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INTRODUCTION GENERALE

Les nanoémulsions (NES) sont des systemes métastables comportant au moins deux
phases liquides non miscibles, en général I'cau et T'huile, dispersées I'une dans I'autre sous
forme de gouttelettes sphériques de 20 a 200 nm de diamétre. Les NEs ont été developpées
depuis une quinzaine d’années grace a lamélioration de la compréhension des méthodes
d’émulsification a basse énergie et la disponibilité des techniques d’émulsification a haute
énergie. Les NEs ont alors suscité un intérét grandissant, spécialement durant la derniere
décennie, dans différents domaines tels que la chimie, les sciences des matériaux et
les sciences pharmaceutiques et médicales. Dans le domaine pharmaceutique, les NEs ont été
développées pour améliorer la délivrance des substances actives (SAs). Les NEs huile dans
eau permettent de solubiliser les SAs hydrophobes peu ou pas solubles dans [I'eau.
Leur surface spécifique accrue par rapport aux émulsions conventionnelles permet une
meilleure  libération de la substance active (SA) et, en conséquence, améliore
leur biodisponibilité. Les NEs peuvent également améliorer la stabilité chimique des SAs
sensibles aux dégradations enzymatiques et chimiques. En raison de I’augmentation
de I'interface  huile/eau (O/W) par rapport aux émulsions conventionnelles, les NEs
nécessitent I'utilisation de concentrations plus ¢élevées d’agents émulsionnants, indispensables
pour leur stabilisation. Actuellement, 80 % des agents émulsionnants utilisés pour
la stabilisation des NEs pharmaceutiques sont des tensioactifs synthétigues de faible masse
molaire. Ces tensioactifs sont associés a des effets irritants, voire toxiques, pour
les différentes  voies  d’administration. Cela  limite  I'utilisation des NEs et plus
particulierement pour le tratement a long terme de maladies chroniques. Pour
le remplacement  des tensioactifs de synthése, les  phospholipides, principalement
la phosphatidylcholine, sont actuellement utilisés dans ce domaine en tant qu’agents
émulsionnants naturels. Une autre approche se trouve dans le domaine des NEs
agroalimentaires et consiste en [lutilisation des biopolymeres tels que les protéines et
les polysaccharides. Au meilleur de notre connaissance, une seule étude se trouve dans

la littérature pour appliquer cette approche dans le domaine pharmaceutique (He et al., 2011).

La pB-lactoglobuline (B-lg) est une petite proteine globulaire trés largement étudiée et

utilisée dans le domaine alimentaire. Sa structure est bien caractérisée et ses propriétés
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interfaciales et émulsionnantes bien établies. Ce projet de thése propose cette protéine en tant
quexcipient a utiliser en association avec une des méthodes d’émulsification a haute énergie.
Ce type de méthode consiste en lapplication de forces intenses pour rompre les grosses

gouttes des émulsions et produire des gouttelettes nanométriques.

L’objectif de cette theése est donc de formuler des NEs stabilisées par la [-Ig,
la protéine principale du lactosérum, de comprendre les mécanismes de stabilisation et
déstabilisation par cette protéine, ainsi que I'influence du procédé de préparation des NEs sur
la structure de la protéine et, enfin, d’évaluer ce systéme pour encapsuler une SA

pharmaceutique en vue d’une délivrance cutanée.

Le premier Chapitre de ce mémoire est une synthése bibliographique sur le theme
des NEs et des aspects physico-chimiques a prendre en compte pour leur préparation et
leur stabilisation. Nous présentons une revue sur la stabilisation des NEs avec
des biopolymeéres établie sur la base des données existantes dans le domaine agroalimentaire

et nous discutons I'intérét de ces systémes pour des applications phrmaceutiques.

Le deuxieme Chapitre presente une étude experimentale sur la préparation des NEs
stabilisées par la B-Ig et des facteurs influengant les propriétés et la stabilité des NEs obtenues.
L’effet de la composition (la concentration en proteine dans la phase aqueuse, la nature et
la fraction massique de la phase huileuse) et des conditions du procédé (la pression et
le nombre de cycles d’homogénéisation) ont été étudiés systématiquement. Une étude
physico-chimique a également été menée pour mieux comprendre les mécanismes

de stabilisation et/ou de déstabilisation des NEs par cette protéine.

Le procédé de préparation des NEs est susceptible d’altérer la structure de la protéine
et ses propriétés en tant qu’agent émulsionnant. Le troisieme Chapitre présente donc
une étude expérimentale sur ces aspects pour mettre en évidence la relation entre la structure

de la protéine et son efficacit¢ optimale en tant qu’agent émulsionnant.

Le quatrieme Chapitre de cette thése vise a étudier I'efficacité des NES développées
pour [Dencapsulation de [Iisotrétinoine, (acide 13-Cis-rétinoique), un derivé synthétique
de la vitamine A souvent utilis¢ pour le traitement de Pacné sévere, sélectionné pour ce travail

en tant que substance hydrophobe modeéle.
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Nous discuterons ensuite de I'ensemble des résultats obtenus au cours de ce travalil
de these pour les replacer dans le contexte scientifique actuel avant de conclure et d’ouvrir

des perspectives pour la suite de ce projet.
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nanoemulsions as potential delivery systems for poorly water-soluble drugs:
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Journal of Nanomedicine 6, 521-533.

13



14



CHAPITRE 1

Etude bibliographique : les nanoémulsions

1 Introduction

Les NEs sont des systemes émulsionnés qui ont suscité un intérét croissant au cours
des deux dernieres décennies. La synthese bibliographique présentée dans ce Chapitre est
basée principalement sur les nombreuses références parues dans ce domaine depuis la fin des
années 1990.

Apres avoir présenté les NEs et leurs spécialités par rapport aux autres systemes
émulsionnés, nous décrirons leurs mécanismes de déstabilisation puis les méthodes utilisées
pour les stabiliser et les fabriquer. Nous insisterons sur les avantages et les inconvénients de

ces systemes particulierement pour des applications pharmaceutiques.

Actuellement, dans le domaine alimentaire, les protéines sont largement utilisées
comme agents émulsionnants. Nous discuterons leur intérét pour stabiliser des NEs
pharmaceutiques en remplacement des tensioactifs de synthése actuellement utilisés dans ce

domaine.

Cette synthése bibliographique nous permettra de sélectionner la protéine et le procédé

pour fabriquer des NEs innovantes destinées a encapsuler une SA pharmaceutique.
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2 Définitions

2.1 Systemesemulsionnés

Les systemes émulsionnés, ou simplement les émulsions, sont des systemes
comportant au moins deux phases liquides non miscibles, en général de I’eau et I’huile,
dispersées I'une dans lautre sous forme de gouttes. Il s’agit de systémes hors équilibre
thermodynamique en raison de [Dénergie libre a Iinterface entre les deux phases. La
formulation des systémes émulsionnés nécessite donc Iutilisation d’agents émulsionnants
pour réduire la tension interfaciale et améliorer la stabilit¢ cinétique de ces systémes.
L’appellation « émulsion» désigne une famill de systémes comprenant les macroemulsions,
les NEs et les miniemulsions, se distinguant par le diamétre de gouttes, et dont les propriétes
applicatives peuvent varier significativement. Les deux phases dans les émulsions peuvent
étre regroupées en deux grandes familles: la phase polaire et la phase apolaire. La phase
polaire regroupe en général des liquides associés a la fois par des interactions de type Lifshitz-
van der Waals et des interactions de type acide-base de Lewis, comme des liaisons hydrogene.
Dans la plupart des cas, la phase polaire est une solution aqueuse. La phase apolaire dite
« phase huileuse » regroupe des liquides non associés ne mettant en jeu que des interactions
de type Lifshitz - van der Waals (Sjoblom, 1992; Schuster, 1996).

Les systemes émulsionnés peuvent étre classés en fonction de la nature des phases
continue et dispersée. La phase dispersée peut étre soit de I'huile, on parle alors d’émulsions
directes huile/eau (O/W), soit la phase aqueuse, on a alors des émulsions inverses eau/huile
(W/O). Les émulsions peuvent aussi étre tri-phasiques. Il s’agit alors d’émulsions
multiples (W/O/W ou O/W/O) (Tadros, 2013).

2.2 Macroémulsions

Les macroémulsions sont des émulsions dont le diametre des gouttes est de I’ordre du
micrométre. Elles sont généralement obtenues par agitation mécanique. Cependant le terme

« émulsion » sans précision est traditionnellement utilisé pour désigner ce groupe de systemes
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émulsionnés. Pour les désigner, on trouve aussi d’autres termes comme « émulsion

classique » et « émulsion conventionnelle ».

2.3 Nanoémulsions

Les NEs sont des émulsions avec un diamétre de gouttes nanométriques, dites « nano-
gouttes ou gouttelettes » et une distribution de taille étroite. Cependant, il n’y a pas encore de
consensus dans la littérature pour définir précisément la gamme de diamétre qui peut étre
considérée comme « nanométrique ». Selon les auteurs, on peut trouver différentes valeurs de
diametre définissant les NEs : par exemple un diametre inférieur a 200 nm (Mason et al.,
2006), de 20 a 200 nm (Solans et al., 2005; ElAasser et Sudol, 2004; Chen et al., 2011), de
50 a 200 nm (Tadros et al. 2004), de 5 a 200 nm (Thakur et al., 2012; Devarajan et al., 2011)
et de 100 a 500 nm (Shah et al., 2010). Nous retiendrons dans ce travail la définition de

Solans et al. (2005) soit un diametre compris entre 20 et 200 nm.

Les NEs sont des systemes «métastables», c’est-a-dire hors  équilibre
thermodynamique. Néanmoins, grace a leur diamétre de gouttelettes ultrabas, elles présentent
une stabilité cinétique plus importante par rapport aux macroémulsions. Comme toute
émulsion non concentrée en phase dispersée, les NEs ont des gouttelettes sphériques en raison

de la pression de Laplace élevée.

Les NEs directes (O/W) sont largement utilisées dans différents domaines dont celui
de la pharmacie. Les applications pharmaceutiques des NEs (O/W) seront détaillées dans la
Partie 9 de ce Chapitre. Pour leur part les NEs inverses (W/O) sont quasiment absentes dans
ce domaine et ne sont pas abordées dans ce travail. Les NEs pharmaceutiques multiples
(W/O/W) ont été récemment décrites dans certaines références (Schwarz et al., 2012;
Sigward, 2014).

2.4 Miniemulsions, émulsions ultrafines ou émulsions submicroniques

On trouve les termes « miniémulsions » (Mason et al., 2006; El-Aasser et Sudol 2004)

et « émulsions ultrafines » (Joscelyne et Tragardh, 2000) qui désignent aussi des émulsions de
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taille submicronique. Le terme « émulsions submicroniques » est fréquemment utilisé pour
des émulsions dont la taille de gouttelettes est comprise entre 1 et 1000 nm et dont les
propriétés physico-chimiques varient en fonction de leur taille de gouttelettes (Joscelyne et
Tragardh, 1999; Cortés-Mutioz et al., 2009). Les NEs font donc partie des miniémulsions ou
émulsions submicroniques mais correspondent aux tailles les plus faibles de cette famille

d’émulsions.

25 Microémulsions

Les microémulsions sont des systtmes dans lesquels un tensioactif particulierement
performant rend possible la coexistence, a I’échelle quasi moléculaire, des phases eau et huile.
Les microémulsions présentent des microdomaines qui ne sont pas nécessairement sphérigques,
de petite dimension, typiquement de l'ordre de 10 & 50 nm, fluctuant rapidement dans le
temps et dans Pespace. Dans les microémulsions, I’énergie libre de Gibbs du systeme est plus
faible que celle du systéeme présentant deux phases séparées. Dans ce cas, I’émulsification est
alors spontanée et les microémulsions sont thermodynamiquement stables, contrairement aux

macro/mini/nano — émulsions (Salager et al., 2001).

Les microémulsions ne sont donc pas des émulsions avec un diametre de gouttelettes
micronique comme leur appellation semble vouloir le dire. Plusieurs auteurs ont estimé que
cette appellation était une «erreur historique » parce qu’elle fait une confusion entre deux
systemes complétement différents : la famille des émulsions (macro, mini et nano) et ce qu’on
appelle idiomatiquement « microémulsion», méme si les deux systémes sont composeés des
mémes ingrédients. En particulier, une confusion est souvent faite entre les NEs et les
microémulsions (Anton et Vandamme, 2011) en raison de la similarit¢ de leurs méthodes de

préparation a basse énergie comme on le verra dans la Partie 6.1.

3 Meécanismes de déstabilisation des nanoémulsions

En général, les émulsions subissent des mécanismes de déstabilisation irréversibles (le

mlrissement d’Ostwald et la coalescence) et réversibles (la floculation et la séparation
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gravitationnelle). Au cours des phénoménes de déstabilisation irréversibles, les gouttelettes
subissent un changement de taille de gouttelettes de fagon qu’il soit impossible de restaurer
I'état initial du systtme. Néanmoins, pendant les phénomenes réversibles la taille des
gouttelettes reste stable, mais le systéeme devient moins homogeéne concernant la distribution
spatiale des gouttelettes (Tadros, 2013). Il est alors possible de restaurer ’homogénéité du
systeme par simple agitation. Il est important de noter que, en général, les différents
mécanismes de déstabilisation ne se produisent pas séparément. Les systemes émulsionnés
peuvent subir un ou plusieurs phénomenes simultanément avec une amplitude différente. La
présence d’un de ces phénomenes peut favoriser la survenue d’un autre. La présence et
I'importance de chaque mécanisme de déstabilisation dans les NEsS en particulier seront

discutées dans les Parties 3 et 8 de ce Chapitre.

3.1 Mirissement d’Ostwald

Le mirissement d’Ostwald est 'augmentation de la taille des gouttelettes au cours du
temps. L’origine de ce phénomeéne provient de la polydispersité de la taille des gouttelettes et
de la pression de Laplace. La force motrice de ce mécanisme est la solubilit¢ de la phase
dispersée dans la phase continue (Taylor, 1998). Pour une gouttelette sphérique, la pression de
Laplace (AP, Pa) est definie comme la différence de pression entre l'intérieur et l'extérieur de

la gouttelette, et donnée par I’équation de Laplace (Equation 1).

AP = — Equation 1

ol y est la tension interfaciale O/W (N.m™) et r est le rayon de la gouttelette (m). Cette
équation montre que plus les gouttelettes sont petites plus la pression de Laplace est
importante. Cela impliqgue que le potentiel chimique dans les petites gouttelettes est plus élevé
que dans les grosses gouttelettes. En conséquence, la solubilité de la phase dispersée dans les
petites gouttelettes est plus importante que dans les grosses. Le retour vers I’équilibre
thermodynamique se fait par un flux de matiere de la phase dispersée a travers la phase
continue (Figure 1) des petites gouttelettes vers les grosses jusqu’a la disparition compléte des
plus petites gouttelettes.
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Figure 1 : lllustration du phénomene de mdrissement d'Ostwald dans une émulsion O/W (d’apres
Brochette, 1999).

La difference de potentiel chimique entre les gouttelettes de differentes tailles est

donneée par I’équation de Kelvin (Equation 2) :

2yV, .
S(r) = S(oo)exp[ﬁ Equatlon 2

oU: Sy est la solubilit¢ de T'huile présentée sous forme de gouttes de rayon r (m), S est la
solubilit¢ de I'huile quand la courbure est infinie, c’est-a-dire quand on atteint la séparation
des phases,y est la tension interfaciale O/W (N.m?), Vi est le volume molaire de I'huile

(m®.mol), R est la constante des gaz parfaits (J.mol*.K™®) et T est la température absolue (K).

L’augmentation de la solubilit¢ avec la diminution de la taille des gouttelettes
implique que la concentration en huile au voisinage des petites gouttelettes est plus élevée
qu’au voisinage des grosses, donc les molécules de I'huile tendent a diffuser du voisinage des

petites gouttelettes vers les grosses en raison du gradient de concentration.

La vitesse du mirissement d’Ostwald (o, mP.s™) est donnée par I'Equation 3. Selon la
théorie LSW de Lifshitz-Slyozov-Wagner (Lifshitz et Slyozov, 1961; Wagner, 1961), il y a
une relation linéaire entre Paugmentation du rayon au cube (©° = le volume) et le temps. La
pente de cette relation est la vitesse du mdrissement d’Ostwald.
_r’—ry  8yV,S,D

W= = Equation 3
t 9RT
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our est le rayon moyen des gouttelettes (m) a un instant t (), roest le rayon moyen des
gouttelettes (m) a t = 0 (le rayon initial), D est le coefficient de diffusion translationnelle de

I'huile & travers la phase continue (m?.st).

En théorie, le mlrissement d’Ostwald va continuer jusqu’a la formation d’une seule
goutte, c’est-a-dire jusquau déphasage total. Néanmoins, & partir d’une certaine taille
(Ipmenviron) la difference de solubilit¢ devient extrémement faible et insuffisante pour

entrainer ce phénoméne (Salager et al., 2006).

Plusieurs stratégies ont été développées pour éviter le mirissement d’Ostwald. Parmi
elles on peut citer :

- L’utilisation d’une phase huileuse avec une trés faible solubilit¢ dans Peau. En
effet, la déstabilisation par mirissement d’Ostwald est peu présente dans une NE
préparée avec une huile ayant une trés faible solubilité dans I'eau telle que les
triglycérides a longues chaines aliphatiques (ex: huile de mais, de soja et de
tournesol). Néanmoins, ce phénomeéne peut se produire rapidement dans une NE
préparée avec une huile de solubilité plus importante telle que les triglycerides a
courtes chaines et les huiles essentielles (Jafari et al., 2007; McClements, 2011,
Ahmed et al., 2012).

- L’ajout de composés hydrophobes dits «ultrahydrophobes» dans la phase huileuse

afin de réduire sa solubilit¢ dans la phase aqueuse (Landfester et al., 1999).

- Lutilisation d’un mélange de deux huiles de solubilités différentes dans la phase
aqueuse : Phuile la plus soluble a tendance a migrer davantage a partir des petites
gouttelettes vers les grosses, ce qui conduit & former des grosses gouttes riches en
huile la plus soluble et des petites gouttes riches en huile la moins soluble. La
difference de composition est thermodynamiquement défavorable en raison de
I'entropic de mélange (il est plus favorable d'avoir les deux lipides répartis
uniformément dans l'ensemble des gouttelettes). En conséquence, il en résulte une
force motrice d’origine entropique agissant dans le sens opposé a leffet du
mirissement d’Ostwald (Tadros et al., 2004).

- L’utilisation de polyméres fortement adsorbés a interface. Les polyméres ayant une
activité¢ de surface se déplacent vers I'interface apres I'émulsification. Cela permet

a la fois de réduire la tension interfaciale en synergie avec le tensioactif, et de
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former une couche compacte a [Iinterface limitant le mdrissement d’Ostwald
(Durand et al., 2004; McClements, 2011; Chebil et al., 2013).

3.2 Coalescence

La coalescence est I'inverse de I'étape de dispersion. Les gouttes vont fusionner pour
former une goutte plus grosse suite a la rupture du film de phase continue entre elles, et
arriver in fine au déphasage total (Figure 2). Tous les phénomenes qui favorisent le
rapprochement des gouttes placent le systtme dans une situation a priori favorable a la

coalescence.

2) \2)
U

Figure 2 : lllustration du phénoméne de la coalescence entre deux gouttelettes.

La présence de la coalescence comme mécanisme principal de déstabilisation est
genéralement Vérifiee par la présence d’une relation linéaire entre I'inverse du carré du rayon
moyen des gouttelettes (1/r°) et le temps et par la présence d’élargissement de la distribution
de taille (Deminiere et al., 1999). Nazarzadeh et al. (2013) ont estimé que la cinétique de la
coalescence peut étre dépendante du mouvement brownien des gouttelettes, qui induit leur
collision et ensuite la coalescence. Elle dépend alors du rayon moyen des gouttelettes au cube
(). De cette facon, il n’est pas toujours simple de distinguer entre la coalescence et le
mirissement d’Ostwald. Ces derniers auteurs ont constaté que la coalescence est plus
probable avec une faible concentration en tensioactif quand les gouttelettes ne sont pas
complétement recouvertes par le tensioactif. Une tension interfaciale trés faible peut aussi
augmenter la coalescence puisque la déformation les gouttelettes lors de leur collision est
facile (Solans et al., 2002).
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3.3 Floculation

La floculation est un processus physico-chimique au cours duquel les gouttelettes
d’une émulsion s'agglomérent pour former des grappes dites « flocs » plus grosses. L’origine
du phénoméne de floculation est une compétition entre Iagitation thermique et les forces
d’interactions inter-gouttelettes. Une gouttelette de la phase dispersée est animée d’un
mouvement brownien induit par les chocs avec les molécules de solvant, et qui provoque des
chocs entre gouttelettes elles-mémes. De Tautre cOté, les gouttelettes de I’émulsion sont
attirées les unes aux autres par les interactions de van der Waals, et se repoussent par la
répulsion due aux doubles couches électrostatiques. Les doubles couches électrostatiques
proviennent de l'existence d’une charge a la surface des gouttelettes. Cela implique que les
ions du milieu vont s’organiser en deux couches nonhomogénes appelées double couche

électrique (Figure 3).

Dans la premiere (couche de Stern), les ions avec une charge de signe opposé a celle
de la surface (contre-ions) vont se concentrer autour de la gouttelette. Dans la seconde
(couche de diffusion), les ions avec la charge de méme signe (co-ions) seront repoussés vers
I'extéricur. Loin de la surface, la concentration en ions positifs et négatifs est la méme, ce qui
induit un milieu électriquement neutre. Lorsque deux gouttes chargées se rapprochent,
I'interpénétration des doubles couches ¢lectriques va générer un potentiel de répulsion

électrostatique.
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Figure 3 : Double couche électrique autour d’une gouttelette chargée négativement.

L’énergie d’interaction de van der Waals (Wypws, J) et I'énergie de répulsion des

doubles couches électrostatiques (Wr, J) sont données par les Equations 4 et 5 (Shaw, 1992).

Ar

Wogws = -0 Equation 4
2
zey
22 exp -1
W, = 64merKyT exp[—«L] [ZKBT] Equation 5
PI2R,T

ou A est la constante de Hamaker (J), r est le rayon de la gouttelette (m), L est la distance
entre deux gouttelettes (m), ¢ est la permittivité de la phase continue (kgt.m=.sec*.A%), p est
la masse volumique de la phase continue (kg.m™), z est le nombre de charges, k est l'inverse
de la longueur de Debye (m?), e est la charge de I'électron (= 1,6 x 10 C), y est le potentiel
électrostatigue a mi-distance entre les gouttelettes (V), Kg est la constante de Boltzmann
(=1,38 x 102 J.KY) et T est la température absolue (K).
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D’autres mécanismes ont €té proposés pour la floculationtels la floculation par

déplétion et la floculation par pontage (Dickinson, 1989).

La floculation par déplétion se produit dans les émulsions ou on utilise un excés
d’émulsifiant dans la phase continue sous forme de micelles ou bien des chaines de polymére.
Lorsque deux gouttelettes se rapprochent, les objets micellaires ou polymériques n’accédent
plus a Tespace séparant les deux gouttelettes en raison d’empéchement stérique. Cela
implique une différence de pression osmotique entre la phase continue et la zone séparant les
gouttelettes qui favorise un flux de liquide de la zone «inter-gouttelettes » vers le reste de la

phase continue qui provoque le rapprochement des gouttelettes comme illustré sur la Figure 4.

[ ] ° Y [ ]
. ) * . ) .
. = y °
\l7
[ ] (]
= IR )
. ZIN .
[ ] [ ]
° (] O
[ ]
‘ ) )
. . ° .
Figure 4 : Illustration de la floculation par déplétion (d’aprés Brochette, 1999).

La floculation par pontage est induite par I'adsorption a la surface des gouttes de
polymere de masse molaire élevée. Ce polymére peut s’adsorber simultanément sur plusieurs

gouttes, réalisant un «pontage» qui va induire la floculation.

3.4 Sédimentation ou crémage

La sédimentation observée pour les émulsions W/O et le crémage observé pour les

émulsions O/W sont le résultat du méme phénomeéne, dont le moteur est la pesanteur. Une
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gouttelette de la phase dispersée est animée d’un mouvement brownien aléatoire. La méme
gouttelette est aussi soumise au champ de pesanteur terrestre, qui tend a imposer un
mouvement vers le bas (sédimentation) si la goutte est plus dense que la phase continue ou
vers le haut (crémage) dans le cas contraire. Cette compétition entre agitation brownienne et

pesanteur aboutit a une inhomogénéité de I'émulsion laissée au repos.

La vitesse de migration des gouttelettes (v, m.s) (par crémage ou par sédimentation)

est décrite par la loi de Stokes (Equation 6) :

Apgr?
Ne

Equation 6

V=9

ol g est laccélération due & la pesanteur (m.s2), Apest la différence entre les masses
volumiques des phases (kg.m?3), r est le rayon de la goutte (m) et m. est la viscosité
dynamique de la phase continue (Pa.s). Le rayon de gouttelettes a donc Teffet le plus
important sur la vitesse de la séparation gravitationnelle. La différence de densité entre les
deux phases joue aussi un role favorable a la séparation. De lautre coté, la viscosité de la

phase continue a un effet limitant sur la séparation gravitationnelle.

