Pourcentage de NB-POE (AS) par particule par rapport a la masse totale (NB+NB-POE).

Les résultats de I'étude par DLS des particules EO3 et EO3’ sont présentés en Figure
4.42. Dans les deux cas, le diamétre de la particule diminue avec la température et
augmente de nouveau lorsque la température est ramenée a 25°C. Ce phénoméne est
partiellement réversible car, en effet, lorsque la température est ramenée a T, la taille de
la particule augmente de nouveau mais ne recouvre pas sa taille initiale. 1l est a noter que
'écart entre la taille initiale et la taille finale est plus petit dans le cas des particules

réticulées.
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Figure 4.42 : Evolution du diamétre des particules PNB-POE en fonction de la température : réticulées-
EO3 (emontée en température, Yretour a Tamp) et non réticulées-EO3’ (= montée en température, A retour
a Tamb)-

La confrontation de I'étude par DLS avec les profils de relargage des polyméres seuls
a permis d’identifier le mécanisme de libération de I'AcS par les particules PNB-POE. Celui-

ci est explicité ci-dessous et un schéma descriptif est présenté en Figure 4.43.

D’aprés I'étude du relargage du POE seul imprégné, il apparait clairement que le
premier effet flash observé a T, provient de la solubilisation des chaines POE de I'écorce
et donc du relargage de I'AcS encapsulé dans I'écorce. Lorsque la température du milieu de
dissolution est amenée au-dela de 35°C, la T4 du PNB (35°C) est dépassée et les chaines
de polyméres gagnent en mobilité. Le PNB étant un matériau hydrophobe, il va chercher a
minimiser sa surface de contact avec I'eau et se contracter (le diamétre de la particule
diminue). Le POE quant & lui posséde une LCST de 90°C (cf travaux West et Saunders "
%)), Dans notre cas, le POE est directement greffé sur une particule de nature hydrophobe.
Par conséquent, il se pourrait que la LCST des chaines POE de I'écorce (greffées sur du
PNB) soit plus basse que celle d'un homopolymére de POE sous forme de chaine libre et
qu’elle soit bien en deca de 90°C %% Ainsi, lorsque la température du milieu de dissolution
est augmentée, tout comme le coeur de PNB, les chaines de POE cherchent a diminuer leur
surface de contact avec I'eau (le diamétre de la particule diminue de nouveau). Petit a petit,
les chaines de POE ont tendance a collapser et forment une cage autour du cceur du

vecteur qui bloque tout relargage supplémentaire d’AcS. En revanche, lorsque 'on revient a
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température ambiante les chaines de POE recouvrent leur bonne solubilité dans I'eau et se
déploient libérant alors I'AcS bloqué.

Cette derniere remarque permet aussi d’expliquer les différences observées entre le
profil de relargage du PNB seul et le profil de relargage du PNB au cceur des particules
(Figure 4.41). En effet, le POE se collapsant progressivement sur la particule, il limite le
relargage du cceur de la particule.

Bergbreiter et al. ont eux aussi constaté le méme type de phénomene a partir de films
de polyéthyléne greffés par du POE ¥'.. Ainsi, en immergeant ces films dans de I'eau et en
les soumettant a des cycles de températures allant de 5°C a 65°C, ils ont pu constater que
leur gonflement diminue avec la température en raison d’un désolvatation des chaines de
POE.

Aprés retour a la température ambiante, le diamétre de la particule ne revient pas a sa
taille initiale. Ce phénoméne correspond a la contraction irréversible du PNB. En effet, une
fois le coceur de PNB contracté, il est parvenu a minimiser sa surface de contact avec I'eau et
n’a plus aucune raison de se déployer de nouveau. Ainsi, lors du retour a 25 °C, la structure
de ceoeur est figée dans cet état contracté et il est impossible pour le vecteur de retrouver sa
taille initiale. Dans le cas des particules EO3’, la présence d’agent réticulant a tendance a
figer la structure des chaines de PNB et par conséquent, la contraction du réseau de coeur

est plus limitée.
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Figure 4.43 : Comportement physico-chimique de la particule de PNB-POE en milieu physiologique en
fonction de la température.
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Le mécanisme de relargage des particules PNB-POE mis en évidence dans le
cadre de cette thése propose un nouveau concept de libération de principe actif.
L’imprégnation d’AcS dans ces particules suivie de I’étude de leur relargage a mis en
évidence une libération en trois temps. Tout d’abord, ’AcS de I’écorce est libéré a
température ambiante en raison de la solubilisation des chaines de POE. Ce premier
effet peut étre contrélé en fonction de la quantité de POE incorporée dans la particule
et probablement par un balayage de CO,-éthanol. Ensuite, une élévation de
température au-dela de 35°C permet de contracter le cceur de PNB et d’en expulser
I’AcS. Paralléelement a cette contraction, I’élévation de température entraine une perte
de solubilité des chaines de POE qui collapsent a la surface de la particule et bloquent
la libération du reste de I’AcS du cceur. Enfin, le retour a température ambiante permet
de libérer dans un troisiéme temps I’AcS du coeur précédemment bloqué a I'interface
PNB-POE.

Il est important de noter que le profil de relargage du vecteur dépend :

i) du principe actif encapsulé et notamment, le premier effet flash est fonction du
caractére hydrophile-hydrophobe de la molécule active ainsi que de ces
interactions avec I’écorce de POE,

ii) du taux d’agent réticulant incorporé, I’expulsion par contraction du cceur de PNB

étant fonction de la quantité d’agent réticulant incorporée dans la particule.

Le projet de ce travail de thése est le développement de vecteurs pharmaceutiques
thermosensibles pour le relargage ciblé de principes actifs et est original sur deux points.

Tout d’abord, la technique d’encapsulation du principe actif choisie est I'imprégnation
sous CO, supercritique et n’a jamais été étudiée ni dans le cas du PNB, ni dans le cas du
POE et ni dans le cas de particules cceur-écorce.

Ensuite, les vecteurs développés dans le cadre de ce projet ont une thermosensibilité
basée sur la Ty du PNB, a la fois supérieure et proche de la température du corps humain. A
notre connaissance, ce concept est a ce jour tout nouveau.