4 Agents emulsionnants utilises pour la formulation des

nanoémulsions

La formulation des NES, en raison de I’énergic libre a I'interface, nécessite I’utilisation
d’une classe d’ingrédients appelés agents émulsionnants  (ou émulsifiants). Les agents
émulsionnants sont des molécules amphiphiles. Ils possédent une activité¢ interfaciale
liquide-liquide qui peut réduire la tension interfaciale et, par conséquent, rendre possible
I'obtention et la stabilisation des emulsions. De fagon générale, on peut classer les agents
émulsionnants dans deux groupes différents : les tensioactifs de faible masse molaire et les
agents emulsionnants macromoléculaires (ou polymériques). En dehors de cette classification,

il yaaussi la stabilisation de Pickering par des fines particules solides.
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4.1 Tensioactifs de faible masse molaire

Traditionnellement, la formulation des émulsions fait appel a Tutilisation de
tensioactifs de faible masse molaire. Les tensioactifs de ce groupe sont composés d’une téte
hydrophile (polaire) et d’une chaine hydrophobe ou lipophile (apolaire). Ces molécules vont
donc rechercher des milieux possédant a la fois des caractéristiques hydrophiles et lipophiles.
Elles vont ainsi s’adsorber aux surfaces libres ou aux interfaces et réduire la tension
interfaciale. Les tensioactifs sont classés suivant la nature de la téte polaire. On distingue deux
groupes distincts : les tensioactifs ioniques (anioniques, cationiques ou amphoteres) et les
tensioactifs non ioniques tels que les tensioactifs éthoxyles (Rosen et Kunjappu 2012). Les

tensioactifs utilisés pour la stabilisation des NEs pharmaceutiques seront détailles dans la
Partie 9.

4.2 Agents émulsionnants macromoléculaires (polyméres)

Il est possible de stabiliser les émulsions par des polymeres. Les polyméres utilisés
dans ce domaine, appelés parfois tensioactifs polymériques, sont classés généralement dans
deux groupes: (1) les homopolymeres, tels que le poly(oxyéthylene) PEO et la
poly(vinylpyrrolidone) PVP, qui sont les moins efficaces et, a notre connaissance, non utilisés
pour la stabilisation des NEs, et (2) les copolymeres a blocs tels que le Poloxamer qui est
composé de deux blocs de polyéthylene glycol et un bloc de polypropylene glycol (Tadros,
2009). Des biopolyméres ont été aussi étudiés pour la stabilisation des NEs alimentaires, tels
que I'amidon modifié (Mao et al., 2009; Liang et al., 2012 et 2013), et les protéines. Le cas

des protéines sera détaillé dans la Partie 10.

4.3 Stabilisation de Pickering

Les émulsions peuvent étre aussi stabilisées avec de fines particules solides. Cette
approche a été bien étudiée durant la derniere décennie pour des macroémulsions. Les
particules solides s’adsorbent a Iinterface grace a leur mouillabilité avec les deux phases
(Binks et Lumsdon 2000). Les particules adsorbées a l'interface créent un film interfacial
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rigide résistant a la coalescence des gouttelettes par un effet stérique. Tres récemment, des
études ont éte effectuées sur la stabilisation de Pickering pour des NEs. Par exemple, Persson
et al. (2014) ont préparé des NEs (100-200 nm) stabilisées par de la silice. Des NEs
stabilisées par un mélanges de protéines et B-cyclodextrine ont été rapportées parfois comme
des NEs Pickering (Cheong et al., 2016). Une autre étude a discuté la possiilit¢ d’obtenir des

NEs, dite « Nano-Pickering », par émulsification spontanée (Ridel, 2015).

5 Méthodes de stabilisation des nanoémulsions

Comme nous lavons wvu précédemment, les émulsions sont des systémes hors
équilibre  thermodynamique. Néanmoins, le formulateur peut ralentir ou inhiber les
mécanismes physiques qui conduisent normalement a la démixtion des phases non miscibles
par différentes techniques. On peut trouver quatre types de stabilisation : les stabilisations

rhéologique, stérique, électrostatique et électro-stérique.

5.1 Stabilisationrhéologique

Cette stratégie consiste a ajouter des additifs permettant d’augmenter la viscosité de la
phase continue, tels que des polymeres viscosifiants ou certains tensioactifs, de maniére a ce
que les gouttes dispersées soient moins mobiles et que la probabilit¢ de choc entre les
gouttelettes diminue. Cette stratégie est applicable pour limiter les problemes de floculation,
et/ou sédimentation ou crémage. Citons pour exemple, la pectine, qui est un polymére naturel
(Howe et Pitt, 2008), et les dérivés du poly(acide acrylique) (Shakeel et al., 2008).

5.2 Stabilisationstérique

La stabilisation stérique est une technique efficace face aux problemes de floculation.
Elle consiste a ajouter des macromolécules non-ioniques telles que des polymeres

amphiphiles, qui s’adsorbent a I'interface des gouttelettes. Ces couches macromoléculaires

28



agissent en créant une barriere physique qui augmente la distance entre les gouttes. Ce
phénomene peut étre interprété de deux maniéres. La premicre est I'effet entropique : si deux
gouttelettes se rapprochent, les chaines adsorbées a I'interface se compriment et réduisent leur
volume, ce qui entraine une diminution de Ientropie et provoque la répulsion désirée. La
seconde explication est la répulsion osmotique due a I'interpénétration des couches adsorbées.
Lors du rapprochement de deux gouttelettes, il y a une augmentation de la concentration en
segments de polymére dans la région de recouvrement. 1l y a alors un flux de solvant pour

diluer cette surconcentration, ce qui tend a separer les gouttes entre elles (Tadros, 2006).

5.3 Stabilisation électrostatique

La stabilisation électrostatique est applicable pour limiter les problemes de floculation
et de coalescence lorsque la phase continue est aqueuse ou bien un autre solvant de constante
diélectrique élevée. Elle consiste a doter les gouttelettes d’une double couche ionique, Soit en
utilisant des tensioactifs ioniques ou ionisables (charges dépendant du pH), soit en adsorbant
des polymeéres comportant des sites ionisables. Cela conduit & la formation de la double
couche électrique comme précédemment vu (Partie 3.3). La présence d’une charge sur les
gouttelettes est exprimée par le potentiel Z&ta qui est défini comme le potentiel électrique au
niveau du plan de cisaillement (Figure 3). On considére généralement qu’une valeur du
potentiel zéta de I'ordre de 60 mV (en valeur absolue) garantit une stabilité totale contre la
floculation. Cependant, il faut faire attention a la salinité de la phase continue, la portée des
répulsions électrostatiques étant tres rapidement réduite par ecrantage des charges si la force

ionique est augmentée.

5.4 Stabilisation électro-stérique

Il s’agit d’une combinaison des deux mécanismes de stabilisation, électrostatique et
stérique, provoqués par des macromolécules possedant des groupements ioniques distribués
sur la chaine principale ou dans des ramifications. Les meilleurs exemples des stabilisants

macromoléculaires ioniques sont les protéines (detaillées dans la Partie 10).
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6 Formulation des nanoémulsions

Les NEs peuvent étre préparees par differentes méthodes classées dans deux grandes

catégories : les méthodes a haute énergie et les méthodes a basse énergie.

6.1 Méthodes d’émulsification a basse énergie

Le principe des méthodes a basse énergie est la formation spontanée de trés fines

gouttelettes lorsque lon melange les phases en présence d'agent émulsionnant ou quand on

procéde a un changement dans les conditions environnementales (McClements, 2010).

On peut classer ces méthodes a basse énergie en quatre catégories :

La méthode d’émulsification spontanée, SE (pour spontaneous emulsification)

La méthode de température d'inversion de phase, PIT (pour phase inversion
temperature)

La méthode de composition d'inversion de phase, PIC (pour phase inversion

composition)

La méthode de point d'inversion d'émulsion, EIP (pour emulsion inversion point)

Les trois dernieres méthodes consistent a induire une inversion de phase. On distingue

deux types d'inversion de phase d'émulsion :

L’inversion catastrophique qui résulte de lajout progressif de la phase dispersée a
la phase continue jusqu’au point ou le tensioactif n’est plus capable de stabiliser

une émulsion a une fraction volumique de la phase dispersée donnée.

L’inversion transitionnelle est obtenue en modifiant la valeur du HLB
(Hydrophilic-Lipophilic Balance) d'un systtme soit en changeant la température
etlou la concentration en électrolyte, soit en utilisant un mélange de plusieurs

tensioactifs ayant des valeurs de HLB différentes a température constante.
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6.1.1 Emulsification spontanée, SE (spontaneous emulsification)

Dans cette méthode, les NEs sont formées spontanément lorsque lon mélange les
differents constituants a une température particuliere. Les méthodes d'émulsification
spontanée varient en fonction de la composition des phases huileuse et aqueuse, des
conditions environnementales (température, pH et force ionique) et des conditions du procédé
de mélange. Celui-ci peut étre mené soit par laddition progressive de la phase huileuse
contenant I’huile, les tensioactifs hydrophobes et un solvant organique miscible avec leau
(tels que Il'éthanol et l'acétone) a la phase aqueuse, soit par I'ajout de la phase aqueuse a la

phase huileuse mentionnée précédemment.

On peut expliquer I'émulsification spontanée par le mécanisme suivant (McClements,
2011) : lors du mélange des deux phases, le solvant organique et le tensioactif se déplacent
vers la phase aqueuse, ce qui crée une forte perturbation a l'interface. De plus, le mouvement
rapide des composés miscibles avec leau développe largement linterface en permettant la
formation de gouttelettes huileuses entourées par la phase aqueuse comme un effet de

bourgeonnement (Figure 5).
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dans la nhase huiletse) aqueuse

Figure 5: Représentation schématiqgue du mécanisme proposé pour I'émulsification spontanée
(d’apres McClements, 2011).

Pour préparer de trés petites gouttelettes, comme cela est exigé pour une NE, il est
généralement nécessaire d'utiliser un ratio élevé de composés miscibles a la fois avec l'eau et

avec I'huile dans la phase organique avant de mélanger celle-ci avec la phase aqueuse.
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L'émulsification spontanée a un large domaine d’applications dans l'industrie
pharmaceutique pour encapsuler et délivrer des SAs lipophiles. Les systéemes préparés en
utilisant cette approche sont généralement décrits comme soit Self-Emulsifying Drug Delivery
Systems (SEDDS) soit Self-Nanoemulsifying Drug Delivery Systems (SNEDDS) en fonction

de la taille des gouttelettes produites.

6.1.2 Température d'inversion de phase, PIT (phase inversion temperature)

Le principe de la méthode de température d’inversion de phase est d’induire une
inversion de phase (de W/O a O/W ou l'inverse) en passant par une phase intermédiaire dite
« bicontinue » par le changement de la température. La force motrice de cette inversion de
phase est le changement des proprietés physico-chimiques du tensioactif avec la température.
Il peut s’agir du changement de sa solubilit¢ dans I'eau. C’est le cas des tensioactifS non-
ioniques tels que les tensioactifs éthoxylés qui sont particulierement sensibles a la
température. L’hydrophilie de ce genre de tensioactifs est déterminée par les interactions de
type van der Waals entre le plle hydrophile du tensioactif et la phase aqueuse, ce qui lui
confere sa solubilit¢ dans I'eau. En augmentant la température, le tensioactif devient moins
hydrosoluble. Cela est dii a la prédominance de I'agitation thermique sur les interactions entre
le p6le hydrophile et la phase aqueuse, et par conséquent, le tensioactif se déplace de la phase

aqueuse Vers la zone interfaciale en créant une extension de surface.

L’nversion de phase peut aussi étre due a un changement de la géométric de la
molécule de tensioactif qui est décrite par le paramétre d’empilement p (Equation 7)
(Israelachvili, 1992).

p= — Equation 7

ol V et L sont respectivement le volume (m®) et la longueur (m) de la chaine hydrophobe et

0g est l'aire de section transversale de la téte hydrophile (m?).

Pour une émulsion, le tensioactif s’adsorbe en monocouche a I'interface O/W. Le type
de cette émulsion dépend de la géométrie du tensioactif qui est alors déterminée par le

parametre p. Pour p < 1, la courbure optimale de I'interface est convexe, donc on obtient une
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émulsion O/W. Pour p = 1, la courbure s’annule et on obtient un systtme de phases
bicontinues ou liquide cristallin et lorsque p > 1, la courbure est concave et on obtient une

émulsion W/O.

Dans les deux cas, I'inversion d’un état a lautre se fait a une température particuliere
dite « température d’inversion de phase », PIT, ou « température de trouble », CP, (cloud
point) parce qu’elle correspond a la température a laquelle le tensioactif devient insoluble
dans leau et précipite. Pour la température d’inversion de phase (PIT), p = 1, le tensioactif a
la méme affinit¢ pour I'eau et pour Thuile, la tension mterfaciale atteint alors un minimum et

la taille des gouttelettes également.

Le procédé d’émulsification par cette méthode consiste & préparer une émulsion a une
température supérieure a la PIT pour laquelle le tensioactif est plus soluble dans T'huile. De
cette maniére on obtient une émulsion W/O. Ensuite, le systéme est refroidi rapidement au-
dessous de la PIT. Le tensioactif devient plus soluble dans I’eau et se déplace rapidement vers
la phase aqueuse en formant une émulsion O/W avec des gouttelettes tres fines comme dans
I’émulsification spontanée. Cette méthode applique un procédé expérimental qui consiste a
changer la température et qui ne se produit pas spontanément. Les systémes obtenus sont donc
des NEs (Anton et Vandamme, 2011). Cette méthode nécessite de chauffer les composés et il
sera donc difficile d'incorporer des SAs thermosensibles telles que les peptides sans affecter
leur stabilité. 11 est néanmoins possible de réduire la PIT de la dispersion en utilisant un
mélange de tensioactifs avec des caractéristiques appropriées, afin de minimiser la

dégradation des principes actifs thermosensibles (Lovelyn et Attama, 2011).

6.1.3 Composition d'inversion de phase, PIC (phase inversion composition)

Le principe est similaire a celui de la température d’inversion de phase, la différence
est quiil s’agit ici de modifier la solubilit¢ ou la géométrie du tensioactif en modifiant la
composition. Pour cela, il est possible, par exemple, d’ajouter un sel qui neutralise la charge
de la téte polaire du tensioactif et favorise la formation d’émulsions W/O. On peut aussi diluer
une émulsion W/O a forte concentration en électrolyte avec de I’eau pour diminuer la force

ionique au-dessous de sa valeur critique et, en conséquence, inverser cette émulsion.
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6.1.4 Point d'inversion d'émulsion, EIP (emulsion inversion point)

Le changement de type d’émulsion par les méthodes PIT et PIC est d0 & une inversion
de phase transitionnelle, alors que celui observé pour la méthode EIP est une inversion de
phase catastrophique. Cette derniére se fait par ajout progressif de la phase dispersée a une
émulsion concentrée sous agitation jusqu’au point ou le tensioactif n’est plus capable de
stabiliser I’émulsion & une telle concentration en phase dispersée. La taille des gouttelettes
obtenues dépend des conditions du procédé telles que la vitesse d’ajout de la phase dispersée
et la vitesse d’agitation. La méthode nécessite un tensioactif capable de stabiliser a la fois des

émulsions O/W et W/O, elle est donc limitée aux tensioactifs de petite taille.

6.2 Méthodes d’émulsification a haute énergie

Les méthodes d’émulsification a haute ¢énergie utilisent une source externe de
I'énergie par laction de forces mécaniques pour fragmenter les gouttelettes. Le mélangeur
simple a turbine rotative n’est pas suffisamment efficace pour obtenir des gouttelettes avec
une taille nanométrique. Seuls les appareils mécaniques qui peuvent générer des forces
disruptives trés intenses sont capables de produire de telles gouttelettes. On utilise pour cela
l'homogénéisateur et le microfluidiseur a haute pression (HP) et les appareils a ultrasons
(McClements, 2011). L’émulsification par membrane peut étre aussi utilisée pour la

préparation des NEs.

6.2.1 Homogénéisation a haute pression, HPH (high pressure homogenization)

C'est une technique basée sur Iutilisation d'un homogénéisateur a valve haute pression
pour produire des gouttelettes ultrafines. Cette méthode est actuellement la plus répandue
pour lobtention d'émulsions fines a I’échelle industriclle. Elle donne de meilleurs résultats
quand on lapplique a des émulsions primaires prealablement préparées a partir de deux

phases dispersées avec des mélangeurs a haute vitesse avant de passer a I'HPH.

L'homogénéisateur est équipé d’une pompe qui ameéne [I'émulsion primaire dans une

chambre au-dessus de I'appareil, puis la force a traverser une valve étroite a I'extrémité de
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cette chambre. L’émulsion subit alors une combinaison de forces disruptives intenses
(turbulence, cisaillement et cavitation). La turbulence, qui est le mécanisme prédominant de
I'émulsification, conduit a la rupture des grosses gouttes en gouttelettes plus petites (Floury et
al., 2000).

Différents types de valves sont disponibles pour accroftre l'efficacité de la perturbation
des gouttelettes dans I'homogénéisateur en maintenant une pression élevée tout au long du
procédé. On utilise, par exemple, un orifice ou une soupape & pointeau pouvant produire une
élongation axiale (Figure 6-A), un cylindre concentrique rotatif (Figure 6-B) ou une soupape a

starter (Figure 6-C) produisant tous les deux une élongation radiale (Salager et al., 2006).

A B C
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Figure 6 : Différents types de valves dans les homogénéisateurs a haute pression : (A) Soupape a
pointeau, (B) soupape a cylindre rotatif et (C) soupape a starter (d’apres Salager et al., 2006).

Le procédé d’homogénéisation peut étre continu ou discontinu. Le produit résultant
peut étre soumis & plusieurs cycles d'HPH jusqua obtenir la taille des gouttelettes de
nanoémulsion et I'indice de polydispérsité souhaités (Lovelyn et Attama, 2011; Tadros et al.,
2004).

La taille des gouttelettes obtenues par cette méthode a tendance a diminuer avec
I'augmentation de la pression d'homogénéisation, de la durée du traitement pour le procédé
continu ou du nombre de passages pour le procédé discontinu, avec I'accroissement de la
vitesse d’adsorption d’émulsionnant a [Iinterface, et avec la diminution de la tension
interfaciale. La viscosit¢ des deux phases joue aussi un role important sur Iefficacité de
I’homogénéisation. McClements (2011) a démontré que le rapport de viscosite entre la phase

dispersée (ng) et la phase continue (nc) doit étre dans la gamme de 0,05 & 5. Par ailleurs,
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Tadros et al. (2004) ont rapporté que l'utilisation d’un mélange de plusieurs tensioactifS est
plus efficace qu'un seul grace a par l'augmentation du module élastique de dilatation de
I'interface. Il convient de dissoudre préferentiellement le tensioactif dans la phase dispersée
car cela conduit a des gouttelettes plus petites que le cas ou le tensioactif est dissout dans la
phase continue. Des études ont déja montré que I'émulsification réalisée par étapes a pression
croissante donne de meilleurs résultats surtout lorsque la viscosité de la phase dispersée est
importante (Lovelyn et Attama, 2011).

6.2.2 Microfluidisation a haute pression, HPM (high  pressure

microfluidization)

Dans cette technique, on utilise un appareil « microfluidiseur » équipé d'une pompe
volumétrique a HP qui force le produit & passer dans la chambre d'interaction qui contient des
canaux tres fins, dits "microcanaux”. Ces derniers sont concus de maniere & ce que les deux
courants de I’émulsion s’impactent a haute vitesse dans la chambre d’interaction, permettant

d'obtenir des gouttelettes trés fines submicroniques (Figure 7).

Microcaneaux

Emulsion primaire Zone d’interaction

/

=

Figure 7 : Principe de fonctionnement d’un microfluidiseur (d’aprés McClements, 2011).

Lors de I'’émulsification par cette méthode, les deux phases sont combinées et traitées
dans un homogenéisateur en ligne pour obtenir une émulsion primaire. Ensuite, I'émulsion

primaire est introduite dans la chambre d'interaction plusieurs fois jusqu'a obtenir la taille
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souhaitée. Enfin, la nanoémulsion obtenue est filtrée pour éliminer les grosses gouttes et
obtenir une nanoémulsion homogéne monodisperse (Shah et al., 2010). La taille des
gouttelettes obtenues par cette méthode dépend des mémes facteurs qu’avec I'HPH
(McClements, 2011).

6.2.3 Sonication

La méthode de sonication est la méthode préférée avec les huiles de faible viscosité.
Elle utilise des ondes ultrasoniques a une fréquence élevée (> 20 MHZ) pour former des
émulsions tres fines. Il est possible par cette méthode de réduire la taille d’une émulsion
préalablement préparée ou de produire directement des NEs a partir de deux phases séparées.
Ces appareils se composent d'une sonde a ultrasons contenant un cristal piézo-électrique ou
magnétostrictif en résonance (Figure 8) qui convertit les ondes électriques entrant en ondes
ultrasoniques (McClements, 2011) en exercant une pression acoustique oscillante autour de la

pression hydrostatique déja exercée sur le systeme.

Zone de perturbation Piezo-électrique

Figure 8 : Principe de fonctionnement d'un homogénéisateur a ultrasons (d’aprés McClements, 2011).

On peut estimer que la pression acoustique est une série d’ondes sinusoidales. A faible
intensité (amplitude), I'onde de pression entraine un mouvement et un mélange des fluides, dit
«flux acoustique » A des intensites plus élevées, la pression locale dans I'étape de
décompression du cycle est inférieure a la pression de vapeur du liquide, ce qui provoque

I'apparition de petites bulles qui grossissent (créées a partir de noyaux de gaz existant dans le

37



fluide). Pendant I'étape de compression, les bulles rétrécissent et leur contenu est absorbé
dans le liquide. Quand la surface des bulles grossit de nouveau, une partie de la vapeur revient
a lintérieur des bulles mais pas toute la quantité. Ce processus de compression, raréfaction et
effondrement consécutifs des bulles s’appelle le phénoméne de cavitation. Si les bulles de
cavitation s'effondrent a coté de I'mterface entre deux liquides immiscibles on obtient alors un
mélange tres efficace entre les deux liquides. La taille des gouttelettes obtenue par cette
méthode diminue avec augmentation du temps et de I'énergic de sonication et de la

concentration en agent émulsionnant.

L’apport d'énergic dans cette méthode est relativement faible comparé a celui de
I’homogénéisation ou de la microfluidisation. De plus, le dépdt d'énergie ultrasonore est
limité & un petit volume (1 cm® dans la plupart des cas). Pour cette raison, Putilisation de

lémulsification par ultrasons est limitée a I'echelle du laboratoire (Salager et al., 2006).

6.2.4 Emulsification par membrane

Cette méthode est appelée parfois I'ultrafiltration (Nikiforidis et al., 2011). Le principe
de I'émulsification par membrane consiste a forcer les gouttes a traverser les pores d’une
membrane de taille définie et tres fine (Figure 9) par lapplication d’un gradient de pression

en faisant couler la phase continue tangentiellement a la membrane.

Les gouttelettes obtenues sont monodisperses et leur taille dépend de la taille des pores
de la membrane, de sa mouillabilit¢ et des conditions du procédé (la vitesse de flux de la
phase dispersée, la pression transmembranaire, la cinétique d’adsorption de Iagent
émulsionant, la tension interfaciale, la vitesse tangentiell de la phase continue). Salager et al.
(2006) ont conclu que ces membranes ne peuvent pas produire des nano-gouttelettes.
Néanmoins, des études récentes sur une membrane hydrophile ont démontré que
I'optimisation du procédé, notamment de la pression transmembranaire et de la vitesse
d’agitation de la phase continue, permet d’obtenir des NEs avec des tailles des gouttelettes
nanométriques (< 200 nm) 25 fois plus petites que la taille des pores de la membrane (Oh et
al., 2011; Laouini etal., 2012).

38



@ Pression transmembranaire

Liquide destiné a former
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Figure 9 : Principe de fonctionnement de I'émulsification par membrane (d’aprés Oh et al., 2011).

6.3 Aspects thermodynamiques de la formation des nanoémulsions

Pour préparer une émulsion, il est nécessaire d’avoir une phase aqueuse, de I'huile, des
agents tensioactifs et un apport d’énergie. L’énergie est nécessaire pour accroitre I'interface
O/W. La relation suivante (Equation 8) permet le calcul de la variation d’énergic libre de
Gibbs du systtme au cours de la préparation d’une émulsion AG (J) a la température T

constante :

AG = AH — TAS = yAA— TAS Equation 8

ou AHest la variation de Tenthalpic (J), T est la température absolue (K), AS est la variation
de Tentropie (JK?), yest la tension interfaciale (N.m') et AA = Ay — A; est la variation de
lPaire de Pinterface O/W (m?), A; étant Iinterface avant le mélange. Celle-ci est négligeable

devant I'interface (Az) obtenue apres avoir formé un trés grand nombre de gouttelettes.

Le terme entropique TAS est négligeable a moins que les gouttelettes ne soient

extrémement petites (Salager et al., 2006). De plus, la tension interfaciale est positive (y > 0).

39



Donc, la variation de Ienthalpie est élevée et positive et ne peut pas étre compensée par
I'entropie du systtme TAS (AH>>TAS). Dans ce cas, I'énergie libre de Gibbs (AG) est
positive et la formation des gouttelettes n’est pas spontanée. Un apport d’énergie est

indispensable pour produire la dispersion.

Pour les méthodes de préparation a basse énergie, plusieurs mécanismes ont été
proposés pour expliquer Pexpansion de I'mterface sans apport externe d’énergie tels qu’une
tension interfaciale négative, la turbulence interfaciale et la diffusion (LOpez-Montilla et al,.
2002). Le mécanisme de la tension interfaciale négative est valable pour le cas des
microémulsions ou il y a une combinaison de tensioactifs et co-tensioactifs a des
concentrations élevées. Néanmoins, la tension interfaciale dans les NEs ne peut pas étre
négative. Plus récemment, I'émulsification spontanée a été interprétée par le potentiel
chimique des composés (tensioactifs, co-tensioactifs et solvants) (Salager et al., 2004). En
effet, dans toutes les méthodes a basse énergie, un transfert de masse se produit entre les deux

phases. Ce transfert de masse peut fournir I'énergie requise si la tension interfaciale est faible.

Pour les méthodes a haute énergie, il y a un apport d'énergie externe au systeme pour
augmenter l'énergie libre de Gibbs correspondant a laugmentation de linterface. Cet apport
d’énergie se fait par une contrainte mécanique qui s’applique directement sur la goutte pour la

rompre en gouttelettes plus petites.

La raison pour laquelle le niveau d'énergie requis par les méthodes a haute énergie est
important est que les forces disruptives générées doivent étre supérieures aux forces de rappel
qui maintiennent la forme sphérique des gouttelettes (McClements, 2011). Ces forces de
rétablissement sont déterminées par la pression de Laplace (Equation 1, Partie 3.1) qui est
inversement proportionnelle au rayon de la gouttelette et est donc plus importante dans les
petites gouttelettes que dans les grosses. Pour rendre possible la déformation d’une petite
goutte, il faut exercer une contrainte plus importante que la pression de Laplace afin de
permettre la déformation de la goutte en ellipsoide de longueur supérieure a au moins quatre
fois le diametre initial de la gouttele, avant la rupture complete en deux gouttelettes plus
petites (Salager et al., 2006, McClements, 2011). La pression de Laplace AP (Pa) dans la

goutte déformée en ellipsoide allongé est donnée par I’Equation 9 :
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1 1 :
AP =y [— + — Equation 9
r, I

ou riet ry sont les deux rayons de courbure de Iellipsoide (m).

De plus, seulement 0,1 a 1 % de lénergie dépensée, par n’importe quelle méthode a
haute énergie, est utilisé pour créer de linterface a cause du faible transfert d'énergie du
moyen d'agitation vers l'interface (Salager et al., 2006). Le reste est dissipé sous forme de
chaleur (Tadros et al., 2004).

Pour expliquer I'aptitude ou la résistance des gouttelettes a la déformation, on utilise le
nombre de Weber ou le nombre capillaire, Ca. 1l s’agit d’un nombre sans dimension qui
représente le rapport entre lapport d’énergie et Iénergic capillaire (due a la tension
interfaciale). On peut aussi le définir comme le rapport entre la contrainte de cisaillement t
(Pa) (Equation 10) et la pression de Laplace AP (Taylor 1934):

Ca= — Equation 10

avec T="1.Y Equation 11

ou 1 est la viscosité de la phase continue (Pa.s) et v est le taux de cisaillement (s™). Dans le

cas d’une sphere, le nombre capillaire est donné par I’Equation 12 :

Equation 12

ol rest le rayon de la gouttelette (m) et y est la tension interfaciale (N.m?).

Ce parametre permet de décrire la déformation de la gouttelette en le comparant avec

un nombre capillaire critigue Ca; dont la valeur dépend du ratio entre la viscosité de phase
dispersée g et celle de la phase continue n.. Si Ca> Ca; la rupture de gouttelettes se produit
(Grace, 1982; Jackson et Tucker, 2003).
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7 Caractérisation des nanoémulsions

7.1 Analyse granulométrique

La taille et la distribution de taille des gouttelettes d’une NE sont des paramétres
importants parce qu’elles influencent la stabilit¢ de la NE, ses propriétés rhéologiques et
optiques, la libération des SAs encapsulées, I'interaction des gouttelettes avec les membranes
biologiques, etc. (McClement et Rao, 2011). La mesure de taille submicronique necessite
I'utilisation de techniques adaptées a la taille nanométrique telles que la diffusion dynamique

de la lumiére, la microscopie électronique ou la microscopie a force atomique.

7.1.1 Diffusion dynamique de la lumiere

Le principe de la diffusion dynamique de la lumiere DLS (dynamic light scattering)
repose sur le mouvement brownien des gouttelettes et la diffusion de la lumiére par celles-ci.
On peut le résumer comme suit. Les petites gouttelettes se deplacent plus rapidement que les
grosses gouttelettes sous TIeffet du mouvement brownien. Les appareils basés sur la DLS
projettent un faisceau laser sur I’échantillon. Puis, des dispositifs optiques adaptés mesurent la

fluctuation de I'intensité de la lumiére diffusée (Tscharnuter, 2000).

Deux théories peuvent étre utilisées pour I'interprétation de la diffusion de la lumiere.
La théorie de Rayleigh est appliquée pour des tailles des particules plus petites que la
longueur d’onde de la lumicre utilisée (L) (typiquement dn <A/10, A =633 nm pour le laser
hélium-néon actuellement utilisé dans certains appareils). Les gouttelettes de cette taille
diffusent la limiére de fagon isotrope, c’est-a-dire que la lumiere diffuse avec la méme
intensité dans toutes les directions. Cette intensité est proportionnelle & dp® et a 1/ A% La
deuxieme est la théorie de Mie. Celle-ci suggere que pour les tailles des gouttelettes
A >dp >2A/10, la diffusion devient anisotrope (dépendante de la direction), et quand dn> A

Iintensité de la lumiere diffusée montre un minimum et un maximum de diffusion.
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Le diametre mesuré par DLS est le diamétre hydrodynamique dn (m) et défini comme
le diamétre d’une sphére équivalente qui a le méme coefficient de diffusion translationnelle

que la gouttelette. Il est donné par I’équation de Stokes-Einstein (Equation 13):

KgT
dh = 3
D

Equation 13

ou mnc est la viscosité de la phase continue (Pa.s), D est le coefficient de diffusion
translationnelle (m?.s™?), Kgest la constante de Bolzmann (J.K™) et T est la température
absolue (K).

La force ionique du milieu modifie la double couche électrique des gouttelettes et, par
conséquent, le diametre hydrodynamique mesuré. La DLS permet de calculer I'indice de
polydispersit¢ PDI (Polydispersity index) de la distribution de taille. Cependant, quand la
distribution de taille est bi-modale ou poly-modale, T'interprétation de la diffusion de la
lumiére devient compliquée et les résultats deviennent moins représentatifs (Benita et Levy,
1993; Jamting et al., 2011).

La DLS nécessite de diluer I’échantillon pour éviter la diffusion multiple, ce qui peut
fausser les résultats. Pour cette raison les phénomenes de destabilisation réversibles tels que la
floculation ne sont pas détectés par cette methode. La DLS, a cause de ses limites de
résolution (2 - 3 nm) ne peut également pas distinguer les structures présentes dans les NEs
autres que les gouttelettes telles que les agrégats des tensioactifs et les micelles (Klang et
Valenta, 2011).

7.1.2 Microscopie €électronique

Les microscopes optiques ne permettent pas de visualiser les gouttelettes de moins de
500 nm. Seuls les microscopes électroniques peuvent étre utilisés pour cela. Ces méthodes
microscopiques donnent des informations sur la taille des gouttelettes et aussi sur leur
morphologie et leur structure. L’analyse des NEs par ces méthodes est faisable sans
préparation préalable de I’échantillon. Cependant, la comparaison des images avant et apres
une étape de préparation permet de gagner plus d’information. La cryo-préparation est la

méthode préférée. La coloration négative avec les sels des métaux lourds de numéro atomique
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de 42 a 92 tels que le molybdéne, le tungsténe et l'uranium est la méthode la plus simple. Pour
les NEs, lacide phosphotungstique ou ses sels et l'acétate d'uranyle sont les plus fréquemment
utilisés. Toutes ces méthodes de préparation risquent de modifier la structure de I'échantillon.

Le positionnement ou la réaction des métaux lourds peuvent étre sélectifs (Klang et al., 2012).

7.1.3 Microscopie a force atomique

Le principe de la microscopie a force atomique AFM (atomic force microscope) est
basé sur I'interaction attraction/répulsion entre les atomes de la surface de I’échantillon et une
sonde constituée d’une pointe nanométrique. Le balayage de I’échantillon par la pointe permet
d’établir sa topographie sous forme d’image tridimensionnelle. La microscopie a force
atomique a été utilisée avec succes pour I'analyse des NEs (Fang et al., 2004; Preetz et al.,
2010; Marxer etal., 2011).

7.2 Charge de surfaces des gouttelettes

Les gouttelettes d’une NE possedent généralement une charge électrique a cause de
I'adsorption de surfactants ioniques, d’ions minéraux ou de biopolymeres a leur surface. La
charge des gouttelettes joue un rble important dans la stabilit¢ des NEs et leur adhésion sur les
membranes biologiques lors d’une application thérapeutique (McClements, 2011). La charge
de gouttelettes est refiétée par le potentiel au plan du cisaillement (ou potentiel Zéta)
(Figure 3, Partie 3.3). La méthode la plus répandue pour la mesure du potentiel Zéta () est
basée sur la mesure de la mobilité électrophorétique (Ug) des particules. Dans cette méthode,
I’échantillon est soumis a un champ électrique. Les gouttelettes vont alors se déplacer avec
une vitesse qui dépend du champ électrique appliqué, de la constante diélectrique (gr), de la
viscosite de la phase continue (n. Pa.s) et du potentiel Z&ta ((). L’équation de Henry

(Equation 14) permet de calculer le potentiel Zéta a partir de la mobilité électrophoretique :
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_ 2¢.f(Ka)

Equation 14
31,

E

ou est f{Ka) est la fonction d’Henry qui dépend du rapport du rayon de la goutte et de

I’épaisseur de la double couche électrique.

7.3 Comportement rhéologique

Le comportement rhéologique des émulsions en genéral est un aspect trés important de
leurs propriétés et leurs applications. La rhéologie des émulsions dépend de la rhéologie de la
phase continue (n¢), de la granulométrie des gouttelettes et de leurs interactions. Les NEs
présentent des propriétés rhéologiques différentes en comparaison avec des émulsions
classiques ayant la méme teneur en huile en raison de la trés petite taille des gouttelettes
(McClements, 2011). Cependant, les mémes techniques peuvent é&tre utilisees pour
caractériser les émulsions classiques et nanométriques. Différents types de viscosimetres
classiques ont été utilisés pour la mesure de viscosité des NEs tels que le viscosimetre
capillaire d’Ostwald (Gallarate et al., 2013), ou le viscosimetre vibrant (Salvia-Trujillo et al.,
2015; Guerra-Rosas et al., 2016). Les viscosimétres classiques supposent que les NEs sont
des liquides newtoniens et permettent donc seulement de mesurer la viscosité apparente a une
contrainte fixe (dépendant de la conception du viscosimétre) qui n’est pas un caractére absolu.
L’¢tude plus approfondie du comportement rhéologique des émulsions nécessite I'utilisation
d’une autre gamme d’appareillages dits rhéométres. Cela permet de réaliser la courbe
d’écoulement ou le rhéogramme d’une émulsion. Les rhéométres les plus fréquents pour la
caractérisation des NEs sont les rhéométres rotatifs tels que le rhéometre a cylindres coaxiaux
(Maher et al., 2011; Sevéikova et al., 2012; Tabibiazara et al., 2015; Calligaris et al., 2016), &
plateaux paralleles (Ru et al., 2010; Maher et al., 2011) ou a cbne-plan (Gimeno Sandiga et
al., 2013; Dario et al., 2016).

Pour décrire le comportement rhéologique d’une NE, le rhéogramme de celle-ci est
ajusté avec les modeéles théoriqgues généraux pour des fluides. Les modéles le plus
couramment utilisés pour les rhéogrammes sans seuil d’écoulement sont le modéle
d’Ostwald-de-Waele et le modele de Cross.
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Le modele d’Ostwald-de-Waele (Ostwald, 1925) ou la loi de puissance (Equation 15)
est un modéle a deux parametres ajustables (K et n) :

T=Ky" Equation 15

ol 7 est la contrainte de cisaillement (Pa), K est I'indice de consistance (Pa.s"), y est le taux de
cisaillement (s*) et n est 'indice de fluidification avec n < 1 pour les fluides rhéofluidifiants,

n =1 pour les fluides newtoniens et n > 1 pour les fluides rhéoépaississants.

Le modéle de Cross (Cross, 1965) (Equation 16) est un modele a quatre parametres
ajustables (Mo, Nw, P et n). Il prend en compte les deux limites du rhéogramme, c’est-a-dire la

viscosité a cisaillement nul n et celle a cisaillement infini 1., (Pa.s).

Mo —

Noo : ,
—| X
1+ @By-" Y Equation 16

r=[noo+

ou [ est une constante associée a la rupture des liens structurels entre les gouttelettes.

Les rhéogrammes peuvent montrer un seuil d’écoulement. Les modeles théoriques
sont alors le modéle de Bingham (Bingham, 1922) (Equation 17) ou le modele de
d’Herschel-Bulkley (Herschel et Bulkley, 1926) (Equation 18).

T=T,+ay Equation 17

T=1,+Ky" Equation 18

ou T est le seuil de contrainte (Pa) et o est un coefficient appelé viscosité plastique (Pa.s).

A faible fraction volumique de la phase huileuse et a faible taille de gouttelettes, les
NEs O/W peuvent se comporter comme des liquides newtoniens (Barradas et al., 2015; Clares
et al., 2014). Cependant, le comportement le plus typique des NEs est le comportement
rhéofluidifiant (Howe et Pitt, 2008; Lante et Friso, 2013; Harwansh et al., 2015). L’addition
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de polyméres hydrophiles a la phase est la technique la plus fréquemment utilisée pour

modifier la structure et le comportement rhéologique des NEs (Gupta et al., 2016).

7.4 Stabilité

Les NEs, comme toute formulation pharmaceutique, doivent présenter une stabilité
physique, une stabilit¢ chimique de ses composés et une stabilité microbiologique. Toutefois,
les aspects de stabilité spécifiques aux NESs sont la stabilit¢ physique contre les différents
mécanismes de destabilisation (Partie 3) et la stabilit¢ chimique de lhuile, en particulier, sa
stabilité oxydative.

L’analyse de la stabilit¢ physique des NEs s’effectue par le suivi de leurs
caractéristiques physiques lors du vieillissement en temps réel ou du vieillissement accéléré.
Selon les directives générales de I'International Conference on Harmonisation, ICH, I'étude
de stabilite doit étre effectuée a 25° C pendant 12 mois pour le vieillissement en temps réel et
a40° C pendant 6 mois pour le vieillissement accéléré. La mesure de taille des gouttelettes au
cours du temps est evidemment la facon la plus appropriée pour diagnostiquer la présence ou
I'absence des phénomeénes de croissance des gouttelettes (le mirissement d’Ostwald et la
coalescence). Cependant, la méthode la plus couramment utilisée pour la mesure de taille des
gouttelettes, la DLS, ne permet pas de déterminer les phénomenes de déstabilisation
réversible tels que la floculation en raison de la dilution indispensable a cette méthode pour

éviter les phénoménes de diffusion multiple.

Le test de stabilité¢ contre le crémage est fréqguemment rencontré pour les études de
stabilité physique des NEs O/W (Adjonu et al., 2014; Anu Bhushania et al., 2016; Cheong et
Nyam, 2016). Ce test consiste en la conservation des NEs dans des tubes inertes a température
ambiante, et ensuite en la mesure de la hauteur de la couche de crémage a des intervalles de
temps prédéfinis. La stabilité des NEs, mesurée par cette méthode, est présentée par I'indice

de crémage lcremage (%, Equation 19) :
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H .
I —C) x 100 Equation 19

Crémage = (H
T

ou Hc et Hy sont respectivement la hauteur de la couche de crémage et la hauteur totale de la
nanoémulsion dans le tube. Cette méthode basée sur I'observation visuelle de la séparation
des phases manque de précision. Le défaut étant que la séparation des phases peut déja avoir

commencé avant de pouvoir la constater a I'ceil nu.

La mesure de turbidité est couramment utilisée pour les NEs a des fins alimentaires
pour évaluer leur stabilité¢ et aussi pour étudier leur transparence. Des modules expérimentaux
ont été développés pour évaluer la vitesse de floculation lors du vieillissement des NEs a
partir de la mesure de la turbidit¢ (Rahn-Chique et al., 2012). La mesure de la turbidité
s’effectue bien évidemment dans le spectre visible (a 600 nm dans la plupart des études)
(Zhang et al., 2016; Saberi et al., 2013a). A P'instar de la DLS, cette mesure nécessite une
dilution importante pour atteindre la zone de linéarité entre la taille des gouttelettes et la
turbidité. Pour cela, les phénomenes de déstabilisation réversibles ne peuvent pas étre

détectés.

L’analyseur par balayage optique (Turbiscan®) est fréquemment utilisé pour évaluer la
stabilité physique des systéemes colloidaux tels que les NEs. Son principe est basé sur la
diffusion multiple de la lumiere lors de I'incidence sur les gouttelettes. Un faisceau de lumiere
incident dans le proche infrarouge (A =800 - 880 nm) est envoyé perpendiculairement a
I’échantillon, ensuite deux détecteurs synchrones permettent de mesurer Iintensité des
faisceaux transmis et rétrodiffusé respectivement a 180° et a 45° de la source lumineuse
incidente. Le Turbiscan® effectue un balayage de cette facon sur toute la hauteur de
I’échantillon et les résultats sont exprimés en pourcentage d’intensités transmise et
rétrodiffusée par rapport a lintensit¢ incidente en fonction de la hauteur (Mengual et al.,
1999a,b). L’analyse des variations des intensités transmise et rétrodiffusée au cours du temps
permet de détecter, identifier et quantifier les mécanismes de déstabilisation beaucoup plus tot
que lobservation visuelle. Dans la plupart des cas, seule I'intensité rétrodiffusée est prise en
compte pour I'interprétation puisque la transmission est nulle dans la majorit¢ des NEs
étudiées a cause de lopacité des échantillons (Feng et al., 2016). Cette méthode décrit
précisément I'état et I'évolution des systémes colloidaux si elle est menée au cours du temps

parce qu’elle ne nécessite aucune dilution ou modification sur le systeéme. Les phénomeénes de
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séparation gravitationnelle (crémage ou sédimentation) sont facilement identifies par des
variations de I'intensité rétrodiffusee simultanées dans deux directions opposées au niveau des
parties supérieure et inférieure de I'échantillon (Bazylinska et al., 2014). Cependant, les
phénoménes de déstabilisation qui modifient la taille des gouttelettes ou causent leurs
agrégations (le mirissement d’Ostwald, la coalescence et la floculation) introduisent des
variations uniformes de Dintensité rétrodiffusée sur toute la hauteur de I’échantillon de telle
fagon qu’il n’est pas possible de distinguer ces différents mécanismes (Porras et al., 2004,

2005, 2008; Wulff-Pérez et al., 2009).

L’étude de la stabilit¢ physique accélérée permet de prédire la durée de vie de la
formulation et les éventuels phénomenes de déstabilisation. Le vieillissement accéléré
s’effectue de plusieurs manicres telles que la centrifugation, I'augmentation de température et
les variations de température par cycles. La centrifugation accélere la vitesse de migration des
gouttelettes, et par conséquent, I'apparition de la séparation des phases (Morais Diane et
Burgess, 2014; Fofaria et al., 2016). L’augmentation de température diminue la viscosité de la
phase continue et donc augmente la vitesse de séparation (Santos-Magalhdes et al., 2000;
Yilmaz et Borchert 2005). Les variations de température par cycles s’effectuent soit par des
cycles de réchauffement-refroidissement a +40°C et -4°C respectivement, en imitant
Iamplitude journaliére maximale de température (Choudhury et al., 2014); soit par cycles de
congélation-décongelation & - 20°C et +25°C en imitant les variations de température lors
du stockage et du transport (Shafiq et al., 2007).

L’¢tude de la stabilit¢é oxydative des NEs est un aspect trés important en raison de la
présence d’huile. L’oxydation des lipides est une cascade de réactions radicalaires déclenchée
par la décomposition des hydropéroxydes lipidiques en radicaux libres catalysee par la
présence des métaux de transition, tels que Iion fer, dans la phase aqueuse et provenant des
impuretés. L’oxydation des lipides dans les systemes émulsionnés se produit normalement a
I'interface O/W en raison de linteraction des radicaux libres avec les triglycérides insaturés
présents dans la phase huileuse (Yoshida et Niki, 1992). La vitesse de I'oxydation des lipides
dans les NEs dépend du type d’huile, du type et de la concentration de tensioactif, de la
méthode de préparation et de la taille des gouttelettes (Walker et al., 2015; Tabibiazar et al.,
2015; Salvia-Trujillo et al., 2016; Uluata et al., 2015; Lee et al., 2011). L’étude de la stabilité
oxydative des NEs s’effectue principalement par deux méthodes spectrophotométriques : le

dosage des produits primaires de loxydation (les peroxydes) par la méthode de Shantha et
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Decker (1994) (Walker et al., 2015; Uluata et al., 2015; Cavazos-Gardufio et al., 2015; Wang
et al., 2016; Salvia-Trujillo et al., 2016) et le dosage des produits secondaires de I’oxydation
réagissant avec l'acide thiobarbiturique (méthode de Buege et Aust, 1978 modifiée par
McDonald et Hultin, 1987) (Lee et al., 2011; Walker et al., 2015; Tabibiazar et al., 2015;
Salvia-Trujillo et al., 2016). Pour les NEs alimentaires, d’autres méthodes ont été rapportées
pour I'étude de stabilit¢ oxydative accélérée par la chaleur telles que le dosage de I’hexanal
volatile (Uluata et al.,, 2015; Wang et al., 2016) et le rancissement (Lante et Friso, 2013;
Sotomayor-Gerding et al., 2016). L’hexanal est 'aldéhyde majeur généré par I'oxydation des
lipides comme produit secondaire et le rancissement est une méthode d’oxydation accélérée

par la chaleur et par I'oxygene.

8 Avantages et inconvénients des nanoemulsions

La difference entre les NEs et les émulsions conventionnelles n'est pas fondamentale
mais elle est assez importante pour la pratigue a cause de la taille trés petite des gouttelettes
(Salager et al., 2006).

8.1 Avantages des nanoémulsions

Bien que les NEs soient des systemes poly-phasiques hors  équilibre
thermodynamique, elles montrent une stabilité¢ cinétiqgue plus importante en comparaison avec
les macroémulsions. Cela provient de la résistance des NEs a la majorité des mécanismes de
déstabilisation. En effet, grace a la taille des gouttelettes ultrabasse, le mouvement brownien
devient prédominant devant les mouvements liés a la pesanteur. De cette facon la vitesse de
migration gravitationnelle (sédimentation ou crémage) devient négligeable (Tadros et al.,
2004; Solans et al., 2005; Mason et al., 2006). Quand la séparation gravitationnelle est
presente dans une NE, sa vitesse est largement ralentie avec la taille nanométrique des
gouttelettes (Equation 6, Partie 3.4). Les NEs sont plus stables contre la floculation par
rapport aux macroémulsions grace a la prédominance du mouvement brownien (Tadros et al.,

2004). D’autre part, les interactions attractives entre les gouttelettes nanométriques sont
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faibles parce que Ténergic de van der Waals est proportionnelle au rayon des gouttelettes
(Equation 4, Partie 3.3). Les NEs sont stables contre la coalescence grace a la pression de
Laplace trés élevée dans les petites gouttelettes qui résistent a la déformation lors de leur
collision. De plus, le film interfacial de I'agent émulsionnant est relativement plus épais par
rapport au rayon des gouttelettes. Ce film est donc plus résistant contre la rupture. Néanmoins,
la coalescence est présente dans les NEs quand la tension interfaciale est ultrabasse puisque la
pression de Laplace devient également faible et la déformation est donc davantage possible
(Solans et al., 2002).

Toutefois, la pression de Laplace élevée dans les petites gouttelettes favorise le
mirissement d’Ostwald. En effet, le mirissement d’Ostwald constitue le mécanisme principal
de déstabilisation des NEs (Salager et al., 2006). Cependant, Nazarzadeh et al. (2013) ont
estimé que la coalescence est aussi présente dans les NEs bien que tous les cas de croissance
des gouttelettes aient été interprétés seulement par le mirissement d’Ostwald en raison de

I'ambiguité de la relation entre la coalescence et le rayon moyen des gouttelettes.

Les NEs peuvent étre transparentes ou translucides. Cela présente un avantage pour
I'apparence de certains produits alimentaires et pharmaceutiques. La raison pour laquelle les
NEs sont transparentes est que la taille des gouttelettes est plus petite que la longueur d’onde
du spectre visible (400 - 700 nm) de facon que la diffusion de la lumiére devient extrémement
faible. Pour avoir une nanoémulsion transparente, la taille de gouttelettes doit étre de I'ordre
de 60 nm ou moins pour permettre une diffusion isotrope de la lumiére (Partie 7.1.1). La
faible fraction volumique de la phase dispersée et la faible différence d’indice de réfraction
entre les deux phases favorisent la transparence des NEs (Saberi et al., 2013b; Zhang et al.,
2015).

Contrairement aux microémulsions, qui exigent une forte concentration en tensioactif
(généralement 20 % ou plus), les NEs peuvent étre préparées en utilisant une concentration de
tensioactif raisonnable. Par exemple, pour une nanoémulsion O/W a une fraction volumique
de 20 m/m%, une concentration en tensioactif de 5 a 10 m/m% peut étre suffisante (Lovelyn
et Attama, 2011).
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8.2 Inconvénients des nanoémulsions

Malgré ces avantages, les NES montrent quelques inconvénients liés a la ftaille
nanométrique des gouttelettes. Les NEs ont une grande surface spécifique de sorte que toute
réaction de dégradation chimique qui se produit a linterface O/W peut étre promue, comme
I'oxydation des lipides (McClements, 2011). En outre, lorsque les NEs sont transparentes, la
lumiere UV peut les penétrer facilement, ce qui peut favoriser des réactions de dégradation
chimique induite par la lumiere. Par conséquent, il peut étre nécessaire de prendre des
précautions supplémentaires pour améliorer la stabilité chimique des composés sensibles
encapsulés a l'intérieur de ces NEs, par exemple en ajoutant des antioxydants ou des agents de
chélation (McClements, 2011).

Les NEs n'ont suscité l'intérét qu’a I'aube des années 2000 pour les raisons suivantes
(Tadros et al., 2004) :

- La préparation d’une nanoémulsion nécessite dans de nombreux cas, des
techniques spéciales telles que rhomogenéisateur a HP, le microfluidiseur et les

ultrasons qui n’ont été rendues disponibles que récemment.

- 1l 'y avait une perception que la fabrication des NEs était colteuse et nécessitait des
équipements  onéreux, ainsi que [utilisation de concentrations  élevées

d'émulsifiants.

- La stabilitt des NEs est sensible aux conditions environnementales telles que la

température et le pH.

- Le mécanisme de production de gouttelettes de taille inférieure au micron et le role

des tensioactifs et co-tensioactifs n’avaient pas été encore complétement élucidés.

- 1l y avait un manque de démonstration des avantages des NEs et leur utilisation en

comparaison avec les systemes de macroémulsions classiques.