Dans la premiére partie de ce dernier chapitre, la caractérisation compléte de
limprégnation des vecteurs PNB-POE sous CO, supercritique a été réalisée. L’AcS a été
choisi en tant que molécule modéle pour cette étude. Il a été observé qu’a saturation a 15
MPa et 33°C, le PNB peut étre imprégné avec 15% d’AcS, le POE avec 38% et des
particules PNB/POE (80/20) avec environ 20 % d’AcS. Dans chacun des cas, I'AcS
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s’imprégne sous forme de dimére. L'étude compléte du systéme a permis de conclure a un
mécanisme d’imprégnation de type 1 pour lequel 'imprégnation est contrélée par la quantité
d’AcS solubilisée dans le CO, et la cinétique de dépressurisation.

Dans la seconde partie de ce chapitre, I'étude du relargage in vitro des vecteurs a été
réalisée et le mécanisme de libération de I'AcS a été compris. L’addition des vecteurs PNB-
POE in vitro a T, conduit a un premier relargage de I'’AcS imprégné dans I'écorce en raison
de la solubilisation des chaines de POE greffées en surface. Lorsque la température est
augmentée au-dela de 40°C, la Ty du PNB est dépassée et le coeur du matériau tend a se
contracter provoquant I'expulsion d’'une nouvelle partie d’AcS. En paralléle, le POE greffé a
la surface est de moins en moins soluble et collapse sur la particule bloquant ainsi le
relargage d’une partie de '’AcS. Le retour a T, permet de solubiliser a nouveau les chaines
de POE greffées et entraine la libération de I'AcS piégé a la surface. En revanche, le PNB
restant a I'état contracté, 'AcS encore présent au cceur est définitivement piégé. Enfin, il a
été montré que l'ajout d’'un agent réticulant (NB-pentanoate-NB) au cceur du matériau

permet de moduler la température a laquelle le vecteur est thermosensible.
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1 Techniques de synthéses et mises en forme

L’'oxyde d’éthyléne est séché sur sodium métallique pendant trois heures avant d’étre cryo-
distillé.

Le tétrahydrofurane (THF) est distillé sur hydrure de calcium puis séché sur benzophénone/
sodium, et enfin cryo-distillé avant utilisation.

Le dichlorométhane et I'éthanol sont utilisés apres dégazage.

Les autres composeés sont utilisés tels quels, éventuellement aprés désoxygénation sous
vide (dégazage) : le norbornéne, I'acide 5-norbornényl-2 carboxylique, le chlorure d’oxalyle,
le dichlorométhane, I'éthanol, 'hexadécane, le dodécane, le pentane-1,5-diol, le POE 400
diol et I'éthyl vinyl éther.

Le complexe de Grubbs est utilisé sans purification supplémentaire aprés étre mis sous
argon en boite a gants.

La triethylamine, le méthnaol, la célite et l'alumine sont utilisés sans purification
supplémentaire.

La solution de diphénylméthyl potassium (DPMK) a été synthétisée en utilisant un protocole

mis en place précédemment’.

1.1 Synthése du macromonomeére NB-POE

-1
Mn théorique (ngI )

-1
Mn expérimental (ngI )

PDsgc = M,/M,

Rendement (% mass.)

Ratio exo (%)

Fonctionnalité

" MNoypsrimentar déterming par SEC (Mesure donnée a partir d’un étalonnage équivalent POE).
2 M expérimentar déterming par Maldi Tof.
3 Mnnéorique déterminé a partir des masses de réactif ajoutées.

Prenons I'exemple de la synthése du macromonomére de masse molaire théorique de 8000
g.mol™.

Environ 30 g d'oxyde d'éthyléne sont successivement prélevés, séchés sur sodium
métallique puis collectés dans une burette graduée par -cryodistillation. Durant le

' J-L. Six, Thése — Université Bordeaux 1, 1996
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prélevement, la burette est placée dans un bain d’éthanol a -30°C. Le volume d’oxyde
d’éthyléne est alors mesuré : 25 mL (5,1 * 102 mol).

Les quantités des autres constituants sont ensuite calculées en utilisant cette mesure, par
rapport a la masse ciblée et en visant une déprotonation de la fonction alcool du 2-
hydroxyméthyl-5-norbornéne de 80%.

Dans des conditions anhydres et anaérobies drastiques, le 2-hydroxyméthyl-5-norbornéne
(2,85 * 10™) est dilué dans 200 mL de THF. Lorsque le milieu est homogéne (30 minutes), le
diphénylméthyl potassium (DPMK, concentration : 0,68 mol.L™", 4 mL) est ajouté goutte-a-
goutte. Aprés une heure d’homogeénisation, la solution est refroidie a I'aide d’'un bain
éthanolique a -60°C, puis, 'oxyde d’éthyléne est ajouté. Aprés quelques heures, le bain est
enlevé, et le milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 48h.

En fin de réaction, les oxanions sont désactivés par I'ajout d’1 mL de méthanol dégazé. Le
polymére est récupéré par précipitation dans I'éther de diéthyle, séché sous vide, puis purifié
par reprécipitation dans I'éther de diéthyle. Enfin, aprés trois lyophilisations successives

dans le dioxane, le polymére est stocké sous argon en boite a gants.

1.2 Synthése de I’agent réticulant

Cette synthése se réalise en deux étapes principales :

Etape 1 : . .
| |
=+ —_—
) § cl
OH K 5
o
0
Etape 2 :
OH CH TEA
. ~p e
o Q
Cl \\R/ \H/
0 o c
Etape 1 :

La réaction se fait dans un ballon tricol de 200 mL.

Le dichlorométhane a été séché plusieurs jours sur hydrure de calcium et cryodistillé avant
d’étre utilisé. L’acide 5-norbornényl-2 carboxylique (0,15 mol, 20,2 g) est dissous sous vide
et sous agitation dans 50 mL de dichlorométhane prélablement préparé.

Sous courant d’azote, un réfrigérant est placé en téte de ballon et connecté a un bulleur. Le
ballon est ensuite placé dans un bain éthanolique a 5 °C. Le chlorure d’oxalyle (0,3 mol,
24mL) est ajouté au goutte-a-goutte via un septum et une aiguille. Une fois cet ajout terminé,
quatre petites gouttes de DMF sont ajoutées a la seringue. Une fumée grise doit alors se

dégager. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation toute une nuit.
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A la fin de la réaction, le dichlorométhane et le chlorure d’oxalyle sont tirés sous vide
pendant 5h00 (T, (CH.Cl,) = 40°C, T, (chlorure d’oxalyle) = 62°C). Il en résulte un liquide
visqueux de couleur orange-marron analysé par RMN du 'H afin de vérifier que le bon
produit a été obtenu.

Etape 2 :

La réaction se fait dans un ballon tricol de 200 mL.

Le produit de I'étape précédente (0,07 mol, 10,74 g) est dilué dans 150 mL de
dichlorométhane préalablement cryo-distillé. Encore une fois, un réfrigérant est placé en téte
de ballon. Dans un premier temps, la triéthylamine (19,23 mL, 0,14 mol) est ajoutée a cette
derniére solution sous courant d’azote. La solution passe de orange clair a orange foncé et
une fumée blanche se dégage. Le ballon est placé dans un bain éthanolique a 5°C et le
pentane-1,5-diol (3,6 mL, 0,034 mol) est ajouté au goutte a goutte. Un Iéger dégagement
gazeux doit étre observé. La réaction est laissée sous agitation pendant 17h.

Lavage :

Le produit est lavé six fois avec 50 mL d'une solution d’acide chlorhydrique (2M). Cette
solution est ensuite séchée sur sulfate de magnésium (4 a 5 cuillérées). Le tout est filtré sur
papier filire puis évaporé sous rotavapor. La fin de I'évaporation est terminée sous vide
dynamique pendant une nuit puis, le produit est placé sous argon en boite a gants.

Le produit résultant est un liquide visqueux marron-orange foncé.

1.3 Synthése de PNB

La synthése est décrite pour I'obtention d’'un poly(norbornéne) de masse molaire 24400
g.mol™.

La réaction se fait dans un ballon tricol de 500 mL.

Le dichlorométhane a été séché plusieurs jours sur hydrure de calcium et cryo-distillé avant
d’étre utilisé.

Le NB (0,04 mol, 3,55 g) est pesé puis placé dans un ballon de 100 mL pour étre dégazé
seul & froid. Le tout est introduit en boite & gants sous argon. Le ruthénium (1,46 * 10*
mol, 0,12 g) est dissous dans 25 mL de dichlorométhane. Le reste du solvant est ajouté au
NB. La solution de NB est ensuite lentement ajoutée a la solution de catalyseur. Le mélange
est laissé sous agitation 24h puis est désactivé avec 0,5 mL d’éthyl vinyl éther.

Le mélange est ensuite passé sur colonne de célite puis sur colonne d’alumine. Le tout est
concentré au rotavapor. La solution est ensuite précipitée a froid dans du méthanol puis filtré

sur fritté. Le tout est séché sous vide primaire pendant une nuit.
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1.4 Polymérisation du norbornéne en dispersion

La polymérisation décrite est le cas particulier du point au centre. Le protocole suivi est le
méme pour toutes les réactions, seuls les proportions changent.

Les polymérisations en dispersion ont été réalisées a température ambiante dans un ballon
de 100 mL sous atmosphére inerte et sous agitation. Le NB (0,975 g, 0,01 mol), I'étalon
interne PS et/ou dodécane (0,1g) sont dissous dans un mélange dichlorométhane/éthanol
(35/65 % vol). Ce mélange est ensuite dégazeé.

Le ruthénium (20 mg, 2,4 * 10®° mol) est dissous en boite & gants dans 10 mL d’un mélange
dichlorométhane/éthanol (50/50 % vol).

L’agent réticulant (0,075 g, 2,2 * 10™*mol) et le NB-POE (0,45 g, 9 * 10®° mol) sont dissous
dans la solution de NB.

La solution de monomeéres est additionnée trés rapidement a la solution de catalyseur sous
agitation. Le mélange devient laiteux au bout d’'une dizaine de secondes et reste rosé
pendant plusieurs heures.

La désactivation du milieu réactionnel s’effectue par addition de 0,1 mL d’éthyl vinyl éther

aprés au minimum 20 h de réaction.

2.1 Chromatographie en phase gazeuse ( GC, Gas chromatography)

Les cinétiques de conversion du norbornéne durant la polymérisation en dispersion ont été
suivies par GC en présence d'un étalon interne (le undécane). Pour ce faire, 2 mL
supplémentaires de solution (norbornéne, macromonomere, agent réticulant, étalon interne)
sont préparés et sont injectés en tant que temps initial.

L’appareil (Varian 33650) utilise une colonne capillaire apolaire (BP1-30m) comme phase
stationnaire et le diazote comme gaz vecteur. La détection est assurée par un détecteur a
ionisation de flamme alimenté par un mélange air/ dihydrogéne. Les températures de
linjecteur et du détecteur sont fixées respectivement a 250°C et 280°C. Le programme
d’analyse se décompose en un palier de 2 min a 50°C suivi d'une montée en température a

raison de 10°C. min™" jusqu’a 250°C.

2.2 Chromatographie d’exclusion stérigue (SEC, size exclusion

chromatoqgraphy)

Les distributions des masses molaires des chaines, leurs moyennes en nombre et en masse
et les dispersités correspondantes ont été déterminées par chromatographie d’exclusion

stérique en utilisant le THF comme phase mobile (1 mL.min™).
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L’appareillage est constitué d’'une pompe (JASCO HPLC 880-PV), de colonnes Tosohaas
TSK Gel, et deux détecteurs en série: un détecteur par réfractométrie (Varian) et un
détecteur par absorbance UV (JASCO 1575 UV/ vis).

2.3 RMN

Les analyses par RMN du proton 'H ont été réalisées en utilisant un spectroscope Bruker
400 MHz, dans le CDCl,;, a 25°C.

2.4 Microscopie électronique a transmission (TEM, Transmission

Electron Microscopy)

La plupart des clichés a été effectuée par nos soins au SERCOMI (Service commun de
microscopie de Bordeaux 2, en collaboration avec Sabrina Lacomme) sur un microscope
Hitachi H7650 fonctionnant a 80 kV. Aprés dilution au 1/200 dans de I'éthanol absolu, 60 pL
de ce mélange est déposé sur une grille de cuivre recouverte d'un film de carbone.
L’échantillon est laissé sécher a I'air libre le temps que les solvants s’évaporent.