- |l existait un manque de compréhension de la chimie interfaciale qui est impliquée
dans la production de NEs. Par exemple, seuls quelques chimistes connaissaient
[utilisation de la température d'inversion de phase (PIT), sa conception et comment
cela pouvait étre utilement appliqué pour la production de petites gouttelettes

d'émulsion.

52



- 1l y a un manque de connaissances sur le mécanisme de marissement d'Ostwald,
qui est le probleme d'instabilité la plus sérieux pour les NEs.

- Il'y a un manque de connaissance des ingrédients qui peuvent étre incorporés pour
surmonter le mdrissement d'Ostwald. Par exemple, lajout d'une deuxieme phase
d'huile avec une tres faible solubilitt dans la phase continue et/ou lincorporation

des émulsionnants polymeres qui a fortement adsorbés a linterface.

- La crainte de [lintroduction de nouveaux systemes sans une évaluation compléte

des co(ts et des avantages.

Depuis lors, Tutilisation des NEs s’est développée, notamment dans différents

domaines, comme nous pouvons le constater sur la Figure 10.

Le développement de [l'utilisation des NEs a permis de lever un bon nombre de
verrous sur les méthodes de préparation, de stabilisation et de mise en applications. Ainsi,
dans la partie suivante nous allons développer la mise en ceuvre des NEs spécifiquement dans

le domaine pharmaceutique.

[ chimie et biochimit

[ Pharmacie et pharmacologie

[ ingénierie, thechnologieet science des matériaux
I Sciences médicales

[ Nutrition etagriculture

[ Biologie et biotechnologie

[ Physique et biophysique

] Microbiologie

[ Autre

Figure 10 : Les proportions d’utilisation des NEs dans la recherche pour différents domaines (Web of
knowledge, mot clé : nanoemulsion, 1997 — 2016, 1672 articles).
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9 Nanoémulsions pour des applications pharmaceutiques

Les technologies nanométriques ou « les nanotechnologies » suscitent de plus en plus
d’intérét dans les domaines de la recherche et de [Pindustric pharmaceutique. Une large
gamme de formes pharmaceutiques concues sur la base de nanotechnologies est en cours de
développement en tant que systtmes de délivrance des SAs. Parmi ces formes
pharmaceutiques, qui peuvent étre appelées « formes nanopharmaceutiques », on trouve les
nanoparticules, les NEs, les nanosuspensions, les nanosphéres, les nanotubes, les nanobilles,
les nanocapsules, et les dendrimeres (Joy et al., 2015). Les NEs pharmaceutiques, qui ont été
tres récemment développees et étudiées, sont des systemes prometteurs pour I’administration
des SAs pharmaceutiques. La Figure 11 montre I’évolution du nombre de publications sur le
sujet se rapportant aux NEs dans le domaine pharmaceutique. On constate une progression
rapide durant la derniere décennie. L’intérét majeur dans ce domaine se concentre sur les NEs
de type O/W pour I'encapsulation et la délivrance des principes actifs hydrophobes peu ou pas
solubles dans I'eau. En effet, la solubilité des SAs est un grand défi dans la formulation
pharmaceutique. Chaque SA, pour qu’elle soit absorbée, doit étre présentée sous forme
solubilisée. Cependant, environ 40 % des SAs commercialisées sont peu solubles dans I’eau et
plus de 90 % des nouvelles SAs développées dans [lindustrie pharmaceutique sont

pratiqguement insolubles dans l'eau (Gursoy et Benita, 2004; Hauss, 2007).

Les NEs O/W peuvent solubiliser ce genre de SAs dans leur phase dispersée. Le choix
de la phase huileuse dispersée constitue une étape critique dans la formulation d’une nouvelle
NE parce que Thuile sélectionnée doit répondre a la fois aux exigences de la formulation
(taille de gouttelettes et stabilité physique du systéme) et aux exigences de I’encapsulation
(solubilité et stabilité de la SA). Les huiles vegétales, qui sont composées essentiellement des
triglycérides a chaines longues, sont utilisées en tant que phase huileuse. Cependant, a cause
de leur pouvoir solubilisant limité, elles sont remplacées parfois par des huiles synthétiques
(ou semi-synthétiques). Le Tableau 1 résume des exemples retrouvés dans la littérature des

huiles végétales et synthétiques utilisées pour I'encapsulation de SAs dans des NEs.
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Figure 11 : Nombre d’articles publiés chaque année sur le sujet des nanoémulsions en pharmacie et en
pharmacologie (web of knowledge, 1997-2016, mot clé : nanoemulsion).
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Tableau 1 : Exemples des huiles utilisees dans la formulation des NEs pharmaceutiques O/W et les substances actives encapsulées.

Type d’huile Nom commercial Composition SA Références
. i Triglycérides d’acides gras saturés (16 %), Glycyrrhl_ZIne Harwansh et al, 2011
Huile de soja mono- (23 %) et poly-insaturés (58 %) Dacarbazine Kakumanu et al., 2011
P Diclofenac Kandadi et al., 2012
a1 Triglycérides d’acides gras saturés (15 %), e
Huile d’olive mono- (76 %) et poly-insaturés (9 %) Acéclofénac Shakeel et al., 2007
— —L - S
Huile de coco Triglycérides d aClde.S gras saturcs (86%), BSA — Artin M* | Suciati et al., 2014
- mono- (6 %) et poly-insatures (2 %)
Vegetale Huile de pignon de Triglycérides d’acides gras saturés (9 %)
Y 0), . .
pin mono- (30 %) et poly-insaturés (60 %) Paclitxel Twari etal., 2006
. Triglycérides d’acides gras saturés (6 %), L
Huile de carthame mono- (14 %) et poly-insaturés (75 %) Saquinavir Vyas et al., 2008
Huile essentielle de Hydrocarbures terpéniques (78%),
camelle terpénoides oxygénés (9%), a-bergamotene | Ramipril Nirmala et al., 2014
(27 %) et a-copaene (23 %)
Célecoxib Shakeel et al., 2008
Triacétine Triacétate de glycéryl Acéclofénac Shakeel et al., 2007
Valsartan Malgope et al., 2013
Sefsol 218 Monocaprate de propyléne glycol Celecoxib Shakeel et al., 2008
- Baboota et al., 2007
Synthétique — .
Capryol Monocaprylate de propyléne glycol Ezétimibe Bali etal,, 2010
pry Pry propy g Clotrimazole Borhade et al., 2012
Labrafac Triglycérides d’acides gras a chaines Acéclofénac Shakeel et al., 2007
moyennes caprylique et caprique Insuline Li et al., 2013
Trioléine Trioléate de glyceryl Thymoquinone Tubesha et al., 2013

* Albumine de sérum bovin avec adjuvant comme model de vaccin
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Les NEs O/W constituent un outil approprié dans certains cas ou la SA est une huile
ou un composé naturel d’une huile (Mizrahi et al., 2014; Mostafa et al., 2015). Les SAs
encapsulées a I'intérieur de la phase huileuse sont protégées des dégradations chimiques et

enzymatiques puisque ce genre de réactions se passe en milieu aqueux.

En comparaison avec les macroémulsions, les NEs possedent une surface spécifique
beaucoup plus importante, ce qui donne une diffusibilité optimisée de la SA. Donc, grace a
I'amélioration de la solubilit¢, de la protection contre la dégradation enzymatique gastro-
intestinale, et de la diffusibilité, les NEs augmentent la biodisponibilité des SAs administrées
par la voie orale. De nombreuses études ont été effectuées pour montrer I'efficacité des NEs
pour augmenter la biodisponibilit¢ orale des SAs hydrophobes telles que le danazol
(Devalapally et al., 2013), la curcumine (Ganta et al., 2010a) et le saquinavir (Vyas et al.,
2008). De plus, en raison de l'uniformit¢ de la distribution de la SA dans la forme
pharmaceutique, les NEs peuvent minimiser les variations d’absorption (Bali et al., 2010).
Les NEs améliorent la pénétration des SAs a travers la peau grace a leur surface spécifique
importante et aussi grace a la réduction de la tension interfaciale des gouttelettes (Chime et
al., 2014). Pour ces raisons, un grand intérét a été porté aux NEs pour la voie cutanée. Les
recherches se sont concentrées sur la délivrance des anti-inflammatoires non stéroidiens tels
que le célécoxib (Shakeel et al., 2008; Baboota et al., 2007), le méloxicam (Khurana et al.,
2013) et l'acéclofénac (Shakeel et al., 2007), et d’autres SAs telles que le valsartan (Malgope

et al., 2013) et la curcumine (Rachmawati et al., 2014).

Par voie parentérale, alors que les macroémulsions (> 5 pm) ne sont pas injectables
(Wretlind, 1964), les NEs pour leur part peuvent étre administrées si elles répondent aux
autres exigences des preparations parentérales (stérilité, apyrogénicité, isotonie, etc.). Suite a
une administration parentérale intraveineuse, les gouttelettes huileuses des NEs sont
métabolisees ou éliminées par le foie et les phagocytes mononucléés en fonction de leurs
tailles et de leur composition (Tamilvanan, 2004). Donc le ciblage de ces deux derniers est
possible sans modifications de la surface des gouttelettes. Par ailleurs, le ciblage d’autres
organes ou tissus a été étudié par I'incorporation de ligands appropriés tels que le cholestérol
pour cibler les récepteurs des lipoprotéines de basse densité (Contente et al., 2014), l'acide
foliqgue pour cibler les récepteurs des folates surexprimés dans les tissus tumoraux (Loureiro
et al., 2015b), les 1-O-alkylglycerols pour améliorer le ciblage au cerveau (Madhusudhan et

al., 2007) et lalbumine du sérum bovin pour cibler I'albondine surexprimés dans les tissus
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inflammés (Kandadi et al., 2012). Généralement, I'élimination des gouttelettes des NEs de la
circulation sanguine est rapide. Des études ont été menées pour montrer la possibilité de
modifier la surface des gouttelettes des NEs par du poly(éthylene glycol) PEG. Ce dernier
traitement, qui est généralement appliqué aux nanoparticules, rend la surface des gouttelettes
plus hydrophile. Cela ralentit 'opsonisation et, par conséquent, allonge la durée de vie de ces
gouttelettes dans la circulation sanguine et permet une libération prolongée de la SA
encapsulée (Ganta et al., 2010b). D’autres études ont évalué le potentiel des NEs pour la
délivrance des SAs par voie parentérale sous-cutanée (Mbela et al., 1998; Loureiro et al.,

2015a) et intramusculaire (Kakumanu et al., 2011).

La wvoie oculaire est ¢galement une voie d’administration d’intérét pour les
nanomédicaments. En effet, le traitement des maladies de la surface oculaire nécessite
souvent I'administration locale des SAs. L’administration des SAs sous forme de solution
aqueuse est inefficace a cause du drainage nasolacrimal rapide. La formulation des formes
pharmaceutiques oculaires présente un défi majeur a cause des considérations techniques
(solubilité, stabilité, etc.) et cliniques (efficacité, toxicité¢ locale, conformité) (Lallemand et
al., 2012). Les NEs cationiques sont des outils prometteurs pour la délivrance oculaire
puisque la surface des cellules de la cornée est chargée négativement. Les gouttelettes
chargées positivement vont étre retenues sur cette surface par des interactions électrostatiques.
Cela augmente le temps de résidence oculaire et permet une libération prolongée de la SA (Du
Toit et al., 2011). La problématique rencontrée avec les NEs oculaires est que la majorité des
agents cationiques utilisés pour les préparer sont des tensioactifs de synthése irritants et
toxiques pour la voie oculaire (Lallemand et al., 2012). Comme exemples de SAs encapsulées
dans des NEs oculaires, on peut citer la terbinafine pour le traitement des kératites fongiques
(Tayel et al., 2013), I'indométacine pour le traitement des inflammations oculaires (Calvo et

al., 1996) et le timolol pour celui du glaucome (Gallarate etal., 2013).

De la méme facon, des NEs cationiques ont été développées pour allonger le temps de
résidence dans la cavité nasale pour le ciblage cérébral (Yadav et al., 2016). Dans d’autres
études, des agents mucoadhésifs ont été intégrés a la surface des gouttelettes des NEs dans le
méme but (Kumar et al., 2008). L’encapsulation des SAs dans les gouttelettes huileuses des
NEs protege les SAs de la dégradation enzymatique qui constitue une des limitations de la

voie intranasale (Harris, 1993).
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Tres recemment, des NEs O/W ont été étudiées pour la voie pulmonaire sous forme
d’aérosols (Nasr et al., 2012) ou sous forme d’inhalation séche préparée par pulvérisation
(Zhu et al., 2015).

Malgré les nombreux avantages de ces systemes pour les différentes voies
d’administration, les NEs sont moins présentes a I'heure actuelle dans la recherche
pharmaceutique en comparaison avec d’autres formes nanométriques telles que les
nanoparticules et les liposomes (Figure 12). Les raisons principales de ce large écart est la
disponibilite seulement récente des techniques de haute énergie pour la production des NEs et
le manque de connaissances et de compréhensions sur les mécanismes d’émulsification de
basse énergie. En plus des limites techniques et des contraintes thérapeutiques, des préjuges

négatifs peuvent exister face a adaptation d’une nouvelle forme pharmaceutique.
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Figure 12 : Nombre d’articles publiés en pharmacie et en pharmacologie sur les différentes formes
nano-pharmaceutiques : NSHs (Nanocoques), NSPs (nanosphéres), NCs (nanocapsules), NEs
(nanoémulsions), DMs (dendrimetres), LSs (liposomes) et NPs (nanoparticules) (web of knowledge,
1997 - 2016).

L’utilisation de tensioactifs constitue une problématigue majeure dans e
développement des NEs pharmaceutiques. La Figure 13 montre les principaux tensioactifs
utilisés dans la plupart des recherches effectuées dans ce domaine ainsi que leur fréquence

d’utilisation. Les tensioactifs utilisés, qui sont généralement des produits de synthése

59



chimique, peuvent provoquer des réactions toxiques par différentes voies d’administration.
Par exemple, pour la voie cutanée, les émulsions sont souvent utilisées pour traiter les
troubles inflammatoires de la peau telles que leczéma ou la dermatite atopique, mais elles
peuvent déclencher des réactions inflammatoires (Barany et al., 2000). Des études récentes
ont démontré la relation entre la structure des tensioactifs et leur toxicité cutanée. Lémery et
al. (2015) ont rapporté que les tensioactifs ioniques (anioniques et cationiques) sont plus
toxiques s’ils sont solubles dans leau. Pour leur part, les tensioactifs non-ioniques révelent un
effet toxique plus ou moins marqué dépendant de la nature de leur téte polaire, de la longueur
de leur chaine aliphatique et de leurs liaisons chimiques. Pour la voie orale, des études ex-vivo
ont traité la toxicité de ce type de tensioactifs sur les cellules Caco-2, les cellules constituant
Iépithélium intestinal humain. He et al. (2011) ont trouvé que les émulsions stabilisées par le
cremophor EL, le cremophor RH40, le polysorbate-80 ou le Solutol HS15 ont diminué la
viabilit¢ des cellules Caco-2 de plus de 50 % en comparaison avec un contrdle négatif. La
problématiqgue de la toxicité des tensioactifs est beaucoup plus importante avec les NEs
quavec les émulsions conventionnelles, puisque la quantit¢ de tensioactifS requise est plus
importante avec les NEs en raison de l'aire interfaciale plus grande. Ceci peut donc limiter
leurs applications thérapeutiques a long terme (en particulier pour le traitement de maladies

chroniques).

Dans [l'industrie pharmaceutique, les émulsions submicroniques administrées par voie
intraveineuse sont commercialisées depuis cing décennies dans la nutrition parentérale pour
I’administration des acides gras essentiels aux malades critiques qui ne peuvent étre nourris
par voie orale. Il s’agit des émulsions grasses ou lipidiques. Par exemple, I'Intralipid®, qui est
approuvé en Europe depuis 1962, est une eémulsion de triglycérides avec une taille de
gouttelettes de 500 nm. Des NEs, avec une taille de gouttelettes moins de 200 nm, sont
apparues sur le marché pharmaceutique depuis les deux dernieres décennies. Le Tableau 2
montre des exemples des produits finis congus sur la base des NEs et commercialisés sur le

marché pharmaceutique (Wong, 2015).
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Dérivésdu sorbitane
Monooléate de sorbitane polyoxyéthylene (Tween),
monooléate de sorbitane (Span)

Lécithines
Phosphatidylcholine desoja, dejaune d ceuf, de saumon

Cremophors EL, RH40, RH60
Polyoxyéthylene huile de ricin hydrogénée

- Poloxaméres 188,407
Co-polyperestri-blocs PEG-PPG-PEC

[ ] SolutolHS 15
Polyoxyéthylene hydroxy stéarate

[ Autres

Labrasol (glycérides de caprylcaproyle macrogol-8)
Labrafil (glycerides d’oléoyl macrogol-6)

Brij 35 (Polyoxyéthyléne d ‘éther dodécylique)

Sefsol 218 (Polyoxyéthyléned ester monocaprylique)
Tego Care 450 (distéarate de polyglycéryle-3-
méthylglucose)

Capryo 90 (monocaprylate de propyléneglycol)
Biopolymeéres (amidon modifié, pectine, protéine)
Etc.

Figure 13 : Les principaux tensioactifs utilisés pour la stabilisation de NEs dans la recherche en
pharmacologie, toxicologie et sciences pharmaceutiques (extrait de 314 publications sur
ScienceDirect, sur le sujet de nanoemulsion, 1997 - 2016).

On constate que les émulsionnants utilisés sont dans la plupart des cas des tensioactifs
de faible masse molaire, dans la partie suivante, nous discuterons la possibilit¢ de formuler
des NEs avec des protéines en remplacement des molécules de tensioactif.
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Tableau 2 : Quelques exemples de NEs commercialisées dans le domaine pharmaceutique (Wong, 2015).

Nom SA Fabricant/pays, Indications Voie Phase Tensioactif | Diameétre de
commercial année d’adminis tration | huileuse gouttelettes
(nm)
® Cyclosporine A Novartis pharm. Huile de Cremophor i
Nesoral /France, 1995 Immunosuppresseur Orale Mais RH 40 10 - 150
. . Inflammation et .
- Sirion ther. int./ AN . Huile de
Durezol® Difluprednate EDA 2008 do_uleur_ associées a la | Oculaire ficin Tween 80 110
chirurgie oculaire
. ® Cyclosporine A Allergan/USA, Immunomodulateur, . Huile de
Restasis 2013 sécheresse oculaire Oculaire ricin Tween 80 100
Mitsubishi Vasodilatateur, Huile de Lécithine
Liple® Alprostadil Pharma. Corp./ antiagrégant Intraveineuse soia de jaune 209
Japon, 1988 plaguettaire L d’ceuf
Nh(;\ﬁrr\t;inion Tween 80 +
Focetria® Vaccin @ guropéenne Influenza A (HIN1) Intramusculaire | Squaléne © | trioléate de | 165
2007-2016 sorbitan 85
GlaxoAmithKline
Pandemrix® | Vaccin® Biologicals/ union | Influenza A (HIN1) Intramusculaire | Squaléne © | Tween80 | 150 - 155

européenne, 2008

@ Antigéne de surface (hémagglutinine et neuraminidase) de la souche A/California/07/2009 (H1N1) souche analogue utilisée NYMC X-181
®) Antigéne de surface (hémagglutinine) de la souche A/California/7/2009 (HIN1) souche analogue utilisée X-179A
© Huile extraite du foie de requin
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10 Protéines en tant qu’agents émulsionnants

Les biopolymeres tels que les protéines et les polysaccharides sont largement utilisés
dans Tindustrie des émulsions alimentaires et sont des candidats prometteurs pour les
émulsions pharmaceutiques (Bouyer et al., 2012). Au cours des deux dernieres décennies, les
NEs O/W ont attiré I'attention de I'industrie alimentaire pour I'encapsulation de COmMpOSés
bioactifs hydrophobes tels que les caroténoides (Mao et al., 2009), les vitamines (A, D, E et
K) (Rekkin et al., 2009), les polyphénols (Zambrano-Zaragoza et al., 2014) et les lipides
bioactifs (oméga-3, oméga-6 et acides gras polyinsaturés) (Komaiko et al., 2016). Les NEs
presentent plusieurs avantages dans ce domaine, a savoir : protéger les composes bioactifs
contre les dégradations chimiques et enzymatiques au contact des autres ingrédients
alimentaires (McClements, 1999), augmenter leurs absorption au niveau intestinal (Acosta,
2009), augmenter leur solubilité et/ou leur dispersion, et par conséquent, leur biodisponibilité
(Huang et al., 2010), pouvoir les intégrer a des boissons ou a d’autres produits aqueux
transparents (Lee et McClements, 2010) et masquer le gott, I'odeur ou la couleur de certains
ingrédients nutritionnels (Qian et al., 2012).

L utilisation des biopolymeres initialement appliquée aux émulsions conventionnelles
a été transmise vers le domaine nanomeétrique. Pendant ces derniéres années, de nombreuses
recherches ont été effectuées pour étudier la capacit¢ de polymeres d’origine naturelle a
former et a stabiliser des NEs alimentaires. Parmi ces biopolyméres, les protéines (telles que
les protéines végétales et les protéines du lait) sont les plus étudiées. Les protéines sont des
polyméres naturels qui peuvent étre obtenus a partir d'une ressource abondante, peu co(teuse
et renouvelable. Les propriétés interfaciales des protéines et leur efficacité en tant qu’agents
émulsionnants ont été largement étudiées et démontrées. Dans les sections suivantes, nous
allons traiter les activités interfaciales et émulsionnantes des protéines. Nous donnerons des
exemples de protéines utilisées pour la stabilisation des NEs et nous ferons une comparaison
entre les différentes protéines et les tensioactifs de synthése d’une part, et entre les differentes

protéines d’autre part, en termes de taille des gouttelettes et de stabilité de NEs obtenues.
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10.1 Propriétés interfaciales et émulsionnantes des protéines

Les protéines, a I'instar des tensioactifs de faible masse molaire, ont une nature
amphiphile. Celle-ci provient de leur structure polypeptidique (Foegeding et Davis, 2011).
Les acides aminés formant la chaine polypeptidique sont soit hydrophobes (alanine, valine,
leucine, isoleucine, méthionine, phénylalanine, tryptophane, tyrosine et proline) soit
hydrophiles (glycine, sérine, thréonine, cystéine, asparagine, glutamine, méthionine aspartate,
glutamate, histidine, lysine et arginine). Cette amphiphilie favorise leur adsorption a

I'interface O/W et, par conséquent, la diminution de la tension interfaciale.

Lors de Tl'adsorption & linterface, un changement de conformation de la protéine est
souvent nécessaire afin d'exposer les résidus d’acides aminés hydrophobes a la surface de la
molécule. Ensuite, les protéines se reéarrangent pour orienter ses résidus d’acides aminés
hydrophobes vers la phase huileuse et ses résidus d’acides aminés hydrophiles vers la phase
aqueuse (Walstra, 2003). Ce mécanisme est appelé dans certaines références « la dénaturation
interfaciale » (Beverung et al., 1999; Bos et Vliet, 2001).

A partir des molécules de protéine adsorbées a I'interface, un film viscoélastique fort
peut étre formé grace aux interactions intermoléculaires covalentes telles que les liaisons
disulfure, et non-covalentes telles que les interactions hydrophobes. Monahan et al. (1993) et
Dickinson et Matsumura, (1991) ont démontré que les protéines majeures du lactosérum
(laB-lg et T'a-la) se polymérisent a I'interface O/W par des liaisons disulfure. De cette fagon,
une protéine appauvrie en groupemente thiol (telle que la caséine) forme des films moins
cohésifs qu’une protéine riche en ce groupement telle que la B-lg (Dickinson, 2001). Par
ailleurs, d’autres études ont relevé la formation de feuillets B intermoléculaires sous Teffet
d’interactions hydrophobes (Lefevre et Subirade, 2003). Le film formé a Iinterface fournit
une stabilitt mécanique contre la coalescence des gouttelettes lors de leur collision sous I'effet
du mouvement brownien (Tcholakova et al., 2006).

Par ailleurs, les fragments de protéine composés majoritairement de résidus
hydrophiles restent ancrés d’un c6té a linterface et libres de Tlautre c6té dans la phase
aqueuse. Le réseau créé par cette configuration empéche le rapprochement entre les gouttes

par un mécanisme de stabilisation stériqgue (Damodaran, 1996; Tcholakova et al., 2006).
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Les protéines contiennent aussi des groupements carboxyle (-COOH) et amines
(-NHy) libres, autres que les groupements impliqués dans les liaisons peptidiques. L’acide
aspartiqgue et lacide glutamique portent un groupement -COOH. La lysine, I'arginine et
I’histidine portent un groupement -NH,. Ces groupements peuvent étre ionisés en fonction du
pH du milieu. A pH acide, les groupements amine deviennent chargés positivement (NHz")
alors que les groupements carboxyle sont neutres. En augmentant le pH du milieu, les
groupements amine commencent a étre neutralisés et les groupements carboxyle commencent
a se dissocier et a devenir chargés negativement (-COQ") en fonction de la valeur du pKa de
chaque groupement. A une valeur donnée de pH, la charge globale de la protéine devient
égale a zéro. Cette valeur de pH est caractéristique de la protéine et est définie comme son
point isoélectrique (pl). La valeur du pl dépend alors de la composition de la protéine en
acides aminés et de la valeur de pKa de chaque acide aminé. La protéine est chargée
positivement si pH < pl ou négativement si pH > pl. Lors de la formulation d’une émulsion
O/W avec une protéine, la surface des gouttes peut étre alors chargée. Avec les protéines, la
stabilisation électrostatique joue un role crucial (Guzey et McClements, 2007). Par ailleurs, la
charge de la protéine joue aussi un role dans son adsorption a I'interface. Plus la protéine est
chargée, plus elle est soluble dans I'eau et plus les vitesses de diffusion et d’adsorption a

I'interface sont importantes (Karaca et al., 2011).

La présence de protéine non-adsorbée et libre dans la phase continue contribue
également a augmenter la viscosité de I'émulsion, ce qui réduit la mobilit¢ et la diffusion de

gouttelettes d'huile au sein de I'émulsion (Jafari etal., 2012).

Les propriétés émulsionnantes des protéines dépendent donc de I'ensemble de leurs
propriétés physico-chimiques telles que leur taille, leur séquence d’acides aminés, leur
flexibilit¢  conformationnelle, leur hydrophobie, leur point isoélectrique, la présence de

groupements thiol (-SH) libres, etc.

Cependant, la stabilisation des émulsions par les protéines présente quelques limites.
Par exemple, la répulsion électrostatique, qui constitue I'un des principaux mecanismes de
stabilisation avec les protéines, est sensible au changement du pH et a la force ionique du
milieu. 1l a été rapporté que les émulsions ont tendance a floculer et ensuite a crémer trés
rapidement au voisinage du point isoélectrique de la protéine (Qian et al., 2012). Egalement,
une force ionique élevée peut limiter les forces répulsives en neutralisant la charge de surface

(Qian et al., 2012; McClements, 2005).
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D’autre part, bien que la tendance générale dans la littérature soit de considérer que la
stabilitt des émulsions est renforcée par la formation de liaisons disulfure intermoléculaires
entre les molécules de protéine adsorbées a I'interface, Joshi et al. (2012) ont démontré le
contraire. En effet, les liaisons disulfure peuvent se former entre les protéines adsorbées aux
surfaces de deux gouttes différentes, ce qui favorise alors la coalescence et la déstabilisation.
Dans cette étude, la stabilité¢ des émulsions formées avec l'isolat de protéine de lentilles a été
améliorée en réduisant les liaisons disulfure. Les interactions intermoléculaires
non-covalentes peuvent aussi jouer un role déstabilisant si elles se forment entre les surfaces
de différentes gouttes. Effectivement, au cours du vieillissement des émulsions, le
changement structurel de la protéine a I'interface rend ce genre d’interactions plus probable
(Fang et Dalgleish, 1997; Kim et al., 2005; Tcholakova et al., 2006).

Les émulsions stabilisées par des protéines sont sensibles aux changements de
température. 1l a été rapporté que la dénaturation thermique des protéines adsorbées peut
augmenter I’hydrophobie de la surface de gouttelettes de [I'émulsion, ce qui augmente
lattraction hydrophobe entre les gouttelettes. En outre, la dénaturation de la protéine adsorbée
a l'interface, sous I'effet de la chaleur, expose ses groupements thiol dans la phase aqueuse,
ce qui favorise la formation de liaisons disulfure entre les différentes gouttelettes d'émulsion
(Kim etal., 2002).

Alors que Tlutilisation des polyméres, tels que les protéines, est une des techniques
proposées pour limiter le mirissement d’Ostwald, ce mécanisme de déstabilisation demeure
neanmoins présent dans des émulsions stabilisees par des protéines, lorsque la phase aqueuse
posséde une solubilité non négligeable dans la phase dispersée comme les triglycérides a

chaines courtes et les huiles essentielles (Ahmed et al., 2012; Jafari et al., 2007).

Plusieurs études ont proposé des traitements divers pour améliorer les propriétés
émulsionnantes des protéines. Parmi elles on peut citer ’hydrolyse enzymatique partielle et la
dénaturation partielle par chaleur ou par haute pression (Adjonu et al., 2014; Lam et al., 2013;
Jafari etal., 2007).

Les protéines peuvent donc étre une alternative aux tensioactifs synthétiques. Leur
pouvoir émulsionnant a été démontré pour les émulsions conventionnelles. Elles peuvent étre

des candidates intéressantes pour la stabilisation des NEs pharmaceutiques. A notre
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connaissance, peu de travaux ont été réalisés dans ce domaine et une seule publication

pharmaceutique a été publiée sur ce theme (He et al., 2011).

10.2 Protéines utilisées pour la formulation des nanoémulsions

Nous allons, dans cette partie, récapituler les principales protéines qui ont déja été

étudiées pour la stabilisation des NEs.

10.2.1 Protéines d’origine animale

a) Caséines

Les caséines sont présentes dans la grande majorit¢ du lait des mammiferes. Elles
constituent, par exemple, 80 % des protéines du lait de vache. Il y a plusieurs types de
caséines dans le lait de vache. Les plus présentes sont les caséines as et ag (48,7 %),
B (33,8 %), x (9,5%), vy (4,9 %) (Barry et Donnelly, 1980). Les caseines dans le lait forment
des complexes dits « micelles » qui donnent la couleur blanche au lait. Ces micelles consistent
en différentes caséines maintenues ensembles par des ponts phosphate de calcium a lintérieur,
et qui sont entourées d'une couche de «-caseine qui contribue a stabiliser la micelle en

solution.

Les a-caséines et la B-caseine, étant abondantes dans le lait de vache, ont été étudiées
dans le domaine alimentaire pour la préparation des NESs. Elles sont un exemple de protéines
non-globulaires. En effet, la structure tertiaire est quasi inexistante dans ces deux protéines, en
raison de I'absence de liaisons disulfure, contrairement & la k-caséine qui en contient une. Les
a-caséines et B-caséine contiennent peu de structure secondaire. Les o-caséines possedent 10
% d’hélices o et 20 % de feuillets B, alors que la B-caséine possede 1 a 10 % d’hélices a et 13
a 16 % de feuillets B (Paulsson, 1990). Le reste de ces protéines se trouve sous forme de

pelotes aléatoires. Cela en fait les rend peu structurées et flexibles.

Les deux principales caséines, ag; (23 500 g/mol) et § (24 000 g/mol), sont des agents

émulsifiants extrémement efficaces. Elles sont capables de diminuer la tension interfaciale au
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cours de Il'émulsification et de protéger les fines gouttelettes récemment formées contre la
floculation et la coalescence par une combinaison de répulsions electrostatiques et stériques
(Dickinson et Davies, 1999). L’efficacit¢ interfaciale des caséines provient de leur structure.
Les caséines sont composées d’une seule chaine polypeptide. Par exemple, la B-caséine est
une chaine polypeptide de 224 acides aminés. Son premier tiers (Pextrémité N-terminale) est
hautement phosphorylée (cing résidus dans les premiers 18 résidus) et donc hydrophile, tandis
que les deux autres tiers (Iextrémité C-terminale) contiennent essentiellement des résidus
hydrophobes (Zhai et al., 2013).

L’étude de la couche interfaciale formée par les caséines a révélé que la couverture de
surface était de 1 & 3 mg.m? avec une épaisseur de 5 & 10 nm (Fang et Dalgleish, 1993).
Dalgleish (1993) a rapporte que les variations des épaisseurs de la couche interfaciale
dépendent du type de caséine. Par exemple, l'ag-caséine et la [-caséine occupent

respectivement des épaisseurs de 5,4 et 11,1 nm.

Les caséines sont solubilisées dans I’hydroxyde de sodium pour produire le caséinate
de sodium, la forme commerciale des caséines largement utilisée dans I'industrie alimentaire.
Le tableau suivant (Tableau 3), qui résume les principaux résultats obtenus sur la stabilisation
des NEs par les caséines, montre la possibilit¢ d’obtenir des NEs O/W avec une taille de
gouttelettes inférieure a 200 nm avec les caséines. Les efforts se sont concentrés sur
Poptimisation du procédé principalement par 'HPH et 'HPM. Dans la majorit¢ de ces
travaux, un ratio massique des quantités caseine/huile de I'ordre de 1 a été requis pour obtenir

ces NEs.
b) Protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum sont des protéines globulaires qui constituent environ
20 % des protéines du lait. La majoritt de ces protéines sont la B-lactoglobuline (B-Ig)
(=50%) et Tla-lactabumine o-la (= 20 %), avec des quantités inférieures
d’immunoglobulines (= 11 %), d'albumine de sérum bovin (BSA : bovin serum albumin) (= 6
%) et de protéose peptone (= 12 %) (Walstra et Jenness, 1984). Dans I'industrie alimentaire,
I'ensemble des protéines du lactosérum se trouve sous deux formes : le concentré de protéines
du lactoserum WPC (whey protein concentrate), et Iisolat de protéines du lactosérum WPI
(whey protein isolate). Les deux fractions de protéines du lactosérum different par la méthode

de purification, et par conséquent, leur teneur en protéines. Le WPC contient 80 % de
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protéines. Pour sa part, le WPI subit une étape supplémentaire d’ultrafiltration pour enlever
davantage de matieres grasses et de glucides : la teneur en protéines est alors plus importante
(90 %).

Les protéines du lactosérum sont largement utilisées dans le domaine alimentaire pour
la production des émulsions (Lam et Nickerson, 2013). Des études récentes ont démontré le
potentiel de protéines de lactosérum en tant qu'émulsifiants pour la formulation de NEs
adaptées aux applications alimentaires. Le tableau suivant (Tableau 4) résume les conditions
et les résultats obtenus pour la formulation de NEs avec les protéines du lactosérum WPI et
WPC.

69



Tableau 3 : Les conditions et les principaux resultats de quelques éetudes effectuees sur les NEs stabilisées par les caséines.

5 cycles)

Concentration Phase Procédé et conditions Diametre de Stabilité Mécanisme de Références
en caséines huileuse gouttelettes (nm) déstabilisation
(m/m%o)
10® D-limoréne | T M (105 MPa, 350 - 400 nd nd Jafari etal., 2007
1 - 3 cycles)
HPH (60 MPa, 6 Relkin etal.,
3,6 TCL (HMT) cycles) 255 nd nd 2009
TCL (LMT) 304 nd nd
. Qian et
5 r':;:f de g'il\éllégoo MPa, 179 nd nd McClements,
y 2011
25 Huile de HPM (70 MPa) 187 - 199 Non stable Coakescence | Maner etal,
tournesol 2011
5 Non stable Coalescence
stables contre la
7,5 séparation (par | stable
centrifugation)
10 Stable
4 E HPM (300 MPa) 150 nd nd Ye etal., 2013
exadecane
2 TCM HPH (150 MPa, 175 nd nd Zeeb et al., 2014

@ + 30 Mm% de maltodextrine

nd : non déterminé
HPM : Microfluidisation a haute pression
HPH : Homogénéisation a haute pression

TCL (HMT): Triglycérides a chaines longues a température de fusion

élevée

TCL (LMT) : Triglycérides a chaines longues a température de fusion basse
TCM : Triglycérides a chaines moyennes
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Tableau 4 : Les conditions et les principaux résultats de quelques études effectuées sur les NEs stabilisées par les protéines du lactosérum.

Protéine | Concentration | Phase huileuse | Procédé et conditions Diametre de Stabilité Références
(M/m%o) gouttelettes (nm)
45 Huile de paime | HPH (308120 MPa, ) 504 _5og 60 jours 24°C. | Relkin etal.,, 2011
12 cycles)
6,1 Huile d’arachide HPH (200 MPa, <200 9 jours a 4°C. Benzaria etal., 2013
2 cycles)
2 TCM HPH (150 MPa, 175 nd Zeeb et al., 2014
5 cycles)
5 TCM HPH (60 MPa, 200 45 jours Li et al., 2014
WP 3 cycles)
HPH (140 MPa,
1 TCM 3 cycles) 160 12 heures Mao et al., 2009
45 Hule d’arachide HI?H (200 2300 MPa, | _ 200 9 jours Cortés-Muroz et al.,
1a 2 cycles) 2009
Huile de mais HPM (= 82 MPa) 180 nd
1 Huile de mais + Dissolution / Lee et McClements,
acétate 4 éthvle évaporation / HPM 80 nd 2010
Y€ | (= 82 MPa)
Huile de 5 Submicronique
1,5 tournesol HPH (20 a 300 MPa). (> 200) nd Floury etal., 2000
WeC Tazoyky 130
10®@ D-limonéne Yers) nd Jafari etal., 2006
Ultrasonication 943 - 298
(24 KHz, 20-605)
@ + 30 Mm% de maltodextrine HPH : Homogénéisation a haute pression
nd : non déterminé HPM : Microfluidisation a haute pression
WPI : Isolat de protéines de lactosérum TCM : Triglycérides a chaines moyennes

WPC : Concentré de protéines de lactosérum
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C) [3-Lactoglobuline

La B-lactoglobuline (B-lg) est la proteine majeure du lactosérum du lait des ruminants.
Elle est présente chez la majorite des mammiferes sauf dans le lait humain et celui des
rongeurs. Elle représente environ 3 g/L dans le lait de vache et environ 50 % des protéines
totales du lactosérum. Elle appartient a une grande famille de transporteurs protéiques appelés
protéines de liaison aux molécules hydrophobes ou lipocalines en raison de sa séquence
d'acides aminés et de sa structure tridimensionnelle (Kontopidis et al., 2004). Au moins deux
variants génétiques (A et B) ont été mentionnées chez la vache et aussi chez le cheval et le
chat. La différence entre ces variants se traduit par des différences d'acides aminés dans les
positions 64 et 118. La B-lg A contient I'acide aspartique et la valine, tandis que la B-ly B

contient I'acide glutamique et I'alanine respectivement dans ces deux positions.

La B-lg est une petite protéine globulaire formée dans sa structure primaire d’une seule
chaine peptidique composée de 162 acides aminés par monomere avec une masse molaire de
18 350 g/mol et une valeur de pl de 5,2 (Brownlow et al., 1997). La structure secondaire
comporte 15 % d’hélices o, 50 % de feuillets B, 15% de coudes et 15 % de structures
désordonnées (Sawyer et al., 2000). La Figure 14 représente les structures secondaire et

tertiaire d’un monomere de B-Ig.

Hélice a

Figure 14 : Schéma représentant les structures secondaire (9 feuillets B (A a I) et une hélice a) et
tertiaire (cceur lipocaline) d’un monomére de la B-lactoglobuline (Brownlow et al., 1997; Protein Data
Bank).
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Dans la structure tertiaire on trouve deux liaisons disulfure (S-S)entre quatre
cystéines, Cys, contenues dans la structure : la premiére (Cys®®-Cys'®®) qui maintient la
structure tertiaire, et une deuxiéme (Cys!°®-Cys!'®), qui se trouve a la surface extérieure de la
molécule. La B-lg possede aussi un groupement thiol libre (-SH) provenant de la cinquieme
Cys en position Cys*?!. L’activité de ce groupement est dépendante du pH et est impliquée
dans la dénaturation et Tl'agrégation de la protéine par des interactions intermoléculaires
(Kontopidis et al., 2004).

La B-lg est largement utilisée pour produire des émulsions conventionnelles (Bouyer et
al., 2012). L’efficacité remarquable de cette protéine dans ce domaine a conduit & un grand
nombre d’études pour produire des NEs stabilisées par la B-lIg. Le Tableau 5 résume les
conditions et les principaux résultats de ces études.
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Tableau 5 : Les conditions et les principaux résultats de quelques études effectuées sur les NEs stabilisées par la B-lactoglobuline.

Concentration Phase Procédé et Diametre de Stabilité Mécanisme de références
(m/m%b) huileuse conditions gouttelettes déstabilisation
(nm)
5 Huile de mais HPM (1400 MPa, 162 nd nd Qian et McClements,
6 cycles) 2011
Mdarissement
. TCM HPM (= 62 MPa, 174 Non stables $Ostwald Arvred et al. 2012
TCL 5 cycles) 181 24 heures nd B
TCC > 1000 24 heures nd
Huile HPM (= 62 MPa
2 essentielle . > | 156 15 jours nd Qian et al., 2012
, 3 cycles)
d’orange
Stable contre la
1@ TCM HPH (80 MPa, ~ 200 séparation nd He etal., 2011
20 cycles) L
gravitationnelle
04 i . HPH (52 MPa, =10 000 Non stables coalescence :
1 n-hexadécane 5 cycles) =200 54 heures - Kim et al., 2004

@ B-Ig dénaturée par la chaleur (30 minutes a 85°C)
nd : non déterminé
HPM : Microfluidisation a haute pression
HPH : Homogénéisation a haute pression

TCC : Triglycérides a chaines courtes

TCM : Triglyceérides a chaines moyennes

TCL : Triglycérides a chaines longues
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d) a-Lactalbumine

L’a-lactalbumine (o-la) est la deuxieme protéine majeure du lactosérum (= 20 %).
C’est une petite protéine globulaire composée de 123 acides aminés avec une masse molaire
de 12 400 g/mol et un point isoélectrigue de 4,4. La structure secondaire contient 29,9 %
d’hélice a et 18,0 % de feuillets B (Zhai et al., 2012). La structure tertiaire est maintenue par
quatre liaisons disulfure (Cys®-Cys'?°, Cys®-Cys’’, Cy’3-Cys*, et Cys?®-Cys*'t), et i n’y a
pas de groupements thiol libre (McKenzie et White, 1991).

Il existe peu de travaux effectués sur des NEs stabilisées par I'a-la. Zhai et al. (2012)
ont rapport¢ la formulation d’émulsions submicroniques (diamétre moyen = 600 nm)
stabilisées par cette protéine et produites par 'homogénéisateur a HP (70 MPa). Ce systeme
contenait 0,3 MVm% d’o-la et 30 mVm% de trioctanoate de glycérol en tant que phase huileuse.
D’autres études pharmaceutiques ont trait¢ la formulation des NES contenant a la fois 'a-la et
un tensioactif traditionnel. La protéine dans ces NEs n’était pas un agent émulsionnant mais
un ligand a la surface des gouttelettes pour cibler I'albondine dans les tissus enflammés
(Kandadi et al., 2012; Loureiro et al., 2015b).

e) Albumine de sérum bovin

L'albumine de sérum est la protéine plasmatique la plus abondante chez les
mammiféres. L’albumine de sérum bovin BSA (bovine serum albumin) est une protéine
globulaire composée de 583 acides aminés avec une masse molaire de 66 000 g/mol et un
point isoélectrique de 4,7. Sa structure tertiaire est composée majoritairement (= 74 %)
d’hélices o et contient 17 liaisons disulfure et un groupement thiol libre (Majorek et al.,
2012). La BSA a de bonnes propriétés émulsionnantes. Il a été rapporté que le clivage des
liaisons disulfure augmente la flexibilité de la BSA et, par conséquent, améliore ses propriétes
émulsionnantes (Tang et Shen, 2013). Une seule étude portant sur des émulsions
submicronigues a montré que la taille minimale des gouttelettes formées avec
I'ultrasonication est de I'ordre de 500 nm et les émulsions obtenues ne sont pas stables contre

la coalescence (Tabibiazara etal., 2015).

75



f) Gélatine

La gélatine est un mélange de protéines non globulaires obtenu par hydrolyse partielle
du collagene animal (porc, vache ou poisson). Il existe deux méthodes pour obtenir la gélatine
a partir de peaux et des o0s : un procéde acide (géelatine A au point isoélectrique de 6 a9) et un
procédé alcalin (gélatine B avec un point isoélectrique de 5) (Stainsby, 1987). La gélatine a
été trés utilisée dans I'industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique, particulierement
la gélatine de mammiféres (gélatines bovine et porcine). La gélatine de poisson constitue une
alternative a celle de mammiféres pour répondre a des préoccupations sanitaires et socio-
culturelles (Karim et Bhat, 2009). La composition de la gélatine dépend de son origine et de la
méthode d’extraction. En général, la teneur en protéines est de 'ordre de 20 — 25 % (Cheow
et al., 2007; Jakhar et al., 2012), et la masse molaire moyenne est de 60 000 g/mol. La
gélatine posséde une activité interfaciale modérée et peut stabiliser des émulsions O/W (Lobo,
2002). Zeeb et al. (2014) ont étudié la production de NEs de triglycérides a chaines moyennes
stabilisées par la gélatine de poisson et préparées par HPH. Des gouttelettes nanométriques
(=220 nm) ont été obtenues avec 2 m/m % de gélatine, 10 m/m % de phase huileuse et 5
cycles a la pression de 150 MPa de pression. Néanmoins, dans cette étude, des gouttelettes
plus petites ont été obtenues avec le WPI et le caséinate de sodium dans les mémes

conditions.

10.2.2 Protéines d’origine végétale

Dans le domaine alimentaire, les protéines végetales sont une alternative aux protéines
d’origine animale en raison de leur valeur nutritionnelle comparable. Elles peuvent aussi les
remplacer dans la fabrication des émulsions puisqu’elles possedent les mémes propriétés
interfaciales. Les protéines végétales, qui ont été étudiées pour la stabilisation des NEs, sont

les protéines de soja et les protéines de petit pois.

L’isolat de protéine de soja, SPl (Soybean protein isolate), est composé
majoritairement de deux fractions de protéines globulaires: la B-conglycinine (7S,
18 000 & 21 000 g.molY) et la glycinine (11S, 300 000 & 380 000 g.mol) (Adachi et al.,
2001; Chen et Subirade, 2009). La quantité de résidus d'acides aminés non polaires est de
62,5% (% en mole) et 34,8% pour 7S et 11S, respectivement (Riblett et al., 2001).
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Les protéines de petit pois, PP (Pea protein), sont composées principalement de deux
protéines : la légumine (11S, 360 000 g/mol) et la vaciline (7S, 180 000 g/mol). Ces sont des
protéines globulaires dont la structure primaire est similaire a celle de la glycinine et de la
B-conglycinine (les protéines principales du soja) (Derbyshire et al., 1976). L’efficacit¢ de la
protéine de petit pois en tant qu'agent émulsionnant a été démontrée pour la stabilisation des

émulsions huile dans eau par la formation d’un film interfacial rigide (Ducel et al., 2004a,b).

Nikiforidis et al. (2011) ont rapporté la formation d’une NE de I’huile de mais dans
I'eau lors de I'extraction de cette huile par l'ultrafitration. L’extrait était sous forme de NEs
stabilisées par la protéine de mais extraite simultanément. La taille des gouttelettes était
inférieure a 100 nm, ces NEs étaient stables pendant au moins 70 jours dans des conditions
differentes de température. Les protéines de mais sont composées de quatre groupes de

protéines globulaires, a savoir : les albumines, les globulines, les prolamines et les glutélines.

Le Tableau 6 résume les travaux et les principaux résultats obtenus dans I’étude de la

stabilisation de NEs par les protéines végeétales.
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Tableau 6 : Les conditions et principaux résultats de quelques études effectuées sur les NEs stabilisées par des protéines végeétales.

Protéine | Concentration Phase huileuse Procédeé et Diametre de Stabilité Meécanisme de | Références
conditions gouttelettes déstabilisation
(nm)
Stable contre la
<Pl 8 mvop @ TCM |2_|(I)3 CH éig)MPa’ ~200 séparation nd 2H§1it al.
Y gravitationnelle
0,5 Mm% Hulle de soia HPH (85 MPa, 251 7 jours Crémage Yin et al.,
0,5 M\% © ) 3 min) 230 2 mois nd 2012
Huile de HPH (300 MPa, Donsi et al.,
2,7 =23 mimb% | 41 inesol 5 cycles) <200 nd nd 2010
PP D-limonéne
: . HPH (300 MPa, | _ Donsi et al.,
3 m/m% cinnamaldéhyde 5 cycles) ~ 200 nd nd 2012
ou carvacrol

@ protéine dénaturée par la chaleur (30 minutes & 85°C)
®) + 2,5 miv polysaccharide de soja

SPI : Isolat de protéine de soja

PP : protéine de petit pois

TCM : Triglycérides a chaines moyennes
HPH : Homogénéisation a haute pression

78




10.3 Comparaison des propriétés émulsifiantes des différentes protéines

Bien que Tlactivit¢ interfaciale des protéines dépende de leurs propriétés
physico-chimiques, on peut classer les protéines utilisées dans ce domaine en deux grands
groupes : les protéines globulaires (telles que les protéines du lactosérum) et non-globulaires
(telles que les caséines et la gélatine). Dans la littérature, on trouve aussi d’autres termes pour
désigner ce deuxieme groupe tels que « protéine flexible », «protéine désordonnée »,
« pelote statistique » ou «random coil » (Mitropoulos et al., 2014). Cette classification est
basée sur la présence ou l'absence de structure tertiaire. Par exemple, les protéines du
lactosérum ont une structure tertiaire rigide stabilisée par des liaisons disulfure. Cependant, ce

niveau de structure est absent dans les caséines a s et B, donc, elles sont plus flexibles.

Les protéines flexibles présentent un état intermédiaire entre les protéines globulaires
et les tensioactifs de faible masse molaire en ce qui concerne leur activité interfaciale. Par
exemple, les protéines flexibles s’adsorbent plus facilement et plus rapidement a I'interface
O/W (Seta et al., 2014; Benjamins, 2000). En raison de I'adsorption rapide a I'interface O/W,
les protéines flexibles possédent un pouvoir émulsionnant (quantité maximale d'huile qui peut
étre émulsionnée dans un volume donné d'une solution de protéine) plus important que celui
des protéines globulaires (Benjamins, 2000). En revanche, les interactions intermoléculaires
sont moins fortes et les propriétés viscoélastiques interfaciales sont donc moins importantes

que celles des protéines globulaires (Seta et al., 2014).

Il était attendu, lors de la préparation des NEs par HPM ou HPH, d’obtenir des tailles
de gouttelettes plus petites mais moins stables avec les protéines flexibles par rapport aux
protéines globulaires en raison de la différence de la vitesse d’adsorption a [Iinstar des
tensioactifs de faible masse molaire. Néanmoins, des études comparatives ont montré que la
taille de gouttelettes des NEs préparées par HPM ou HPH et stabilisées par des protéines
flexibles (la B-cas€ine ou le caséinate de sodium) a été similaire ou plus importante que celle
obtenue avec les protéines globulaires du lactosérum (Smulders, 2000; Jafari et al., 2007;
Zeeb et al., 2014). Ces résultats peuvent étre expliqués par la différence entre les protéines
globulaires et les protéines flexibles concernant les effets de 'HPH ou de 'HPM sur leurs
structures et leurs activités interfaciales (Benjamins, 2000). Ces aspects ne sont pas encore

clairement élucidés.
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De la méme facon, le film interfacial obtenu avec des protéines globulaires est censé
donner une meilleure stabilité¢ contre la coalescence que les protéines flexibles. Cela avait été
confirmé pour I'interface air/eau lors de la formation de mousses (Graham et Phillips 1976).
Néanmoins, Mohan et Narsimhan (1997) ont rapporté que des NEs stabilisées par le caséinate
de sodium ont été plus stables contre la coalescence que celles stabilisées par des protéines du
lactosérum (WPI). Cela pourrait étre expliqué par la stabilisation électrostatique conférée par
la charge de la protéine. Dans cette étude, le potentiel Zéta des NEs stabilisées par le caséinate

de sodium était le plus élevé en valeur absolue.