Les clichés sont analysés via le logiciel Image J. La polydispersité d’'un échantillon est
calculée a partir de la valeur moyenne du diameétre (D,,) et de I'écart type (ET).

La polydispersité est ici la variance qui est elle-méme calculée a partir de I'évaluation de la
moyenne et de I'écart type par Image J.

P:(z.ETJ
D

n

2.5 Microscopie a force atomique (AFM, Atomic Force Microscopy)

L’étude morphologique de certaines particules s’est appuyée sur 'AFM, de fagon a obtenir
des informations sur leur état de surface.

Ces expériences ont été effectuées en collaboration avec Emmanuel Ibarboure (Ingénieur
d’étude au LCPO).

Les images AFM ont été réalisées a I'aide d’'un microscope Digital Instruments Nanoscope
llla en mode « intermittent » (tapping mode en Anglais). Les sondes utilisées sont des
cantilevers de silicone avec une constante de raideur de 42 N.m™, une fréquence de
résonance de 285 kHz et un rayon de courbure compris entre 10 et 12 nm. Les images de
« hauteur » (topographie de la surface) et de « phase » ont été enregistrées avec une
résolution de 512*512 pixels. Les échantillons ont été préparés en déposant quelques
gouttes du latex (dilué 10 fois) sur un substrat de mica. Les solvants sont alors éliminés par

spin coating.
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2.6 Spectroscopie UV-visible

Le relargage d’acide salicylique par les polyméres a été suivi par spectroscopie UV-visible.
Les mesures d’absorbance des solutions aqueuses des polyméres imprégnés ont été
réalisées par un spectrométre SpectraMAX Molecular Devices a une longueur d’'onde fixe
(296 nm). Le pH des solutions est de 7,4.

2.7 Spectroscopie InfraRouge a Transformée de Fourier (IRTF)

Le gonflement et I'imprégnation des polyméres sous dioxyde de carbone supercritique ont
été caractérisés par des mecures in situ par spectroscopie IRTF. Ces mesures ont été
réalisées par l'intermédiaire d’un interférométre Biorad et d’une cellule en acier équipée de
deux fenétres cylindriques en silicium. L’'une des deux fenétres est recouverte d'un film de
polymére par spin coating. L’épaisseur de chaque film est mesurée au profilométre et est
environ de 45um pour des films de PNB et de particules et de 10 ym pour un film de POE.
La température de la cellule est déterminée avec une précision de 2 K et sa pression avec

une précision de 1 bar.
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Le couplage des techniques IRM et US avec un vecteur polymére thermosensible est
un concept trés prometteur en matiére de ciblage dans le domaine de la « Drug delivery ».
L’idée est de pouvoir guider le vecteur jusqu’a une zone cible puis de provoquer le relargage
de la molécule active via un échauffement local de température par un stimulus externe.
Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous proposions de développer un vecteur
polymeére répondant a la fois aux considérations pharmacocinétiques et aux exigences des
technologies IRM et US a savoir, d'opérer des changements morphologiques a des

températures Iégérement supérieures aux températures du corps humain.

Comme nous avons pu le voir au cours de ce manuscrit, différents vecteurs a base de
PNB (T4~35°C) et d’'un macromonomére de POE ont été développés pour élaborer des
particules PNB-POE d’architecture coeur-écorce. La technique de polymérisation mise en
ceuvre pour élaborer ces vecteurs a été la ROMP en Dispersion. Dans le but d’étudier
linfluence des principaux parameétres (POE, agent réticulant) sur les caractéristiques des
particules, un plan d’expériences a été réalisé.
Nous avons montré qu’il est possible de contréler la taille des particules dans la gamme -
280 a 600 nm - en fonction de la quantit¢é de macromonomére POE incorporée. La masse
molaire du macromonomére POE (dans la gamme 2000 — 8000 g.mol™”) a quant & elle peu
d’influence sur le contrdle de la taille. Un apport significatif pour la communauté scientifique
de la ROMP en milieu dispersé concerne l'ajout d’un agent réticulant. Deux agents
réticulants ont été synthétisés présentant chacun deux entités norbornényles reliées soit par
une chaine hydrophile (POE de masse molaire 400 g.mol ™) soit par une chaine hydrophobe
(pentane). La ROMP en Dispersion en présence du premier conduit a la déstabilisation du
latex ou a la formation de particules non réticulées. Quant au second, il peut permettre
I'élaboration de particules de PNB réticulées.
La présence de cet agent réticulant conduit a la formation de particules avec des
morphologies originales de type framboise. Cette morphologie est le résultat d’'une double
nucléation. Norbornéne et agent réticulant sont consommés majoritairement dés les
premiers instants de la polymérisation et conduisent a la nucléation d’'une premiére catégorie
de particules trés réticulées et non gonflables. La consommation plus lente du
macromonomeére en présence de l'agent réticulant restant conduit ensuite a l'apparition
d’'une nouvelle population de particules qui s’associent dans un troisieme temps aux
premiers nucléi. Il a été montré que I'agent réticulant réticule le coeur comme les nodules
présageant ainsi la hausse de la Ty du matériau, non mesurable en DSC en raison de la
présence du pic de recristallisation du POE. Cette derniére considération est importante car
elle valide I'incorporation de I'agent réticulant de maniére homogéne au sein du matériau et

de ce fait la possibilité d’avoir une action sur la thermosensibilité du vecteur PNB-POE.
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Les différents vecteurs ainsi synthétisés ont ensuite été imprégnés sous CO,
supercritique par de l'acide salicylique, principe actif choisi en tant que molécule modele.
L’imprégnation sous CO, supercritique a été utilisée en raison de la possibilité de récupérer
un matériau imprégné a I'état sec et dépourvu de résidus toxiques et de la possibilité
d’'imprégner simultanément un principe actif (dans le cadre de cette thése) et une particule
inorganique (pour les perspectives du projet).

Une étude in situ approfondie du systéme PNB-CO, par spectroscopie IRTF a montré que le
PNB peut étre gonflé de 35% volumique en présence de CO, supercritique (15 MPa, 33°C).
Le méme taux de gonflement a été observé pour le POE dans la gamme (2000-8000 g.mol™)
a 15 MPa et 33°C dans la littérature. Ainsi nous avons estimé un taux de gonflement des
particules PNB-POE par le CO, supercritique a 35% volumique. Liés a ces taux de
gonflement, il est possible d'imprégner au maximum environ 40% en masse d’acide
salicylique dans le POE et 15 % en masse dans le PNB. A titre d’exemple pour des vecteurs
avec un rapport PNB-POE de 20/80 en masse, I'imprégnation sous CO, supercritique permet
'encapsulation d’environ 20% en masse d’acide salicylique. Ce taux d'imprégnation est en
accord avec celui calculé théoriquement a partir de la composition de la particule et du taux
d’'imprégnation du PNB seul et du POE seul.

L’étude in situ par spectroscopie IRTF de I'imprégnation des vecteurs PNB-POE par de
l'acide salicylique sous CO, supercritique a permis de déterminer le mécanisme
d’'imprégnation a partir du suivi de I'état de spéciation de ce principe actif sous forme
monomere ou dimeére. Etant principalement présent sous la forme dimére dans les particules
au niveau du PNB et du POE, il s’avere que l'acide salicylique n’interagit pas avec les
polyméres constitutifs du vecteur et que [limprégnation résulte uniquement de la
solubilisation de l'acide salicylique dans le CO,. Ainsi le taux d’imprégnation peut étre

controlé facilement a partir du rapport CO,/quantité des espéces introduites.

Enfin, une étude approfondie de la thermosensibilit¢é des vecteurs PNB-POE
imprégnés par de l'acide salicylique a permis de mettre en avant un nouveau concept de
relargage avec trois modes d’action. Ces particules sont capables de relarguer a
température corporelle I'acide salicylique contenu dans I'écorce de POE suivant un premier
effet flash résultant de la solubilisation des chaines de POE. Tant que la température reste
inférieure a 35°C, aucun relargage supplémentaire n’est observé et l'acide salicylique
présent au coeur du PNB reste piégé. Dans le cas de particules non réticulées, le cceur de
PNB est capable de relarguer une partie de I'acide salicylique imprégnée par contraction
lorsque 'on dépasse sa T, c’est-a dire a partir de 35°C. Ce relargage peut étre accéléré en
fonction de la température et atteint systématiquement un palier correspondant a la

contraction maximale du PNB. Il a été montré que parallelement a la contraction du PNB, les
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chaines de POE ont tendance a collapser sur la particule lorsque la température dépasse
35°C. Ce phénoméne s’accompagne du piégeage de l'acide salicylique en relargage du
coeur de PNB. Ainsi, le retour a des températures plus faibles permet un relargage dans un
troisitme temps correspondant au redéploiement des chaines de POE libérant I'acide
salicylique piégé. Pour finir, il a été montré que la présence d’agent réticulant peut moduler
le profil de relargage des particules.

Ces travaux de thése ont permis de mettre en avant un nouveau concept de
relargage thermosensible en trois temps : un premier effet de relargage rapide, un
second effet sensible a la hausse de température et un troisieme effet sensible a la

diminution de la température.

Suivant le type de vecteur choisi, différentes stratégies de libération de principe actif
sont envisageables. Tout d’abord, considérons une nanoparticule non réticulée. Un tel
vecteur injecté au niveau d’'une zone tumorale permet un premier relargage flash dés
l'injection et une action rapide au niveau des cellules malades. Ensuite, la simple présence
de la particule au niveau de la zone tumorale (température de I'ordre de 39-42°C) permet le
relargage progressif du principe actif. Ainsi, suite a une destruction en masse des cellules
malades, une action thérapeutique peut étre maintenue sur du plus long terme. Ce premier
concept ne s’inscrit pas nécessairement dans une stratégie de ciblage par stimulus externe
mais répond tout a fait aux souhaits des stratégies de relargage prolongé dans le temps

ciblant les tissus tumoraux (Figure 1).

® ® o
a 29 =

Figure 1 : Mécanisme de relargage de particules non réticulées: application pour le
relargage prolongé de principes actifs au niveau de cellules tumorales.

T=37°C

Enfin, dans le cas des vecteurs réticulés, le relargage de principe actif présent au

cceur du vecteur est possible suite a une élévation de température au-dela de 45°C. L’arrét
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de I'’échauffement conduit alors aussi a un dernier relargage de principe actif et permet de
prolonger I'action thérapeutique. On répond alors ici aux exigences des technologies de type
IRM ou US ou le relargage du vecteur n’est effectif que dans une gamme de températures
supérieures a 45°C. Dans ce dernier cas, le souhait principal étant de ne relarguer que suite

a un stimulus, le lavage préalable de I'écorce POE peut étre souhaitable (Figure 2).

T=37°C - T >45°C T=37°C
< - >

2) =

Figure 2 : Mécanisme de relargage de particules PNB-POE réticulées dont I'écorce a
été préalablement lavée : application pour le relargage contrélé via un stimulus
externe (échauffement local) de principes actifs au niveau de cellules tumorales.

Ainsi, ce travail de thése a permis de développer des vecteurs qui suivant leur
composition répondent aux attentes de différentes stratégies de relargage parmi lesquelles
se trouvent le relargage prolongé de principes actifs et le relargage thermosensible de
principes actifs. Cette derniére stratégie permet de répondre aux attentes des technologies
IRM ou US, obijectif principal de ces travaux. Ces travaux ouvrent des perspectives a la fois
prometteuses et simples a énoncer : le passage de I'in vitro a I'in vivo. Du point de vue de
I'élaboration du vecteur, il ne manque que I'incorporation de particules inorganiques dans les
vecteurs polyméres réalisable a partir de I'imprégnation et de la réactivité chimique dans les

milieux fluides supercritiques.

« La mise en place des techniques de traitement de tumeurs par ultrasons focalisés
en tant que nouvelle thérapie contre les cancers se concrétise. Cette technique
particulierement innovante est utilisée avec succes depuis un an au sein du service
d’imagerie de I'hépital Saint-André pour le traitement ambulatoire non invasif des fibromes
utérins, tumeur non cancéreuse la plus fréquente chez les femmes en &ge de procréer.
« Depuis novembre 2008, 7 patientes atteintes de fibromes utérins ont bénéficié de ce
nouveau ftraitement. La procédure s’est déroulée dans de tres bonnes conditions, sans

anesthésie et avec une tres faible quantité d’antalgiques. Les patientes ainsi traitées ont pu
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rentrer chez elles le jour méme et reprendre une activité normale dans les jours qui
suivaient » raconte le Pr Hervé Trillaud, chef du service d’imagerie diagnostique et
thérapeutique du Groupe Hospitalier Saint-André au CHU de Bordeaux. » Communiqué de
presse du 4 mai 2009 par Philips et le CHU des Hépitaux de Bordeaux.
De méme, a I'hdpital Edouard-Herriot de Lyon, le méme type d’essais ont été réalisés sur
des cancers localisés de la prostate.