D’un autre c6té, les protéines du lait (la caséine ou les WPI) ont donné de meilleurs
résultats pour la stabilisation des NEs en comparaison avec la gélatine de poisson (Zeeb et al.,
2014). Egalement, lefficacit¢ des WPI était légérement meilleure que celle des protéines de
soja en termes de taille de gouttelettes des NEs obtenues et leurs stabilités contre la séparation
gravitationnelle (He et al., 2011). Parmi les protéines du lait, la B-lg posséde le pouvoir
émulsionnant le plus élevé (Benjamins, 2000). Elle permet d’obtenir la taille des gouttelettes
la plus petite lors de la préparation par 'HPH (Smulders, 2000; He et al., 2011). Ses
propriétés interfaciales sont plus importantes que celles des caséines (Seta et al., 2014) et
d’autres protéines globulaires telles que la BSA, T'ovalbumine et du lysozyme (Kiss et
Borbas, 2003).

10.4 Comparaison des propriéetés éemulsifiantes des tensioactifs et des

protéines

Les tensioactifs de faible masse molaire et les protéines sont donc des molécules
amphiphiles qui s’adsorbent a TI'interface O/W en réduisant la tension interfaciale et rendent
possible la dispersion d’une de ces deux phases dans lautre. Les difféerences entre ces deux
classes d’émulsionnants en ce qui concerne leurs activites interfaciales ont été amplement
étudiées et revues (Benjamins, 2000; Bos et Vliet, 2001; Fainerman et al., 2003; McClements,
2005; Mackie et al., 2007; Bouyer et al., 2012; Lam et al., 2013). On peut les regrouper de
facon générale comme suit :
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- Les protéines, étant des biopolymeres, s’adsorbent aux interfaces O/W plus

lentement que les tensioactifs de faible masse molaire.

- Les tensioactifs de faible masse molaire s’adsorbent a I'mterface O/W sous forme
de monocouche d’épaisseur variant en fonction de la longueur de leurs chaines
aliphatiques. Les protéines peuvent former une ou plusieurs couches a Iinterface

en fonction de leur concentration dans la phase aqueuse.

- L’abaissement de la tension interfaciale obtenue avec les protéines est de Iordre
de 15 & 20 mN.m™, ce qui est moins important que celui obtenu avec les petits

tensioactifs synthétiques (30 & 50 mN.m™).

- Les protéines adsorbées a I'interface subissent des changements de conformation
pour exposer les différentes parties hydrophobes et hydrophiles vers les surfaces

appropriées. Ce n’est pas le cas des petits tensioactifs.

- Les interactions intermoléculaires a I'interface dans le cas des tensioactifs de faible
masse molaire sont seulement des interactions non-covalentes, alors que des
interactions covalentes peuvent aussi se produire entre les différentes molécules de

protéine.

- Les protéines a Dinterface, grice aux interactions intermoléculaires et a
I'enchevétrement des leurs polypeptides, forment des films interfaciaux cohérents.
Dans le cas des tensioactifs de faible masse molaire, on ne peut pas parler d’un

véritable film cohésif.

- Les tensioactifs de faible masse molaire a Iinterface sont mobiles et leur
adsorption peut étre réversible, alors que Tadsorption des protéines est

partiellement irréversible.

- En raison de la mobilit¢ des tensioactifs de petite passe molaire, les émulsions
stabilisées par ce genre de tensioactifs sont moins stables a long terme contre la

coalescence en comparaison avec celles stabilisées par des protéines.

Des études ont éte effectuées pour comparer ces deux classes de molécules
amphiphiles en ce qui concerne leur pouvoir a créer des émulsions nanométriques restant
stables & long terme. Suite aux différences de cinétique d’adsorption et de I'abaissement de la

tension interfaciale entre les protéines et les tensioactifs de faible masse molaire, les protéines

81



sont moins efficaces pour la production de nano-gouttelettes. Cela est expliqué comme suit :
lors d’un procédé d’émulsification a haute énergie, le procédé consiste dans une premicre
étape a rompre les grosses gouttes. Cette étape est plus facile dans le cas de tensioactifs de
faible masse molaire puisque la tension interfaciale est moins élevée en comparaison avec les
protéines. Deuxiemement, les tensioactifs de faible masse molaire s’adsorbent rapidement aux
nouvelles interfaces des gouttelettes récemment créées en empéchant leur re-coalescence. Les
protéines s’adsorbent moins rapidement, et donc, la re-coalescence est plus probable. Le
résultat final est de la production des gouttelettes plus grosses avec les protéines (Mao et al.,
2009). Dans cette derniere étude, les protéines du lactosérum ont été efficaces pour produire
des émulsions nanométriques (= 200 nm). En revanche, des gouttelettes plus petites ont été
obtenues avec la méme concentration de Tween 20 ou de mono-laurate de glycérol dans les
mémes conditions opératoires. Donsi et al. (2012) ont obtenu le méme résultat en comparant
les protéines de petit pois avec un mélange en égales proportions de Tween 20 et mono-oléate
de glycérol, bien que la concentration de la protéine soit 3 fois plus importante que celle du
mélange des tensioactifs. He et al. (2011) ont rapporté des résultats similaires pour les

protéines de soja et celles de lactosérum en comparaison avec quatre tensioactifs différents.

D’un autre coOté, les protéines sont plus efficaces que les tensioactifs de faible masse
molaire pour empécher la coalescence durant la conservation des formulations. Ceci peut étre
expliqué par la formation progressive d’un film interfacial viscoélastique g@race aux
interactions intermoléculaires covalentes, pendant que les molécules de petits tensioactifs
restent a Pétat moléculaire et adsorbées de facon réversible a I'interface (Dickinson, 1997;
McClements, 2004). Qian et al. (2012) ont démontré, par une étude de stabilité en temps réel
pendant 15 jours, que les NEs stabilisées par la B-lg sont plus stables contre la coalescence
que celles stabilisées par le Tween 20.

11 Conclusion

En conclusion de cette synthése bibliographique, rappelons que les NES comportent

deux phases liquides non miscibles dispersées I'une dans lautre sous forme de gouttes
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nanométriques d’un diamétre inférieur ou égal & 200 nm avec une distribution de taille étroite.

Cela présente un net avantage en terme de stabilité physique par rapport aux macroémulsions.

Les NEs huile dans eau présentent un intérét certain pour I'encapsulation et la
délivrance de SAs hydrophobes peu ou pas solubles dans I'eau en permettant d’améliorer leur
solubilité. La stabilité chimique des SAs contre la dégradation chimique et enzymatique est
également améliorée grace a I'encapsulation dans la phase huileuse. La diffusibilité¢ de la SA a
partir des gouttelettes des NES est optimisée en raison de I'interface O/W accrue et, par
conséquent, leur biodisponibilité est ameliorée. Ainsi, les NEs sont utilisables pour les
différentes voies d’administration et adaptables par des modifications de surface dans le cadre

de la libération prolongée et du ciblage.

Néanmoins, les NEs ayant une interface plus importante que les macroémulsions, il
faut donc utiliser une quantité¢ plus importante de tensioactifs pour leur formulation. Comme
les agents tensioactifs utilisés sont généralement des produits de synthése chimique, cela peut
se révéler irritant, voire toxique notamment pour le traitement a longue durée des maladies

chroniques.

Pour pallier cet inconvénient majeur, il est possible de remplacer ces tensioactifs de
synthese par des biopolymeres pour la stabilisation des NEs. Ces biopolyméres sont
actuellement  largement  utilisés dans le  domaine alimentaire pour stabiliser les
macroemulsions.  Ainsi, les protéines possédent de bonnes activités interfaciales et
émulsionnantes de par leur structure. Récemment, de nombreuses études ont été realisées sur
leur utilisation pour la stabilisation des NEs. Les bons résultats obtenus montrent que les
protéines peuvent étre des candidates intéressantes pour I'application et la stabilisation des

NEs dans I'industrie pharmaceutique.

Dans le domaine alimentaire, parmi les protéines étudiées, la P-Ig posséde les
meilleures propriétés émulsionnantes et donne de meilleurs résultats par rapport aux autres
protéines en termes de taille des gouttelettes et de stabilité physique des NEs. Par ailleurs, sa

structure est bien caractérisée.

Parmi les differents proceédés de fabrication des NEs, les méthodes & haute énergie
sont les seules possibles pour les NEs stabilisées par des protéines. Les HPH et HPM, dont le
principe de fonctionnement est le méme, se révelent étre parmi les méthodes les plus efficaces
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et les plus adaptées pour la transposition de I'échelle du laboratoire a I’échelle industrielle.

Leur efficacité est méme plus importante que la méthode d’ultrasonication pour ces usages.

Pour mener notre travail expérimental conduisant a développer des NEs d’intérét
pharmaceutique nous avons donc choisi comme protéine la B-lg comme agent émulsionnant et

le procédé d’HPH pour fabriquer les NEs.
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CHAPITRE 11

Nanoémulsions stabilisées par la B-lactoglobuline :
effet des parametres de formulation et de procede
sur la taille des gouttelettes et sur la stabilité des

nanoémulsions

Introduction - resumé

L’objectif de ce Chapitre est d’étudier la faisabilit¢ de la stabilisation des NEs par
une protéine laiticre qui est la B-lg. La formulation des NEs a été réalisée en deux étapes.
Dans unpremier temps, des émulsions primaires ont ét€¢ préparées a I'aide d’un mélangeur
haute vitesse. Ensuite, les NEs finales ont été obtenues apres un nombre de cycles variable
dans un homogénéisateur a HP. Nous nous sommes attachés dans ce Chapitre a comprendre
I'effet de la composition des deux phases (concentration en protéine, nature et fraction
volumique de Thuile) et les paramétres du procédé (pression, nombre de cycles
d’homogénéisation) sur la taille des gouttelettes des NES et sur leur stabilité. Ainsi, trois
huiles différentes ont été retenues pour cette étude en tant que phase huileuse (le Miglyol 812,
I'huile d’amande douce raffinée et 'huile de germe de blé raffinée). Les NES obtenues ont été
caractérisées par la mesure de la taille et du potentiel Z&ta des gouttelettes et de leur
comportement rhéologique. La stabilité de ces NEs a été étudiée en temps réel par observation
de leur apparence et par le suivi de I'évolution de Ila taille, du potenticl ZE&ta et
du comportement rhéologique. D’autre part, les propriétés physico-chimiques des deux phases
ont également été déterminées, a savoir, la densité, la viscosité, la tension de surface et
la tension interfaciale. La viscosité de la phase huileuse a un effet prépondérant sur la taille
des gouttelettes par rapport a la tension interfaciale. En effet, la taille des gouttelettes la plus

petite a ¢ét¢ obtenue avec I'huile ayant la viscosité la plus faible (Miglyol 812) bien que
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la tension interfaciale de la phase aqueuse avec cette huile soit la plus élevée. Une pression
appliquée de 100 MPa et quatre cycles dans I'homogénéisateur & HP sont les conditions
optimales pour obtenir des NEs avec des tailles de gouttelettes d’environ de 200 nm et qui ont
été les plus stables sur au moins un mois. En effet, les valeurs de pression plus élevées (200 et
300 MPa) ont conduit a des gouttelettes plus grosses et un potentiel Zéta plus faible en valeur
absolue. Une concentration minimale de 1 m/m% de B-lg est requise pour recouvrir la surface
des gouttelettes huileuse et permettre leur stabilisation, pour une fraction massique de la phase
huileuse de 5 m/m%. En effet, a concentration fixe en B-lg, I'augmentation de la fraction
massique de I'huile a donné lieu a une augmentation de la taille des gouttelettes car la quantité
de protéine dans la phase aqueuse est insuffisante par rapport a la quantit¢ d’huile. De plus,

ces formulations ont montré une déstabilisation par coalescence au cours du temps.

Nous avons procédé a une étude de leffet de ’'HPH dans des conditions extrémes
(300 MPa, 5 cycles) sur l'activité interfaciale de la B-lg. La tension interfaciale et la rhéologie
interfaciale de la protéine ne semblent pas étre modifiées par ce traitement. La réduction de
la capacité émulsionnante n’a donc pas pu étre expliquée a lissue de ce premier travail
L’effet du traitement par 'HPH sur la structure de la B-Ig et sur son activité interfaciale

requiere donc des études complémentaires qui sont abordées au Chapitre Il

Les résultats principaux de ce travail ont été publiés dans International Journal of

Pharmaceutics :
Ali, A., Mekhloufi, G*., Huang, N., Agnely, F.,2016. Volume 500, 291-304.

Des résultats supplémentaires mentionnés et non publiés dans cette publication sont
présenrés en annexes | etll (effet de la composition et des conditions de procédé sur

le potentiel Zéta et la viscosité des NEs et la mesure de la protéine libre).
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CHAPITRE III

Effet de ’homogénéisation a haute pression sur la
structure, les propriétés interfaciales et les propriétés

émulsionnantes de la B-lactoglobuline

Introduction — resumé

Lors de l'optimisation du procédé de la formulation des NES stabilisées par la B-Ig et
préparées au moyen de ’'HPH, nous avons constaté que la formulation optimale a été obtenue
avec une valeur de pression proportionnellement moderée (100 MPa). Avec des valeurs de
pression plus élevées (200 et 300 MPa), des gouttelettes plus grosses et des NEs moins stables
au cours du temps ont été obtenues. Une des hypotheses proposées pour expliquer la réduction
du pouvoir émulsionnant des protéines lors de I’'HPH est la dénaturation des protéines sous
I'effet de ce traitement (Bader et al., 2011; Lee et al., 2009; Yuan et al., 2012). L’objectif de
ce Chapitre est donc d’étudier l'effet du traitement dans I'’homogénéisateur a HP sur
la structure de la B-lg, ses propriétés interfaciales et sur son efficacité émulsionnante. La B-Ig
est une petite protéine globulaire qui appartienant & la famille des lipocalines et sa structure
est bien connue comme nous I'avons déja wu dans le Chapitre I. Dans la Partie A de ce
Chapitre, nous avons étudi¢ leffet du traitement a 'homogénéisateur a HP sur les différents
niveaux de structure de la P-lg par une combinaison de techniques spectroscopiques,
chromatographiques et électrophorétiques. La chromatographie liquide haute performance en
phase inverse a été utilisée dans un premier temps pour Vérifier la composition et la pureté du
lot de B-lg utilisée. Le dichroisme circulaire, qui est une technique spectroscopique simple
a appliquer, a permis d’évaluer a la fois la structure secondaire (dans I'UV lointain) et
la structure tertiaire (dans I'UV  proche). La chromatographie d’exclusion stérique et
I’¢lectrophorese sur gel de poly(acrylamide) en présence de dodécylsulfate de sodium ont
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permis d’étudier la structure quaternaire de la B-lg, c’est-a-dire, son état d’agrégation et
la nature des interactions intermoléculaires impliquées dans ces agrégats. Une étude des
propriétés mterfaciales a été également menée a laide d’un tensiometre dynamique a goutte.
Les modifications de structure et des propriétés interfaciales de la B-lg lors du traitement a
’homogénéisateur a HP dans les conditions optimales trouvees lors de la formulation des NEs
(100 MPa/4 cycles) et aussi dans des conditions de traitement sévére (300 MPa/5 cycles), ou
la protéine avait montré une réduction d’efficacit¢ emulsionnante, ont été quantifiees et
comparées avec la protéine dans son état initial, et aussi avec la protéine largement dénaturée
par la chaleur. Cette étude a été menée sur des solutions aqueuses de la B-lg a 1 m/m% et non
sur la nanoémulsion en raison de la présence de phase huileuse et de la dénaturation de la

protéine due a son adsorption a I'interface O/W dans le cas d’une nanoémulsion.

Les résultats de ce travail montrent que la PB-lg, sous Teffet de 'HPH dans les
conditions optimales, a conservé ses structures secondaire, tertiaire et quaternaire et qu’elle a
montré une activité interfaciale identique a celle de la protéine avant ce traitement.
Cependant, le traitement a 300 MPa/5 cycles a conduit a des changements significatifs sur
la structure de la protéine, a savoir : une transformation des éléments de structure secondaire
en structures désordonnées, une large perte de la structure tertiaire et ouverture du cceur
hydrophobe de la protéine, ainsi qu’une agrégation importante par des liaisons disulfure
intermoléculaires. En conséquence de ces changements structurels, la f-lg dénaturée par
I'HPH a présent¢é une hydrophobie de surface accrue et une cinétique d’adsorption a
I'interface O/W accélérée. L’adsorption rapide de la B-lg dénaturée a permis une formation
plus précoce dun film élastique a Dinterface par rapport a la protéine non traitée.
Les modifications de structure induites par I'HPH apparaissent comparables a celles

observées par la dénaturation par chaleur selon les techniques utilisées dans cette étude.

Les principaux résultats de la Partie A de ce Chapitre sont présentés sous forme

d’une publication a soumettre dans une revue internationale. Les co-auteurs sont :

Ali Ali, Isabelle Le Potier, Nicolas Huang, Véronigue Rosilio, Monique Cheron,

Vincent Faivre, Isabelle Turbica, Florence Agnely, Ghozlene Mekhloufi.

L’objectif de la Partie B de ce Chapitre est d’étudier I'effet des traitements discutés

précédemment sur les propriétés émulsionnantes de cette protéine et de mettre en évidence
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la relation entre les changements de structure et des propriétés interfaciales avec Iefficacité

émulsionnante.

Au cours de ce travail, quatre types de solutions de protéine ayant subi des traitements
differents ont été préparées et utilisées en tant que phase aqueuse pour préparer des NEs dans
les conditions optimales de formulation (5 Mm% du Miglyol 812 en tant que phase huileuse,
4 cycles d’homogénéisation a 100 MPa). Les quatre solutions aqueuses sont: la B-lg
homogénéisée a 100 MPa/4 cycles, la B-lg homogénéisée a 300 MPa/5 cycles, la B-lg non
homogénéisée et la PB-lg dénaturée par la chaleur (a 85° C pendant 30 min). Une cinquieme
nanoémulsion a ét¢ formulée avec une solution de B-lg non traitée (non homogénéisée et non
dénaturée par la chaleur) en appliquant une pression de 300 MPa avec 5 passages dans
’homogénéisateur a HP. Les NEs obtenues ont été caractérisées par la mesure de la taille et
de la charge des gouttelettes. La stabilitté de ces NEs au cours du temps a été évaluée par
le suivi de la taille et du potentiel Zéta des gouttelettes et par la technique de balayage optique

(Turbiscan®).

Les résultats obtenus montrent que I’homogénéisation préalable de la B-Ig & la pression
de 100 MPa/4 cycles ne modifie pas Iefficacit¢ émulsionnante de la B-Ig. Les NEsS obtenues
ont eu les mémes valeurs de taille et de potentiel Zéta des gouttelettes et montre la méme
stabilite physique sur 30 jours de stockage que les NEs préparées avec des solutions de B-Ig
non traitées. A linstar de la dénaturation par la chaleur, le traitement a 300 MPa/5 cycles
donne lieu & des NEs ayant la méme taille de gouttelettes mais avec un potentiel Zéta plus
faible et une stabilit¢ moindre. Cependant, ces dernieres NEs ont été plus stables que celles
préparées a 300 MPa/5 cycles a partir des solutions de protéine non traitées en raison de

la différence de taille de gouttelettes.
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PARTIE B

Effect of high pressure homogenization on the emulsifying

properties of B-lactoglobulin

1 Introduction

The HPH is widely used in the pharmaceutical, chemical, biotechnological, and food
industries for many purposes such as the fabrication of fine and homogeneous emulsions
(Floury et al., 2000), the disruption of milk lipid globules (Zamora et al., 2012), the microbial
inactivation (Donsi et al., 2006, 2009; Georget et al.,, 2014), and the reduction of the particle
size of solids (Kluge et al., 2012; Kaialy and Al Shafiee, 2016).

Over the past decade there has been a growing interest in the effect of the structural
modifications of proteins induced by HPH on their functionality. The effects of HPH were
studied on proteins in milk in order to evaluate the alteration in its enzymatic activities (Datta
et al., 2005) or to improve its coagulation properties (Zamora et al., 2012). The effect of this
treatment was also studied on milk caseins (Sgrensen et al, 2014,) and whey proteins
(Serensen et al.,, 2015) to improve the structure of food ingredients. The applicative properties
of whey proteins such as their viscosity and colour were found to be altered by high pressure
values during the homogenization (Gracia-Julia et al, 2008). Protein unfolding induced by
HPH was found to improve its susceptibility to tryptic hydrolysis and consequently its
digestibility such as in the case of whey proteins (Blayo et al., 2016) and soybean proteins
(Toro-funes et al., 2014, 2015). The mechanical properties of soybean proteins, which are
important to formulate edible films, were also found to be enhanced by the HPH treatment
(Song et al, 2013). The decrease in the viscosity of egg white proteins by treatment with HPH
could allow fractionation processes such as filtration (Brand et al., 2014). Protein aggregation
induced by HPH was also useful to reduce the immunoreactivity of egg white proteins
(Panozzo etal., 2014).
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However, the effect of HPH on emulsifying and foam efficiencies of proteins has only
been barely studied. The exposure of the buried hydrophobic groups of whey proteins was
found to enhance the visco-elasticity of air/water interfaces and thus improve foam stability
(Bouaouina et al, 2006). HPH could enhance the interaction between protein molecules and
consequently improve their emulsifying efficiency such as in the case of soybean protein
(Yuan et al.,, 2012) and lupin protein (Bader et al., 2011).

In Chapter Il, we found that NEs stabilized with B-lg prepared by HPH at
300 MPa/5 cycles displayed the highest droplet size and were thus less stable than the ones
prepared at 100 MPa/4 cycles. In Part A of the present Chapter, we studied the effect of this
process on the structure of B-lg. We demonstrated that the HPH at 300 MPa/5 cycles applied
on a P-lg solution before emulsification induced protein unfolding, protein aggregation by
intermolecular disulphide bridges, and an improvement in its interfacial properties. These
effects were similar to a heat denaturation treatment at 85° C during 30 min. Nevertheless, at
100 MPa/4 cycles the protein structure and its interfacial properties were not modified. The
current work aimed to supplement the previous study by evaluating the effect of HPH
treatment in different conditions on the emulsifying properties of this protein regarding to the

size and the C-potential of droplets and the physical stability of the resulting NEs.

2 Materials and methods

2.1 Materials

We used the same materials as the ones described in Part A.

2.2 Preparationof the nanoemulsions

B-lg solutions at concentration of 1 wt% in10mMM potassium phosphate buffer

solution (PBS, pH 7.0) were prepared by the method previously described in Chapter Il. The
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solutions were then divided into four aliquots and treated differently to obtain (Figure 1):
homogenized B-Ig at 100 MPa for 4 cycles, homogenized B-lg at 300 MPa for 5 cycles,
heat-denatured B-lg at 85° C for 30 min, and non-treated B-lg. Then NEs were prepared with
those different B-lg solutions as the aqueous phase using the optimal conditions of
formulation determined in Chapter Il (5 ww% Miglyol 812 as the oily phase and 100 MPa of
homogenization pressure for 4 cycles) (Figure 1). A fifth nanoemulsion was prepared with
300 MPa of homogenization pressure and 5 cycles using non-treated B-lg solution as agqueous
phase (non-homogenized and non-heated). Each formulation was prepared in ftriplicate.
Methods and apparatus used for the treatment of the B-Ig solutions and for the preparation of

the NEs were the same as the ones described in Chapter 1l and Chapter III.

1w/w% B-lactoglobulin solution

7/ \N

No Homogenization Homogenization Heating
treatment 100 MPa/4 cycles || 300 MPa/5 cycles | 85°C/30 min

| | | |

+ 5 w/w% of Miglyol 812

R | |

Homogenization Homogenization
300 MPa/5 cycles 100 MPa/4 cycles
Nanoemulsions
7N N
2 - S E
S S = 2
S S : T
2 = < O
o o 2

Figure 1: Conditions of the different treatments of the 1 w/w% B-lactoglobulin solutions and of the
nanoemulsion preparation.
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2.3 Nanoemulsioncharacterizationand physical stability study

The mean droplet size (Z-average diameter), size distribution, polydispersity index
(PDI), and (-potential of NEs were measured using a Nanosizer instrument (Zetasizer Nano

ZS90, Malvern Instruments, Malvern, U.K.) as described previously (Chapter II).

The stability of NEs was assessed at 25°C by visual observation and by measurements
of droplet size and (-potential over time at days 3, 7, 15, and 30. Additionally, nanoemulsion
stability was studied at the same time intervals by optical scanning analyzer (Turbiscan®
classic MA2000, Formulaction SA, France).

3 Results and discussion

All NE formulations had a milky colour and texture, and there was no visual
difference between these formulations. Figures 2 and 3 show the mean droplet diameter and
the size distribution of the different formulations, respectively, at day 0. The reference
formulation NE (0-100/4) had a droplet size of 201 =7 nm with a narrow droplet size
distribution (PDI =0.133 £ 0.062), while the formulation NE (0-300/5) prepared at
300 MPa/5 cycles had a higher droplet size (265 =20 nm) with a bimodal distribution
(PDI =0.283 + 0.014).

All NE formulations prepared at 100 MPa/4 cycles with previously treated [-Ig
solutions showed similar mean droplet diameters to that of NE formulation prepared at
100 MPa/4 cycles with untreated p-lg solution. The last formulations (NE (100/4-100/4);
NE (300/5-100/4); NE (85° C-100/4)) showed an unimodal distribution slightly larger than
that of the reference formulation NE (0-100/4) as seen in Figure 3.