Associée a des vecteurs tels que les particules PNB-POE réticulées, cette
technologie pourrait allier ablation de tissus tumoraux et thérapie de cellules cancéreuses
résiduelles. Nous ne sommes peut étre qu'a un pas de la concrétisation du couplage de la

thermoablation avec une action thérapeutique...
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Annexe 1 : Plan d’expériences

Annexe 1 : Exploitation des résultats du plan d’expériences

Les résultats du plan d’expériences ont été exploités a l'aide du logiciel Modde. Aprés
avoir indiqué les paramétres et les réponses définis dans le cadre de ce plan d’expériences,

une analyse de la matrice de réponse est réalisée. Les résultats obtenus sont les suivants :

e Cas de la taille des particules :

Tableau 1 : Matrice des essais avec réponse correspondante (le diamétre) avec AR, I’Agent Réticulant,
AS, I’Agent stabilisant, L, la masse molaire de I’AS et D,, le diamétre moyen des particules mesurées en

TEM.

AR (% mass.) | AS (% mass.) | L (g/mol) D, (nm)
0 15 8000 500
0 45 8000 316
0 15 2000 573
0 45 2000 230
10 15 8000 535
10 45 8000 340
10 15 2000 600
10 45 2000 273

30 5000 420
30 5000 382
5 30 5000 464

Tableau 2 : Résultats de I’analyse de la matrice d'expériences sur la réponse diamétre. Les D; sont les
coefficients de I'équation du modéle qui caractérise les effets de chacun des paramétres. P,s est la
probabilité que I'effet considéré ne soit pas significatif, IC est I'intervalle de confiance et R2 est le
coefficient de régression linéaire.

Effets Ecart type P.s (%) IC (%)
Dy 413 12,8132
AR (Dg) 4,36033 13,4386 75,51 31,7775
AS (D) -127,344 13,4385 3,05.E-03 | 31,7775
L(D,) -8,38525 13,4386 55,243 31,7775
R2 0,928

Le coefficient de régression renseigne sur la fiabilité du modéle et est trés bon dans ce
premier cas. D’aprés le Tableau 2, seul le facteur « masse en agent stabilisant» (AS) a un
effet significatif. En effet, sa probabilité de ne pas étre significatif (P,s) est trés faible et la
valeur de son intervalle de confiance est bien inférieure a la valeur de sont effet (Dy). Le Pys
relatif a la longueur de I'agent stabilisant est non négligeable mais la comparaison entre la
valeur de l'effet et l'intervalle de confiance correspondant montre que considérer ce facteur

n’est pas pertinent.
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e Cas de la polydispersité des particules :

Tableau 3 : Matrice des essais avec réponse correspondante avec AR, I’Agent Réticulant, AS, I’Agent
stabilisant, L, la masse molaire de I’AS et P, la polydispersité déterminée a partir des clichés TEM.

AR (% mass.) | AS (% mass.) | L (g/mol) P
0 15 2000 0,051
10 15 2000 0,147
0 45 2000 0,14
10 45 2000 0,145
0 15 8000 0,023
10 15 8000 0,131
0 45 8000 0,036
10 45 8000 0,0865
5 30 5000 0,052
5 30 5000 0,055
5 30 5000 0,083

Tableau 4 : Résultats de I’analyse de la matrice d'expériences sur la réponse polydispersité. Les P; sont
les coefficients de I'équation du modéle qui caractérise les effets de chacun des paramétres sur P. Pb est
la probabilité que I'effet considéré ne soit pas significatif, IC est I'intervalle de confiance et R2 est le
coefficient de régression linéaire.

Effets Ecart type Pb (%) IC (%)
Po 0,086 0,0101
AR (Pg) 0,029 0,0106 2,88 0,025
AS (Py) 0,006 0,0106 57,58 0,025
L (P -0,023 0,0106 6,53 0,025
R2 0,644

Le coefficient de régression étant cette fois-ci moins bon, le modéle est a utiliser avec
précaution. Afin d’avoir une tendance quant aux facteurs influant sur la polydispersité,
'analyse des résultats est tout de méme pris en compte. D’aprés le Tableau 4, il semblerait
que le facteurs « masse en agent réticulant » (AR) ait un faible P, et soit influant. Encore
une fois, au regard des intervalles de confiance et des valeurs des coefficients de ces effets,

ces résultats sont a utiliser avec beaucoup de réserve.
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Annexe 2 : Procédés de mise en forme de particules sous FSC

Procédés utilisant les fluides supercritiques comme solvant

e RESS

Le procédé RESS, qui consiste en une dissolution-recristallisation, est couramment
utilisé afin d’obtenir des poudres micro- ou nanométriques. Le solide a mettre en forme est
tout d’abord dissous dans le milieu supercritique, puis recristallisé grace a une brusque
détente vers une chambre a basse pression. La forte chute de pression accompagnée d’'une
chute de température provoque la diminution de la densité ainsi que du pouvoir solvant du
fluide supercritique entrainant une sursaturation et la précipitation du soluté. On peut alors
former de trés petites particules, des fibres ou des films.

Bien que les premiéres recherches utilisant ce procédé concernent I'obtention de
petites particules, les publications les plus récentes traitent de I'obtention de microcapsules
qui enrobent une substance active, en mélangeant les composés au cours du procédé.
Néanmoins, le procédé RESS présente un inconvénient majeur puisque de nombreuses
molécules n’ont qu’une faible solubilité dans les fluides supercritiques. Pour pallier cela, la
solution la plus courante est d’adjoindre un co-solvant en faible proportion (1-5%) au milieu
supercritique. Ainsi il a été possible d’élargir le nombre de polyméres pouvant faire I'objet
d’un traitement par RESS. Parmi les co-solvants étudiés, on trouve I'acétone ", CHCIF, 1 et
certains alcools ™ *. Par exemple, les copolyméres PS-b-(PMMA-co-PGMA) qui sont
presque insolubles dans le CO; ou I'éthanol pur ont pu étre dissous dans un mélange des
deux jusqu’a 20% en masse. Une méthode dérivée de la RESS, la RESS-N (RESS-
nonsolvant) a été développée pour I'enrobage de protéines. Une suspension de protéines
dans un mélange CO,-polymeére dissous dans un cosolvant est vaporisée au travers d’'une
buse dans une chambre a pression atmosphérique. Cette rapide dépressurisation conduit a
la micro-encapsulation des protéines dans des particules polymériques ™.

e RESOLV

Une variante intéressante du procédé RESS consiste a réaliser la pulvérisation rapide
d’'une solution supercritique dans un liquide. Ce procédé nommé RESOLV permet
notamment de coupler les avantages du RESS a des méthodes chimiques pour obtenir des

matériaux inorganiques.

Procédés utilisant les fluides supercritiques comme antisolvant

Quand le soluté est peu soluble voire insoluble dans le milieu supercritique, celui-ci

peut jouer le réle d’anti-solvant. Ce type de procédés est particulierement adapté pour des
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molécules connues pour leur trés faible solubilité dans les milieux supercritiques (polyméres
mais aussi sucres, protéines...). Outre le composé a étudier et le fluide supercritique, un
troisitme composé intervient: le solvant. Ce dernier doit avoir les caractéristiques
suivantes :

- étre un bon solvant du composé,

- avoir une bonne compatibilité avec I'anti-solvant (idéalement, ils doivent étre

complétement miscibles),
- persister le moins possible dans le solide mis en forme en fin de procédé.
Lors de la mise en contact de la solution (solvant + soluté), avec I'antisolvant

supercritique, celui-ci se dissout dans la phase, diminuant sa densité et son pouvoir de
solvatation. Simultanément, le solvant s’évapore dans la phase supercritique, augmentant la
concentration du soluté. Ce processus entraine la sursaturation du soluté qui conduit a sa
précipitation. Dans la pratique, deux modes opératoires sont rencontrés : un mode discontinu

(mode fermé) et un mode semi-continu. Les principaux sont exposés ci-dessous.

o GAS (Gaseous Anti Solvent)

GAS est une technique en batch de mode discontinu. Le CO, est introduit de maniére
progressive a l'intérieur d’'une chambre dans laquelle se trouve la solution de soluté. Le CO,
est alors pompé jusqu’a ce que la pression souhaitée soit atteinte au sein de la chambre.
Cette technique a pour principal avantage la garantie d’'un trés bon mélange entre
I'antisolvant et la solution de soluté ©.

e PCA (Particles by Compressed Antisolvent), SAS (Supercritical Antisolvent), ASES
(Aerosol Extraction System)

Pour ces trois procédés, le CO, (supercritique pour le SAS ou souscritique pour le
PCA) est tout d’abord amené dans les conditions de pression et température souhaitées a
lintérieur d’une cellule haute pression. Ensuite, la solution organique est vaporisée au
travers d’une buse a l'intérieur de la chambre entrainant la formation de particules.

Lors d’'un procédé ASES, I'anti-solvant et la solution organique sont simultanément
vaporisés dans la cellule haute pression en conditions. Cette technique permet le
« recyclage » du fluide supercritique ainsi que du solvant. FSC et antisolvant peuvent ainsi
circuler en continu au travers montage.

e SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids)

SEDS est une technique innovante développée par Hanna et York . Dans ce
procédé, le fluide supercritique est utilisé a la fois pour ces propriétés chimiques, mais
également en tant que produit améliorant la pulvérisation via un effet mécanique. Une buse
coaxiale a double entrée permet d’introduire ensemble le fluide supercritique et la solution
dans une chambre ou se forment les particules et dans laquelle on peut contrdler la pression

et la température. La géométrie de la buse permet de travailler a de forts nombres de
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Reynolds (bon mélange) et faibles nombres de Weber (gouttelettes de petite taille) en
accroissant la vitesse du fluide. Cette technique a, entre autre, permis d’élaborer des
procédés de formation de particules de principe actif. La solution de principe actif et le fluide
supercritique sont simultanément introduits par la buse dans la chambre entrainant la
formation des particules. Il est alors imaginable de diluer a la fois le principe actif et un
polymére dans une méme solution et donc de former des particules de polymeére imprégnées
de principe actif.

e PGSS (Particles from Gas Saturated Solutions)

La solubilité des gaz dans les liquides et les solides et beaucoup plus grande que celle
des liquides et solides dans les gaz. C’est a partir de cette notion qu’a été développé le
procédé PGSS dans lequel le fluide joue cette fois le rble de soluté. Le procédé consiste a
solubiliser une quantité importante de fluide supercritique dans une substance fondue ou
dissoute dans un solvant entrainant la formation d’'une solution saturée en gaz. Cette
derniére est alors expansée au travers d’une buse dans une chambre de pulvérisation, ce
qui forme des gouttelettes ou des particules solides. L’effet conjugué du refroidissement du
mélange ainsi que I'expansion du volume du gaz fait précipiter la substance. Les particules
sont alors collectées dans le réacteur aprés dépressurisation et le fluide supercritique peut
étre réutilisé. Ce procédé reposant sur la solubilité du fluide supercritique dans le soluté, il
permet la mise en forme de nombreux composés peu solubles dans les fluides

supercritiques et est donc particulierement adapté aux polyméres.

Procédés utilisant les fluides supercritiques comme cosolvant

o DELOS (Depressurazation of an Expanded Liquid Organic Solution):

Le « DELOS » (en frangais, dépressurisation d’'une solution organique expansée) est
une nouvelle méthode de mise en forme de particules. Ce procédé differe des précédents de
par I'action du fluide, ici utilisé en tant que co-solvant totalement miscible (a la température
de travail T, et la pression de travail P;) avec la solution soluté-solvant organique. Ici, le role
du fluide est de produire, lors de sa vaporisation, un refroidissement rapide et homogéne de
la solution s’accompagnant de la précipitation de particules solides.