The protein denaturation by homogenization or heating, when performed before the

nanoemulsion preparation, had no significant effect during the emulsifying process.
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Figure 2: Mean droplet diameter of different NE formulations at day 0: NE (0-100/4) (NE prepared at
100 MPa/4 cycles with untreated B-lg solution), NE (0-300/5) (NE prepared at 300 MPa/5 cycles with
untreated B-Ig solution), NE (100/4-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with 100 MPa/4 cycles
homogenized f-lg solution), NE (300/5-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with
300 MPa/5 cycles homogenized p-lg solution), and NE (85° C-100/4) (NE prepared at
100 MPa/4 cycles with 85° C/30 min heat-treated B-lg solution). Results are expressed as mean +
standard deviation.
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Figure 3: Droplet diameter distribution of different NE formulations at day 0: NE (0-100/4): NE
prepared at 100 MPa/4 cycles with untreated B-lg solution (green), NE (0-300/5): NE prepared at
300 MPa/5 cycles with untreated B-lg solution (red), NE (100/4-100/4): NE prepared at
100 MPa/4 cycles with 100 MPa/4 cycles homogenized B-lg solution (blue), NE (300/5-100/4): NE
prepared at 100 MPa/4 cycles with 300 MPa/5 cycles homogenized [B-lg solution (orange), and
NE (85° C-100/4): NE prepared at 100 MPa/4 cycles with 85° C/30 min heat-treated B-lg solution

(grey).
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On the other hand, the higher droplet size obtained when emulsification was
performed at 300 MPa/5 cycles (NE (0-300/5)) could not be attributed only to the
over-processing phenomenon as the droplet size did not remain constant but increased from 1
to 5 cycles (Chapter Il). The higher droplet size of the formulation NE (0-300/5) could be

explained by the re-coalescence of droplets during homogenization.

Indeed, the highly turbulent flow under the high pressure conditions could be
sufficient to induce strong collisions between previously formed droplets and, consequently,
induce their re-coalescence. In this case, protein denaturation might not be involved in the
droplet growth mechanism. Another explanation can be also proposed. The protein
denaturation during the emulsification could induce inter-droplets disulfide bridges between
the B-lg molecules adsorbed onto the surface of different droplets. These intermolecular
disulfide bridges could not be formed between droplets when protein denaturation was
performed before emulsification as the bridges would already be formed between fiee B-Ig
molecules in solution. This would explain why no size increase was observed when the
denaturing treatment (300 MPa/5 cycles) was applied before the nano-emulsification process
(at 100 MPa/4 cycles).

Figure 4 displays the (-potential of the different NE formulations at day 0. When B-Ig
solutions did not undergo any treatment, the values of (-potential of the formulations
NE (0-100/4) and NE (0-300/5) were of -51+2 and -46+1mV, respectively. For
NE (100/4 -100/4) prepared with B-lg solutions homogenized before emulsification at
100 MPa/4 cycles the (-potential value was close to the one of the reference formulation,
NE (0-100/4). Similarly, when NEs were prepared with homogenized f-lg solutions at
300 MPa for 5 cycles (NE (300/5-100/4)), the values of (-potential were similar to that of the
formulation NE (0-300/5) prepared at 300 MPa/5 cycles. The formulation NE (85° C-100/4)
prepared with the heat-denatured B-Ig solution had the smallest absolute value of -potential.
It is clear that protein denaturation, in solution or during emulsification, is responsible for
(-potential changes. The absolute value of (-potential decreased in the order
100 MPa/4 cycles > 300 MPa/5 cycles > 85° C/30 min and this decrease could be induced by

the protein aggregation (in solution or at the droplet surface).
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Figure 4: (-potential of different NE formulations at day 0: NE (0-100/4) (NE prepared at
100 MPa/4 cycles with untreated B-Ig solution), NE (0300/5) (NE prepared at 300 MPa/5 cycles with
untreated B-Ig solution), NE (100/4-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with 100 MPa/4 cycles
homogenized f-lg solution), NE (300/5-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with
300 MPa/5 cycles homogenized B-lg solution), and NE (85° C-100/4) (NE prepared at
100 MPa/4 cycles with 85° C/30 min heat-treated B-lg solution). Results are expressed as mean +
standard deviation.

Figure 5 shows the effect of the storage time on the droplet size of the different
formulations. The droplet size was almost unchanged for all formulations during 30 days. All
these formulations were prepared with a concentration of B-lg in the aqueous phase at
1 m/m% with 5 m/m% of the oily phase. This ratio of protein/oily phase was found to be
sufficient to form the interfacial film that insures the stability of droplets against the
irreversible growth phenomena such as coalescence (Chapter Il). These results could be
explained by the nature of the interfacial film of B-lg. Beside the difference in the adsorption
kinetic of protein to the O/W interface and the resulting difference in the interfacial properties
during the first hours (Chapter Ill, Part A), the interfacial film is likely to have the same

nature at t~ 4 h for untreated, homogenized, and heat denatured B-lg solution.
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Figure 5: Mean droplet diameter stability — of  the NE formulations:
NE (0-100/4): NE prepared at 100 MPa/4 cycles with untreated B-lg solution (green), NE (0-300/5):
NE prepared at 300 MPa/5 cycles with untreated -Ig solution (red), NE (100/4-100/4): NE prepared at
100 MPa/4 cycles with 100 MPa/4 cycles homogenized B-lg solution (blue), NE (300/5-100/4): NE
prepared at 100 MPa/4 cycles with 300 MPa/5 cycles homogenized B-lg solution (orange), and
NE (85° C-100/4): NE prepared at 100 MPa/4 cycles with 85° C/30 min heat-treated B-lg solution
(grey). Results are expressed as mean * standard deviation.
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Figure 6: (-potential stability of the NE formulations: NE (0-100/4): NE prepared at
100 MPa/4 cycles with untreated [-lg solution (green), NE (0-300/5): NE prepared at
300 MPa/5 cycles  with untreated [B-lg solution (red), NE (100/4-100/4): NE prepared at
100 MPa/4 cycles with 100 MPa/4 cycles homogenized B-lg solution (blue), NE (300/5-100/4): NE
prepared at 100 MPa/4 cycles with 300 MPa/5 cycles homogenized B-lg solution (orange), and
NE (85° C-100/4): NE prepared at 100 MPa/4 cycles with 85° C/30 min heat-treated B-lg solution
(grey). Results are expressed as mean + standard deviation.
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Figure 6 shows the effect of storage time on the (-potential of the different
formulations. The formulations NE (0-100/4), NE (100/4-100/4), and (85° C-100/4) showed
unchanged (-potential values during the storage period. The formulations that were subjected
to a severe homogenization treatment (300 MPa/5 cycles) either on the aqueous phase
(NE (300/5-100/4)) or during the NE preparation (NE (0-300/5)), displayed a slight decrease
in the absolute value of (-potential during the first 7 days of storage, probably due to further
protein aggregation during this period. The {-potential values then seemed stable and close to
the ones of the NE (85° C-100/4).

Macroscopically, all NE formulation appeared stable over 30 days except the
NE (0-300/5) which showed a visible creaming between days 15 and 30. Physical stability of
the NEs was also evaluated using optical scanning analyzer (Turbiscan®). Figure 7 presents

the backscattered intensity as a function of the height of the sample.

Al formulations presented variations of the backscattered intensity over time
indicating the presence of a destabilization phenomenon in all these formulations. The
formulations NE (0-100/4) and NE (100/4-100/4) (Figures 7(A) and 7(C), respectively)
showed a similar progressive increase in the backscattered intensity in the top of the sample
togother with a simultaneous decrease in the backscattered intensity at the botton while this
intensity remained stable in the intermediate region of the sample. These features are
characteristic to a creaming phenomenon. The extent of creaming in NE (0-300/5) (Figure
7(B)) was more important and it affected the entire height of the sample. The main reason of
the stability reduction in this formulation was clearly attributed to the higher droplet size in
accordance with Stokes’ law. The formulations NE (300/5-100/4) and NE (85° C-100/4)
(Figures 7(D) and 7(E), respectively) showed similar variations in the backscattering
intensity. The extent of the creaming present in these formulations seemed to be as an
intermediate state between the most stable formulations (NE (0-100/4) and NE (100/4-100/4))
and the least stable one (NE (0-300/5). Formulations NE (300/5-100/4) and NE (85° C-100/4)
also showed a slight uniform increase in backscattering intensity which affected a vast region
in the intermediate height of these samples. Such variation is characteristic of an increase in
the droplet size. Yet, no growth phenomenon in droplet (coalescence or Ostwald ripening)
was detected by the mean droplet size measurement by nanosizer analysis (Figure 5). Thus,
the most probable explanation for the backscattering variations is a reversible destabilization

mechanism such as the reversible flocculation of droplets.
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Figure 7: Evolution of backscattering of different NE formulation over time; (wm) day 0, (== ) day 3,
(w=) day 7, (...) day 15, () day 30; for: (A) NE (0-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with
untreated B-Ig solution), (B) NE (0-300/5) (NE prepared at 300 MPa/5 cycles with untreated [B-Ig
(C) NE (100/4-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with 100 MPa/4 cycles
homogenized [-lg solution), (D) NE (300/5-100/4) (NE prepared at 100 MPa/4 cycles with
300 MPa/5 cycles homogenized f-lg solution), and (F) NE (85° C-100/4) (NE prepared at
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This mechanism could be observed by the size measurement as the samples were
50-fold diluted and redispersed manually before measurements. Flocculation can be induced
by depletion because of the presence of free protein aggregates in the aqueous phase (Asakura
et Oosawa, 1954 et 1958) or by bridging flocculation induced by non-covalent interactions
between droplets and protein aggregates. In both cases, droplet flocculation is enhanced by
the reduction in the absolute value of (-potential as seen previously. Finally, formulations
which were subjected to the same severe treatment during the NE preparation (NE (0-300/5))
or on the aqueous phase (NE (300/5-100/4)) showed a remarkable difference in stability
(Figures 7(B) and 7(D), respectively). The extent of the creaming was higher and affected a
larger region in NE (0-300/5) compared to NE (300/5-100/4) because of the difference in the
droplet size between these formulations (265 + 20 nm and 196 + 6 nm, respectively).

4 Conclusion

The objective of this study was to evaluate the effect of a previous HPH of the B-Ig
solution under different homogenization conditions on the nano-emulsifying efficiency of the
protein. B-lg solutions homogenized at 100 MPa/cycles showed a similar nano-emulsifying
efficiency to the one of the untreated solution. However, the nano-emulsifying efficiency was
reduced when B-lg solutions were homogenized at 300 MPa/5 cycles. Under these conditions
of nanoemulsion preparation (300 MPa/5 cycles of homogenization on the aqueous phase),
the NEs obtained displayed a similar droplet size but a lower droplet charge and a lower
stability compared to the NEs prepared with untreated protein. The reduction in the
emulsifying efficiency of the B-lg induced by the HPH (at 300 MPa) appears similar to that
induced by heat-denaturation. Overall, no improvement in the emulsifying efficiency of B-Ig
could be achieved by protein denaturation either by HPH or by heat under the selected
conditions. On the contrary, the previous protein denaturation rather alters the emulsifying of

B-lg properties compared to the untreated protein.
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CHAPITRE 1V

Etude préliminaire en vue de ’encapsulation et de la
délivrance cutanée d’une substance active

hydrophobe mode¢le : ’isotrétinoine

1 Introduction

L’objectif de cette ¢tude est d’évaluer lefficacit¢ de la formulation développée au
cours du travail de cette thése en tant que systétme de délivrance d’une SA modéle pour une
application topique cutanée. La SA sélectionnée pour ce travail est Iisotrétinoine
(acide 13-Cis-rétinoigue), un dérivé synthétigue de la vitamine A, largement utilisé pour le
traitement de Il'acné séveére. Il s’agit d’une molécule fortement hydrophobe, pratiqguement
mnsoluble dans leau. L’isotrétinoine est également une substance sensible a la lumicre et a
I'oxydation. L’encapsulation de [lisotrétinoine dans ce systéme nanométrique pourrait avoir
lavantage d’augmenter sa solubilit¢ et sa stabilité et d’améliorer sa pénétration a travers la

couche cornée de I'épiderme « stratum corneum », I'obstacle principal a I’absorption cutanée.

Dans ce Chapitre, sera presenté tout d’abord le contexte bibliographique concernant
I'acné et lisotrétinoine. Dans cette étude préliminaire, des méthodes de quantification de
Iisotrétinoine ont ét¢  développées, a savoir, la spectrophotométric UVIVis et la
chromatographie liquide a haute performance en phase inverse. La solubilit¢ de I'isotrétnoine
dans les différentes huiles étudiées au Chapitre Il a été déterminée. L’effet de I’encapsulation
de Tisotrétinoine sur les NEs et leur stabilit¢ physique au cours du temps a également été
étudié par le suivi de la taille et de la charge des gouttelettes et par la technique de balayage

optique (Turbiscan®).
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2 Contexte bibliographique

2.1 L’acné

La molécule sélectionnée pour cette ¢étude d’encapsulation étant utilisée
principalement pour le traitement de I'acné, nous rappelons dans cette partie les

caractéristiques, les causes et les traitements de cette pathologie cutanée.

L'acné est une maladie inflammatoire multifactorielle affectant I'unité pilo-sébacée de
la peau, I'ensemble du follicule pileux et la glande sébacée associée. L’acné constitue un des
désordres cutanés les plus communs lors de la puberté. Elle touche principalement les
adolescents (= 85%), y compris les jeunes adultes et les enfants préadolescents
(Knutsen-Larson et al., 2012). Etant donné que lacné peut persister pendant des années et
jusqu’a lage adulte et nécessiter des traitements a long terme, il y a une tendance a la classer
comme une maladie chronique (Golinick et al., 2008). L’acné touche essentiellement les
parties du corps ayant la plus grande densité d'unités pilo-sébacées, c’est-a-dire le visage, le

cou, la poitrine, le haut du dos, et I'arricre-bras (Brown et Shalita, 1998).

L'acné se caractérise par I'éruption de plusieurs types de Iésions non mnflammatoires
(les comédons) ou inflammatoires (les papules, les pustules, les nodules et les kystes). Le
comedon est une Iésion superficielle résultant de I'accumulation excessive de sécrétions de la
glande sébacée, le sébum, en remplissant les pores de la peau. Les comédons peuvent étre
fermés et donc blancs ou ouverts et noirs en raison de I'oxydation des kératinocytes contenus
dans le sébum. Les comédons non traités peuvent évoluer vers des formes inflammatoires
dans lesquelles une infection par une bactérie, le Propionibacterium acnes (P.acnes), est
impliquée. La papule est une inflammation non purulente contrairement & la pustule qui est
une inflammation cellulaire nécrotique accompagnée d’un liquide purulent visible. Le nodule
et le kyste sont les formes évolutives qui suivent la pustule avec progression de [infection
vers le derme et I'hypoderme. Le nodule est généralement dur pendant que le kyste est rempli
de liquide et plus mou. Les formes inflammatoires de lacné peuvent produire des cicatrices
cutanées et d’hyperpigmentation qui persistent longtemps apres la guérison (Brown et Shalita,
1998).
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L’acné est généralement classée par ordre de gravité en trois niveaux : acné légere,
moyenne et sévere. La forme légére ou bénigne se manifeste par I'apparition de comédons
blancs et noirs limitée au visage avec occasionnellement quelques Iésions inflammatoires
(acné comédonienne). L’acné moyenne est définie par la présence d’un grand nombre de
papules et des pustules sur le visage ou aussi sur le tronc du corps (acné papulo-pustuleuse).
La forme séveére est caractérisée par I’évolution vers des nodules sous-cutanés douloureux et
des kystes avec une implication vaste du tronc du corps (acné nodulo-kystique) (Dawson et
Dellavalle, 2013).

2.1.1 Pathogeénicité de l'acné

La pathogénese de l'acné est le résultat de processus multifactoriels affectant 1'unité
pilo-sébacée de la peau, I'ensemble du follicule pileux et la glande sébacée associée. Le
mécanisme exact de lacné n’est pas entirement clarifi€. Les hypothéses les plus solides,
résumées dans la Figure 1, consistent en la contribution de plusieurs pathogenéses affectant la
kératinisation et la prolifération folliculaires, I'effet des hormones, la production de sébum, la
colonisation microbienne par P.acnes, et la libération de médiateurs inflammatoires.
Néanmoins, la séquence de ces pathogenéses, leur importance et leurs effets mutuels ont
besoin de plus d’éclaircissement (Kurokawa et al., 2009; Knutsen-Larson et al., 2012;

Williams et al., 2012).
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Figure 1 : Schéma représentant I’évolution de I’acné et les pathogénéses supposées.
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a) Keératinisation et prolifération folliculaires

Un follicule pileux peut étre divisé en 3 régions (Figure 2) : le segment inferieur (le
bulbe et le supra bube), le segment médian (I'isthme) et le segment supérieur résultant de la
fusion de [lorifice folliculaire avec le canal des glandes sébacees et appelé [linfundibulum.
L'épithélum de I'infindibulum constitue la continuit¢ de I'épiderme et posséde une structure
cellulaire similaire a I’épiderme, c’est-a-dire, qu’elle est constituée de kératinocytes riches en

kératine et en granules kératohyalines.
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Figure 2 : Schéma d'une unité pilo-sébacée (Goldsmith et al., 2012).

L'un des premiers éveénements les plus cruciaux dans le développement des Iésions
d'acné est Thyperkératinisation des kératinocytes dans la partie de I'infundibulum folliculaire
et du canal sébacé au niveau du derme, linfra-infundibulum, induisant la formation des
microcomédons (Kurokawa et al., 2009). Les kératinocytes infra-infundibulaires dans ce cas
montrent une augmentation du nombre et de la taille des granules kératohyalines et une
accumulation de gouttelettes lipidiques (Knutson, 1974). Au lieu de l'excrétion normale des
kératnocytes desquamées a travers lorifice folliculaire vers [Iextérieur, ces cellules
demeurent dans le canal folliculaire en formant des bouchons microscopigques hyperkératoses,
les microcomédons (Brown et Shalita, 1998). Les microcomédons peuvent également étre
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formés par la réaction de desquamation des kératinocytes infra-infundibulaires en raison
d’une adhérence intracellulaire anormale (Shalta et al., 2011). En outre, une
hyperprolifération des kératinocytes infra-infindibulaires contribue a Tobstruction du canal
folliculaire (Hughes et al., 1996). L’hyperkératinisation est associée a un défaut dans Ia
differenciation  terminale  des  kératinocytes  infra-infundibulaires.  Néanmoins, la
physiopathologie exacte de la formation des microcomedons, la comédogénese, reste mal
comprise. Des études ont montré une relation avec laugmentation de l'expression de la

filaggrine (filament de protéine d'agrégation) (Kurokawa et al., 1988).

b) Production du sébum

Le sébum est la sécrétion des glandes sébacées de la peau, composé de triglycérides
(= 32 %), d’esters cireux (=~ 25 %), de squaléne (= 10 %) d’acides gras libres (=~ 28 %, dont
68 % sont insaturés), de cholestérol (= 4 %) et d’oléate de cholestérol (= 2 %) (Schneider et
al., 2016). En association avec les autres lipides provenant des kératinocytes et avec le liquide
aqueux extra-cellulaire, il constitue un film hydro-lipidique a I'interface de la peau pour
protéger celle-ci de la déshydratation. Le sébum est également impliqué dans la signalisation
hormonale spécifique de la peau, la differenciation épidermique, et la protection de la peau
contre les rayons ultraviolets. Il apporte des agents antioxydants et antimicrobiens a la surface

de la peau (Ro et Dawson, 2005).

La glande sébacée est une glande exocrine annexée a la peau entiere a I'exception de
la paume des mains et la plante des pieds, constituée de deux types de cellules : les
kératinocytes et les sébocytes. Il 'y a deux types de glandes sébacees : celles qui sont liees aux
follicules pileux, en unités pilo-sébacées, et celles qui existent indépendamment. La
production du sébum a partir des sébocytes est contr6lée par les hormones androgenes. A la
naissance, les glandes sébacées sont sous le contrble des androgénes maternels. Ensuite, ils
diminuent rapidement en taille et la production du sébum se reduit jusqu'au début de la
puberté. A ce moment, les glandes sébacées sont, de nouveau, activées par les androgenes
circulants (Ro et Dawson, 2005). La production du sébum joue un rble central dans le
développement de I'acné puisque son apparition est couramment associée a la puberté et a la
réactivation des glandes sébacées a cet age (Brown et Shalita, 1998). L’hyperproduction de
sébum, [l'hyper-séborrhée, est induite par I'augmentation des androgenes, I’hyperandrogénie,
ou par augmentation de la sensibilit¢ des glandes sébacées au niveau normal des androgénes
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circulants en raison de I’exposition accrue des récepteurs d’androgenes (Schmidt et al., 1986).
Bien que lhyper-séborrhée soit I'événement simultané majeur associé au développement de
lacné et a son aggravation, elle ne constitue pas une condition stricte pour la déclencher
(Hughes et al., 1996). Le sébum accumulé dans le follicule sébacé, en association avec la
formation des microcomédons, fournit le milieu anaérobie riche en lipides favorable a la

croissance de P. acnes (Shalita et Lee, 1983).

La composition du sébum constitue également un facteur important dans la
pathogénése de lacné. Le sébum contient naturelllment une concentration importante en
acides gras mono- et di-insaturés. Les acides gras insaturés, qui ont un effet sur le
développement de Dlacné, sont: DPacide sapiénique (C16:1, A6), I'acide sebaléique
(C18:2, A5,8) avec un acide gras essentiel, 'acide linoléique (C18:2, A9,12) (Zouboulis et al.,
2005). Une des hypotheses proposées pour expliquer I'effet des changements qualitatifs du
sébum est basée sur le ratio A6:A9 et son évolution lors de la réactivation des glandes
sébacées (Downing et al., 1986; Knaggs, 2007). Lors de la pré-puberté les sébocytes
indifferenciés montrent une teneur en enzyme A9 désaturase plus élevée par rapport a
I'enzyme A6 désaturase, et donc la teneur en acides A9 (Pacide linol€ique) est plus importante
que celle des acides A6 (I'acide sapiénique). Pendant la puberté, le s€ébum montre une teneur
plus élevée en acides A6 par rapport aux acides A9 en raison de I'inversion de la teneur en
enzymes désaturase A6 et A9 dans les sébocytes différenciées. La carence en acide linoléique
(A9), nécessaire a la différenciation cellulaire pour la synthése des membranes cellulaires,
sera compensée par lautre acide gras di-insaturé, I'acide sebaléique. Cela peut altérer la

fonction barriére de ces membranes et induire I'hyperkératinisation infra-infundibulaires.

C) Colonisation folliculaire par Propionibacterium acnes (P. acnes) et I'inflammation

P. acnes est une bactérie non mobile, anaérobie aérotolérante, & Gram positif en forme
de batonnets non sporogenes. P. acnes constitue une partie du microbiote commensal dans la
peau humaine avec des densités élevées dans les parties supérieures du corps (Cogen et al.,
2008; Costello et al., 2009; Grice et al., 2009). Cette bactéric est impliquée dans I'acné et
ainsi que dans d’autres infections postopératoires mnvasives des tissus mous, du systéme
cardiovasculaire, ou des arthrites. C’est la raison pour laquelle cette bactérie est parfois
considéree comme bactérie commensale, pathogene opportuniste (Achermann et al., 2014).

Des recherches sont actuellement menées pour détecter d’éventuelles souches pathogeénes,
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leur séquence de génome et leur réle exact dans la pathogénése de I'acné (Lomholt et Kilian,
2010; Hunyadkdrti et al., 2011; Kasimatis et al., 2013; Fitz-Gibbon et al., 2013; Scholz et al.,
2016). A titre d’exemple, des différences génétiques qui se trouvent entre les deux souches
HLO96PA1 et KPA171202 sont les responsables de la virulence de la premiere souche par

rapport a la deuxieme (Kasimatis et al., 2013).

Dans la pathogenese de lacné, la hyperakératinization et [hyper-seborrhée sont
considérées comme les événements initiaux conduisant a la transition de P.acnes d’une
bactérie commensale a pathogéne en rendant le milieu pilo-sébacé anaérobique, riche en
lipides et donc favorable a la prolifération de cette bactérie (Kurokawa et al., 2009). P. acnes
libére des médiateurs chimiques favorisant l'inflammation, qui se propagent par la rupture de
comédons dans le derme environnant. Cela transforme les comédons en lésions

inflammatoires (pustules, nodules et kystes) (Dawson et Dellavalle, 2013).

P.acnes mduit I'inflammation par des mécanismes directs et indirects. P.acnes
produit des enzymes de dégradation, telles que les lipases qui hydrolysent les triglycérides du
sébum en glycérol, utilisé par l'organisme comme un substrat de croissance, et en acides gras
libres, qui ont des propriétés pro-inflammatoires (Shalita et Lee, 1983). Le mécanisme
indirect consiste en I'exposition des antigénes de P. acnes, les clusters de différenciation CD1
et CD14. Cela va introduire une réaction inflammatoire par l'activation des récepteurs de type
Toll dans les kératinocytes, les sébocytes, les cellules immunitaires, les macrophages et les
monocytes (Kim et al., 2002; Wang et Zane, 2008). L’activation de ces cellules conduit a la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, les cytokines, comme les interleukines (IL)
IL 1B, IL 6, IL 8, IL 12, et le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) (Nagy et al., 2006). Les
lipases et les autres enzymes hydrolytiques produites directement par P.acnes ou par le
systtme immunitaire contrbuent a la rupture folliculaire, la propagation de I'inflammation et,

alors, a la sévérité de I'acné.