Dans une premiére étape, le soluté est dissous dans un solvant organique a pression
atmosphérique (P.m) et a T, afin de former une solution avec un taux de supersaturation
initial B=C/Cs ou C, est la concentration du soluté dans la solution initiale et Cs est la
concentration limite a saturation du soluté dans le mélange solvant organique-fluide a T..
Dans une seconde étape, le gaz condensé (par exemple le CO,) est ajouté a la phase
organique dans le but d'obtenir une solution liquide expansée a T, et P, contenant une

fraction molaire en fluide X;. La concentration en soluté dans la solution expansée a cette
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étape doit rester en dessous de la limite de saturation. Dans une derniére étape, la
dépressurisation rapide de la solution de P; a P, produit une ample, rapide et homogéne
diminution de la température. Il en résulte une hausse importante et homogéne du taux de
supersaturation de la solution s’accompagnant de la précipitation et de la nucléation de
particules de taille allant du nanomeétre au micromeétre et présentant une faible polydispersité
y)

Le « DELOS » est un procédé prometteur de mise en forme de particules qui peut étre
une alternative plus facile a mettre en ceuvre a I'échelle industrielle que les procédés GAS
ou PCA.
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1. La méthode barométrique (pressure decay)

La masse de gaz absorbée par un échantillon de polymére est obtenue en mesurant la
différence entre la pression initiale (a la fin de l'ajout du gaz) et la pression aprés
stabilisation. La quantité absorbée est calculée a partir des mesures de température, de
pression et d’'une équation d’état du gaz étudié . Il est alors nécessaire de connaitre avec

précision le volume du montage.

2. La méthode gravimétrique
Cette méthode permet de suivre la cinétique de désorption/absorption du CO, contenu
dans un polymeére. La variation de la masse de I'échantillon peut étre mesurée soit aprés

retrait de 'échantillon de la cellule haute pression (méthode peu précise) #®, soit in situ .

3. La méthode par modulation de fréquence
Cette méthode utilise une microbalance de quartz. Un fin cristal de quartz est recouvert
d’'un film de polymére. Le tout est positionné entre deux électrodes métalliques capables
d’établir un courant alternatif a travers le cristal. Il en résulte I'apparition d’'une onde
vibrationnelle dont la fréquence de résonance varie linéairement avec la masse de
I'échantillon . Le challenge de cette méthode est la préparation de films de polyméres
présentant une bonne adhésion au cristal. Ceci est d’autant plus difficile qu’il limite le nombre

de polyméres analysables .,

4. La méthode par séparation de phase
Le polymere est exposé a du CO, supercritique dans un autoclave. Aprés
établissement de I'équilibre thermodynamique, des échantillons sont prélevés dans les deux
phases : la phase riche en polymére et la phase riche en gaz. La quantité de CO, dans la
phase riche en polymére détermine la solubilité du CO, dans le polymeére. Cette valeur peut
étre obtenue suite au dégazage du POE dont la quantité peut étre déterminée soit par

chromatographie soit par gravimétrie.

5. La méthode par suivi visuel In Situ
Cette technique nécessite une cellule haute pression constituée de deux fenétres
(saphir """ porosilicate ['?), qui se font face afin de visualiser le comportement du
polymére en présence de CO, en fonction de la température et de la pression. Pendant
'expérience, des images de I'échantillon en gonflement sont prises a intervalles réguliers.
L’analyse des images est ensuite faite au moyen d’'un logiciel adapté (Image J...).
La plupart de ces études ont été complétées par une analyse (non simultanée) de

I'absorption de CO, supercritique par gravimétrie.
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6. Ellipsométrie spectroscopique in situ
L’ellipsométrie spectroscopique permet I'analyse de films fins de polymeres. Au moyen
de cette technique, Sirard et al. ont mesuré l'absorption de CO, supercritique et le
gonflement pour des films de poly(dimethylsiloxane) (PDMS). Le gonflement est déterminé a
partir de la mesure de I'épaisseur et I'absorption en CO, supercritique, a partir de celle de
l'indice de réfraction du film. L’ellipsométrie est 'une des rares techniques a permettre la

mesure simultanée de I'absorption de FSC et du gonflement d’un polymére "3,

7. La spectroscopie par ATR (Attenuated Total Reflectance Infra Red)

Le montage d’analyse appelé « Golden Gate » ATR permet de mesurer simultanément
'absorption du CO, supercritique et le gonflement résultant du polymére. Il consiste en un
cristal (a base de diamant ou de germanium) sur lequel est fixée une cellule haute pression
(Figure 1). Le film de polymére est dans un premier temps élaboré a la surface du cristal,

puis le tout est enserré dans la cellule et mis sous conditions supercritiques.

a)

Polymer
Sample

_ High-Pressure Cell
- Evanescent Wave

' — ATR Crystal

Infrared Light

b)

Palymer sample
swollen by high-
pressure
CO;

Figure 1 : Représentation schématique d'un film de polymére déposé sur le cristal I’ATR-IR 63

La spectroscopie par ATR ne tient pas compte de I'absorbance du gaz seul diffus dans
la cellule. En effet, 'onde IR incidente génére une onde évanescente qui ne parvient pas a
pénétrer au-dela du film de polymere. Ainsi, les seules bandes du CO, supercritique
détectées sont celle du fluide dissous dans le polymére et la concentration en CO,
supercritique dissous peut étre obtenue en mesurant I'absorbance des bandes Infra Rouge
correspondantes du gaz. En transmission, il est plus difficile de s’affranchir du CO,
supercritique diffus dans la cellule.

Simultanément, les mesures de I'absorption de CO, supercritique par un polymére et
de son gonflement résultant sont possibles au regard de leurs bandes caractéristiques 2.

Les échantillons utilisés pour la spectroscopie par ATR étant des films fins, la
caractérisation d’un polymére lors de son gonflement sous CO, supercritique est rapide.
Cependant, cette technique présente quelques limites. D’'une part, le dispositif ’ATR ne
permet la caractérisation qu’en surface du polymeére (pénétration de I'onde sur une faible

épaisseur) et ne donne donc pas dinformations sur 'homogénéité des phénoménes
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observés. D’autre part, I'indice de réfraction du polymére change lors de son gonflement et

par conséquent la longueur de pénétration de I'onde électromagnétique (et le trajet optique /

) varient. La mesure du gonflement exige alors la connaissance de la variation de l'indice de

réfraction de I'échantillon. Cette grandeur est accessible en analysant le polymére pressurisé

lors de deux expériences distinctes utilisant deux cristaux a ATR différents

10.
11.

12.
13.

[63]
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