Le role de P.acnes en tant qu’initiateur de I'inflammation ou en tant que facteur
déterminant la sévérit¢ de I'acné, ainsi que le mécanisme moléculaire exact de la réaction
inflammatoire, sont toujours en étude (Contassot et French, 2014). Il a été également supposée
que P.acnes joue un réle dans la formation des microcomédons en modifiant I'expression de
la filaggrine et, par consequent, en affectant la différenciation des Kkératinocytes et stimulant

leur proliferation (Jarrousse et al., 2007). La présence de lacné dans les syndromes
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auto-inflammatoires tels que PAPA (Pyogenic Arthritis, Pyoderma gangrenosum, Acne),
PASH (Pyoderma gangrenosum, Acne, Suppurative Hidradenitis), SAPHO (Synovitis, Acne,
Pustulosis, Hyperostosis, Osteitis) montre I'importance du mécanisme inflammatoire dans la
pathogénése de l'acné. Le syndrome SAPHO en particulier, souligne le réle de P. acnes dans
celle-ci (Chen et al., 2011; Hong et al., 2013).

d) Hormones

Le développement de lacné est associé aux changements hormonaux lors de Ia
puberté, en particulier, les androgénes. Ces derniers jouent un rble essentiel dans la
pathogenese de l'acné en affectant, de facon complexe, la différenciation et la prolifération
des kératinocytes infra-infundibulaires et les sébacytes, la formation des comédons et le
métabolisme des lipides du sébum (Kurokawa et al., 2009). En revanche, le niveau des
androgénes circulants est normal chez la plupart des patients atteints d’acné a I'exception des
femmes &gées de plus de 25ans qui montrent des concentrations élevées en androgénes
circulants (hyperandrogénie) (Seirafi et al., 2007). Il a été supposé que les androgénes jouent
uniquement un role permissif ou initiateur dans le déclanchement de lacné (Kurokawa et al.,
2009). Une autre hypothese a été proposée pour expliquer la pathogénése de I'acné avec des
niveaux circulants normaux d’androgénes : il s’agit d’une d’hyper-expression des récepteurs
d’androgénes sur les cellules des glandes sébacées (hyperandrogénisme) (Schmidt et al.,
1986). L’acné peut aussi se développer sous Ieffet de I’hyperandrogénic cutanée en absence
de T'hyperandrogénie systémique (Knutsen-Larson et al. 2012). En effet, les glandes sébacées,
qui sont sous controle des androgenes, possedent les six enzymes nécessaires a la synthése des
androgenes & partir du cholestérol ou pour convertir les androgenes circulants en métabolites
plus puissants (Chen et al., 2002). Il est a noter que les androgénes principaux sont : la
testostérone, la  déhydroépiandrostérone (DHEA), T’androsténedione, I’androsténediol,
I’androstérone, et la dihydrotestostérone (DHT). Les enzymes responsables de leur synthese et
leur métabolisme sont: la stéroide sulfatase, la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase, la
17B-hydroxystéroide ~ déshydrogénase, la stéroide Sa-réductase, Ila 3a-hydroxystéroide
déshydrogénase, I'aromatase. Parmi ces enzymes, la stéroide sulfatase est susceptible d’avoir
un effet sur le développement de lacné puisqu’elle posséde un role prédominant dans les

activités androgéniques sebacées concernant la production du sébum (Imperato-McGinley et

132



al.,, 1993) et elle a montré une réactivit¢ immunitaire accrue dans le cas de I'acné (Thiboutot

et al., 1998).

Le développement de l'acné au cours des syndromes PCOS (PolyCystic Ovary
Syndrome), CAH (Congenital Adrenal Hyperplasia) et SAHA (Seborrhoea, Acne, Hirsutism,
Alopecia) souligne la contribution de I'hyperandrogénie et I'hyperandrogénisme dans Ia
pathogénése de I'acné (Chen et al., 2011).

Le systetme cholinergique est également li¢ a la pathogénése de I'acné (Hana et al.,
2007). Les sébocytes indifférenciées et matures et les kératinocytes infundibulaires expriment
les récepteurs cholinergiques (effet endocrine) (Kurzen et al., 2004; Grando et al., 2006). Les
kératnocytes peuvent synthétiser I'acétylcholine (effet paracrine) (Slominski et Wortsman,
2000). L’activation excessive des récepteurs cholinergiques dans I'unit¢ pilo-sébacée
(endocrine, paracrine ou exocrine) induit Thyperprolifération de ces cellules et

I’hyperproduction du sébum (Hana et al., 2007).

L’insuline et le facteur de croissance-1 analogue a I'insuline (IGF-1) stimulent la
synthése des androgénes dans lovaire, les glandes surrénales et les testicules (Davidovici et
Wolf, 2010) par I'activation de cytochrome P450c17 (17a-hydroxylase et 17,20 lyase) et alors
la conversion de la prégnénolone en déhydroépiandrostérone (DHEA) (Baptiste et al., 2010).
Les conditions presentant une hyperinsulinémie, telles que le syndrome PCOS, le diabéte de
type-2 et lobésité, sont alors associées au développement de I'acné pour induire une
hyperandrogénie (Imperato-McGinley et al., 1993; Rosenfield, 1999 et 2001; Rosenfield et
al., 2000; Tsai et al., 2006; Smith et al., 2007). Ainsi, linsuline et I'GF-1 stimulent

directement la croissance des glandes sébacées (Rosenfield, 1999 et 2001).

e) Autre facteurs

Des études statistiques comparatives ont montré que les antécédents familiaux
multiplient le risque d’acné par deux (Ghodsi et al., 2009; Wei et al., 2010). Des différences
de fréquence et de sévérité de lacné ont été trouvées entre différents groupes ethniques
(Cheng et al., 2010). L’apparition de 'acné comme un symptome dans le syndrome PAPA est
en faveur de Pimplication génétique dans sa pathogénése. Néanmoins, le facteur génétique

dans le développement de I'acné n’est pas confrmé clairement (Williams et al., 2012).
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Le tabagisme augmente le risque et la sévérité de I'acné (Schifer et al., 2001). Son
role dans la pathogénese de I'acné est expliqué par les activiteés de la nicotine sur les
récepteurs de l'acétylcholine présents dans I'unité pilo-sébacée (effet exocrine) (Hana et al.,
2007).

Le régime alimentaire est également impliqué dans la pathogénése de I'acné (Knutsen-
Larson et al. 2012; Dawson et Dellavalle, 2013; Williams et al., 2012). La sévérité de I'acné a
été associée a des régimes alimentaires ayant une charge glycémique élevée, tels les produits
laitiers, en raison de I'hyperinsulinémie induite (Smith et al., 2007; Adebamowo et al., 2008;
Spencer et al., 2009; Davidovici et Wolf, 2010). De plus, le lait contient naturellement le

IGF-1 (Suikkari, 1989) et stimule alors directement la synthese des androgenes.

Enfin, des facteurs environnementaux nombreux ont été associés a I’exacerbation de
lacné tels que le manque d’exposition au soleil (Green et al., 2001), 'humidité (Tucker,
1983) et des produits cosmétiques et nettoyants pour le visage riche en huiles (Plewig et al.,
1970).

2.1.2 Traitement de ’acné

En raison de Ila complexit¢ de la pathogénése de lacné et du manque de
compréhension de celle-ci, le traitement idéal n’existe pas, mais des protocoles médicaux et
physiques avec des précautions hygiéniques peuvent réduire les Iésions (Williams et al.,
2012), on parle alors de la gestion de l'acné. Le traitement médical de I'acné comprend
plusieurs agents thérapeutiques ciblant une ou plusieurs pathologies, destinés a la voie cutanée
et/ou orale. Le choix du protocole médical dépend de I'dge du patient, de la sévérité, de

I'étendue et de la morphologie de I'acné (Dawson et Dellavalle, 2013; Zaenglein et al., 2016).

a) Les traitements topiques (cutanés)

Les traitements topiques de I'acné contiennent généralement des rétinoides et des
composes semblables aux retinoides, le peroxyde de benzoyle et des antibiotiques topiques.
D’autres agents thérapeutiques moins fréquents existent tels que I'acide salicylique, l'acide

azélaigue, le chlorure d'aluminium, la résorcine, le soufre, et le zinc (Zaenglein et al., 2016).
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= Lesrétinoides

Les rétinoides sont des dérivés de la vitamine A. lls ont principalement un effet
comédolytique en normalisant la desquamation et ladhérence des kératinocytes. Ainsi, ils
possedent des propriétés anti-inflammatoires 1égéres (Bradford et Montes, 1974). Les
rétinoides empéchent le développement de microcomédons. lls peuvent étre alors utilisés pour
le traitement d'entretien (Golinick et al., 2003). L’utilisation des rétinoides est limitée par
leurs effets irritants (Thielitz et Gollnick 2008). Plusieurs composés rétinoides topiques
existent, comme la trétinoine, lisotrétnoine, l'adapaléne et la tazaroténe. Ces rétinoides
agissent differemment sur les différents types des récepteurs de la vitamine A (a, B et y),
mnduisant des différences d’activité thérapeutique, d’efficacité et de tolérance entre ces
différents dérivés (Zaenglein et al., 2016). Les rétinoides topiques peuvent étre utilisés en
combinaison avec les antibiotiques pour réduire le développement de résistance. Néanmoins,
ils ne sont pas stables en présence du peroxyde de benzoyle. Enfin, les rétinoides sont des
molécules tératogénes et alors contre-indiquées pendant la grossesse ou chez les femmes

susceptibles d’étre enceintes (Thielitz et Gollnick, 2008).

= Le peroxyde de benzoyle

Le peroxyde de benzoyle posséde des propriétés bactéricides par la génération de
radicaux libres qui oxydent les protéines dans la membrane cellulaire bactérienne (Taylor et
Shalita, 2004). Il possede également des effets comédolytiques et anti-inflammatoires légers
(Oh et Myung, 1996). Il est recommandé en monothérapie pour lacné légere ou en
combinaison avec des antibiotiques pour 'acné moyenne ou sévére (Zaenglein et al., 2016).
Le peroxyde de benzoyle exerce son effet oxydant également sur I'épiderme induisant une
irritation cutanée qui peut étre si sévere qu’elle nécessite larrét du traitement (Williams et al.,
2012).

= Les antibiotiques

Les antibiotiques topiques les plus fréquemment utilisés pour le traitement de I'acné
sont les macrolides (la clindamycine, I'érythromycine). Ces antibiotiques possédent des
propriétés bactériostatiques permettant de réduire la présence de P. acnes sur la surface de la
peau et a lintérieur de l'unité pilo-sébacée (Leyden et al., 2009) et également des propriétes
anti-inflammatoires (Mills et al. 2002; Tan et al., 2005). En raison du développement de la
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résistance aux antibiotiques, l'utilisation de ceux-ci pour le traitement d’entretien est non
recommandée. La monothérapie antbiotique n’est pas non plus recommandée mais on utilise
les antibiotiques en combinaison avec le peroxyde de benzoyle ou les rétinoides topiques
(Knutsen-Larson et al. 2012; Williams et al., 2012; Dawson et Dellavalle, 2013; Zaenglein et
al., 2016).

b) Les traitements systemiques (oraux)

Les traitements oraux sont destinés a 'acné moyenne et sévere.

= Les antibiotiques

Les mémes groupes d’antibiotiques que ceux utilisés pour le traitement topique sont
recommandés pour le traitement oral de I'acné sévere étendue sur une large surface du corps
pour améliorer I'observance du patient (par rapport a la voie topique), en combinaison avec
les rétinoides ou le peroxyde de benzoyle, qui eux sont administrés par voie topique, pour

réduire la résistance bactérienne (Knutsen-Larson et al., 2012; Dawson et Dellavalle, 2013).

= Les hormones

Les traitements hormonaux disponibles comprennent principalement les contraceptifs
oraux (cestrogene + progestatif de synthése), qui suppriment la production des androgenes
ovariennes et surrénales, et les agents bloquant les récepteurs d'androgénes (I'acétate de
cyprotérone, la spironolactone, et le flutamide). Les traitements avec les contraceptifs sont
recommandés chez les femmes atteintes d'acné modérée a sévere, et qui désirent une
contraception orale ou dans le cas ou les autres traitements ont échoué (Smith et al., 2011). Le
mécanisme d’action de ces agents contre l'acné agit donc contre I’hyperandrogénie et
I'hyperandrogénisme. IIs montrent une efficacité certaine, méme chez les femmes ayant des

niveaux normaux d’androgenes systémiques (George et al., 2008).

= L’isotrétinoine
Le traitement oral par lisotrétmoine constitue la premiere ligne pour I'acné sévere, et
la deuxiéme ligne pour I'acné moyenne résistante aux autres traitements (Dawson et

Dellavalle, 2013). 1l montre une efficacité uniqgue par rapports aux autres agents
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thérapeutiques rétinoiques ou non rétinoiques en ciblant les quatre pathogénéses de l'acné en
normalisant la kératinisation et la desquamation folliculaires (Windhorst, 1982; Dalziel et al.,
1987), puis en réduisant la production du sébum (Strauss et Stranieri, 1982 ; Leyden et
McGinley, 1982; King et al., 1982). Il inhibe la croissance de P. acnes (Leyden et McGinley,
1982; King et al., 1982) et exerce un effet anti-inflammatoire (Falcon et al., 1986).
L’isotrétinoine est actuellement le traitement le plus efficace pour l'acné et est utilisé en
monothérapie (Layton 2009; Dawson et Dellavalle, 2013). Cependant, son tilisation subit des
réglementations strictes dans la plupart des pays en raison de son effet tératogene (Lynberg et
al,, 1990) et sa susceptbilit¢ d’avoir des effets secondaires sérieux tels que la maladie
inflammatoire chronique de [intestin, la dépression, lanxiété, le changements d'humeur, des
facteurs de risque cardiovasculaire et la minéralisation des os (Williams, 2012; Zaenglein et
al., 2016).

2.2 L’isotrétinoine

L’isotrétinoine est une SA développée par Hoffmann-La Roche en 1971 et approuvée
la premiére fois par la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis en 1982 sous la
marque ACCUTANE®. C’est un médicament sous prescription pour le traitement de lacné
sévere résistante aux traitements conventionnels. L’utilisation de [Disotrétinoine est surveillée
par les autorités compétentes dans la plupart des pays. Par exemple, aux Etats-Unis, les
autorités REMS (Risk Evaluation Mitigation Strategies), mandatées par la FDA, ont lancé le
programme iPLEDGE. Lors de la prescription de [Iisotrétinoine, le médecin, le patient et le
pharmacien doivent s’inscrire dans ce programme et convenir d’accepter certaines
responsabilités. En France, ’Agence Nationale de Sécurit¢ du Médicament et des produits de
sant¢ (ANSM) en 2015 restreint les prescriptions initiales d’isotrétinoine uniquement aux
dermatologues. Actuellement en France, il se trouve sous forme de capsules molles dosées a
5, 10, 20 ou 40 mg pour la voie orale (ACNETRAIT®, CONTRACNE®, CURACNE®,
PROCUTA®) dans laquelle isotrétinoine est présentée sous forme de suspension dans de
Phuille de soja. La forme topique disponible (ROACCUTANE®) est un gel hydro-alcoolique
d’hydroxypropylcellulose contenant 0,05 m/m% d’isotrétinoine.
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2.2.1 Définition

L’isotrétinoine, ou Pacide 13-cis-rétinoique, est un dérivé synthétique de Ila
vitamine A. Sa nomenclature IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
est lacide (2Z4E,6E,8E)-3,7-diméthyl-9-(2,6,6-triméthylcyclohex-1-ényl)  nona-2,4,6,8-
tétraénoique. Sa structure comprend un cycle fB-ionone avec une chaine latérale de polyene
terminée par un groupement carboxyle. Sa constante d’acidit¢ (pKa) est de 4,79. Sa formule
brute est CaoHps0, avec une masse molaire de 300,4351 + 0,0186 g.mol*. L isotrétinoine fait
partie de la premiére génération des rétinoides. Celle-ci comprend a coté de la vitamine A
(le tout-trans-rétinol et ses esters avec les acides acétique, propanoique et palmitique), le
rétinal et la trétinoine (I'acide tout-trans-rétinoique) et ses autres isomeres tels que
Palitrétinoine  (Pacide 9-Cis-rétinoique) et lacide 11-cis-rétinoique (Figure 3) (Eur.Ph 85¢
2014).

HisC CHs CHs CHs HsC CHs CHs CH; O
™ OH [ H
CHs CHs
Tout-frans-rétinol tout-frans-retinal

H3C CHs CHs; CH; O
R e Y N OH
CHg
Acide tout-frans-rétinoique Acide 13-cis-retinoique
(Trétinoine) (Isotrétinoine)

\

(A
MY
i* R

Acide 9-cis-rétinoique
(Alitrétinoine)

Acide 11-cis-rétinoique

Figure 3 : Les formules structurelles des rétinoides de la premiére génération (Livrea et Packer, 1993).
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2.2.2 Solubilité¢ de I'isotrétinoine

L’isotrétinoine se présente sous forme de poudre cristalline, jaune ou orange pale.

C’est une molécule fortement hydrophobe (log. P entre 501 et 6,6 selon les références

(Nankervis, 1992; Raza et al.,, 2013c)), pratiquement insoluble dans I'eau, soluble dans le

chlorure de méthyléne (Eur.Ph 8% 2014). La solubilité de lisotrétinoine a été étudiée dans

une large gamme d’excipients pharmaceutiques tels que des huiles végétales et synthétiques,

des tensioactifs et des co-tensioactifs. Le Tableau 1 montre des exemples d’excipients étudiés

avec les valeurs de solubilité trouvées.

Tableau 1 : La solubilité de I'isotrétinoine dans des exemples d’excipients pharmaceutiques.

Excipient Composition Solubilité de Références
P’isotrétinoine
(mg.ml™)
. 26 % palmitate Cl6 : 0
Huile de coton | 18 o5 oléate C18:1 51
LCT? Al . :
52 % linoléate C18 : 2 ©
) ) 12 % palmitate C16 : 0 a3
Huile de soja | 24 o6 oleate c18:1 57 z
LCT 51 % linoléate C18 :2 ’ 2
—
) ) 12 % palmitate C16 : 0 =
Huile d'arachide | 53 o5 olgate C18 :1 61 S
LCT? gy . ' o
26 % linoléate Ci8 :2 g
Miglyol 812 55 % caprylate C8:0 120 2
MCT® 45 % caprate C10 : 0 ’ §
Acide oléique Cl18 :1 24.4
Acide linoléique C18 :2 30,5
5 % palmitate Cl6 :0
Huile de tournesol | 30 % oléate C18 :1 10
59 % linoléate C18 : 2
1 % palmitate Ci16 : 0 -
. . 4 % oléate Ci8:1 —
Huile dericin =1 5 4 jinoléate c18 : 2 50 &
90 % ricinoléate C18 :1 =
PEG 200° Polyéthyléne glycol 200 85 5]
PEG 400° Polyéthyléne glycol 400 122 S
Tween 20 Monolaurate de sorbitane polyoxyéthyléne 20 10,0 &
Tween 80 Monooléate de sorbitane polyoxyéthyléne 20 14,6 ©
Propylene glycol 1,6
Transcutol P diéthylene glycol monoéthyl éther 52,3
Plurol oleique l'ester oléique de polyglycérol 50

& Triglycérides a chaines longues
b Triglycérides & chalnes moyennes
¢ Polyéthylene glycol
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Avec les huiles végétales, la solubilit¢ de I'isotrétinoine dépend de la longueur de la
chaine des acides gras et leur degré d’insaturation. Par exemple, le Miglyol 812, qui est
composé¢ des triglycérides a chaines moyennes, solubilise mieux Iisotrétinoine que les huiles
de triglycérides a chaines longues, en raison de la teneur élevée en groupements ester dans
cette huile. Le pouvoir solubilisant des huiles de triglycérides a chaines longues (vis-a-vis de
I'isotrétinoine) semble éEtre amélioré¢ par la présence d’insaturations dans les chaines des
acides gras comme avec l'huile de soja et I'huile d’arachide en comparaison avec I'huile de
coton. Certains excipients synthétiques, tels que le Transcutol P, possedent un pouvoir
solubilisant de [lisotrétinoine plus important que les huiles végétales. L’incorporation de
Iisotrétinoine dans les cyclodextrines (o-cyclodextrine et hydroxypropyl B-cyclodextrine) est
également une des stratégies permettant d’améliorer sa solubilit¢ (Yap et al., 2005; Trichard
et al.,, 2007; Kaur et al., 2010). A titre d’exemple, la valeur de la solubilit¢ de Iisotrétinoine
dans 'eau est de 1,1 0,2 pgml’. Cette valeur a été augmentée neuf fois (9,2 + 1,1 ugml?)
lors de la formation d’un complexe d’inculsion dans I’hydroxypropyl B-cyclodextrine (Kaur
et al., 2010).

2.2.3 Stabilit¢ de I’isotrétinoine

L’isotrétinoine est sensible a larr, a la chaleur et a la lumicre, surtout en solution
(Eur.Ph gEd, 2014). La photosensibilit¢ de I'isotrétinoine constitue un probléme majeur lors du
développement de nouvelles formes pharmaceutiques. Elbaum (1988) a rapporté que jusqu’a
20% et 40 % de lisotrétinoine se dégrade sous I'exposition a la lumiére d’une lampe a
incandescence (pendant 4 h) et a la lumiere fluorescente (pendant 2 h). Les produits de
photo-dégradation de I'isotrétinoine sont principalement les isoméres de l'acide rétinoique et,
a plus faible teneur, des produits de la photolyse (Tashtoush et al., 2008). La photosensibilité
de lisotrétinoine a été étudiée dans des solutions alcooliques. Dans I'éthanol et le méthanol,
I'isotrétinoine subit une isomérisation complete et rapide (en quelques secondes a quelques
minutes) vers lalitrétinoine (Ioele et al., 2005; Patel et al., 2011). Les rayonnements UV A
(320-400nm) du rayonnement solaire sont les principaux contributeurs a la
photo-dégradation de [Ilisotrétinoine (Tashtoush et al., 2008). L’encapsulation de
Iisotrétinoine dans les cyclodextrines (o-cyclodextrine et hydroxypropyl [B-cyclodextrine),

des liposomes et des microémulsions permet d’améliorer sa photo-stabilité (loele et al., 2005;
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Yap et al., 2005; Liu et al., 2007a,b; Patel et al., 2011). L’isotrétinoine est également sensible
a loxydation (Lima et al, 2005). Les produits principaux de I'oxydation sont la
4-oxoisotrétinoine, la 4-hydroxyisotrétinoine et la 5,6-dehydro-5,6-epoxyisotrétinoine. La
chaleur dégrade [lisotrétmoine par stimulation des réactions d’oxydation. En absence
d’oxygene, la chaleur au-dessous de la température de fusion (174 —175° C) ne modifie que

I’état physique de I'isotrétinoine en poudre (Tan et al., 1992).

2.2.4 Mode d’action

L’isotrétinoine constitue la SA la plus efficace contre I'acné en exercant des effets
recouvrant les quatre pathogénéses principales dans le développement de I'acné (Plewing et
al., 1982; Kurokawa et al., 2009). L’isotrétinoine posseéde principalement un effet suppresseur
contre les glandes sébacées permettant de réduire la production du sébum (Landthaler et al.,
1980; Strauss et al., 1980; Gomez, 1982; Leyden et McGinley, 1982; Stewart et al., 1984;
Dalzeil et al., 1987). Elle inhibe également la croissance de P.acnes (Plewig et al., 1982;
Leyden et McGinley, 1982), exerce un effet anti-inflammatoire (Falcon et al., 1986) et
modifie le mode de kératinisation dans les follicules (Plewig et Wagner, 1981; Plewig et al.,
1982).

Le facteur clé dans Ulefficacit¢ de [Disotrétinoine est son effet anti-androgene
antiprolifératif sur les glandes sébacées. L’isotrétinoine réduit la taille des glandes sébacées
jusqu’a 90 %, perturbe la différentiation des sébocytes de facon que la majorité des sébocytes
dans les glandes sébacées soit indifférenciée (Landthaler et al., 1980), réduit leurs activités
métaboliques (Dalzeil et al., 1987), et par conséquent, diminue la production du sébum
jusqu’a 70 % (Leyden et McGinley, 1982). De plus, I'isotrétinoine modifie la composition du
sébum (Strauss et al., 1980; Foolad et al., 2016). Néanmoins, le mécanisme moléculaire du
mode d’action de lisotrétinoine contre I'acné n’est pas encore complétement élucidé (Foolad
et al., 2016) en raison du manque de compréhension sur la pathogénicit¢ de I'acné et la
complexité des rbles physiologiques de la vitamine A et de ses dérivés (Plet et al., 1988;
diMasi et al., 2015). Les rétinoides se lient genéralement a des récepteurs nucléaires
régularisant la transcription de genes, les récepteurs d’acide rétinoique RAR (Retinoic Acid

Receptors) et les récepteurs X du rétinoides RXR (Retinoid X Receptors). Chague type de ces
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récepteurs présente trois sous types différents a, B et y. L’épiderme humain contient les
récepteurs RXR o (75 %), RXR B (9 %), RAR o (2 %) et RAR y (14 %) (Karlsson et al.,
2004). Les protéines cellulaires de liaison des rétinoides CRBP (cellular retinol binding
proteins) et CRABP (cellular retinoic acid binding proteins) seraient impliquées dans le
transport des rétinoides et leur disponibilité dans les noyaux (Dollé et al., 1990).
L’isotrétinoine n'a pas ou peu de capacité a se lier aux protéines de liaison CRBP et CRABP
et aux récepteurs RAR et RXR (Levin et al., 1992), mais peut agir comme une prodrogue par
son isomérisation intracellulaire a des métabolites agonistes de ces récepteurs nucléaires tels
que la trétinoine (Tsukada et al., 2000; Tormd, 2001). D’autres mécanismes indépendants de
I'activation des récepteurs nucléaires RAR et RXR ont ét€ proposés pour expliquer
Iefficacit¢ supérieure de Iisotrétinoine par rapport aux autres rétinoides. L’isotrétinoine
induit, par un mécanisme indépendant des récepteurs RAR, lapoptose et larrét du cycle
cellulaire des sébocytes (Nelson et al., 2006). Il a été rapporté que Iisotrétinoine réduit, par
un role dans la régulation génique, I'expression des récepteurs d’androgenes sur les sébacytes
(Pakhiddey et al., 2015). L’isotrétinoine réduit, de la méme maniére, I'expression de Ia
stéroide Sa-réductase, I'enzyme responsable de la conversion cutanée de la testostérone a la
dihydrotestostérone (DHT) qui est 60 fois plus efficace (Boudou et al., 1995). Une autre
hypothése proposée est I'effet de lisotrétnoine sur le métabolisme de rétnoides endogeénes
nécessaires a la prolifération et a la différenciation des kératinocytes et des sébocytes (TOrmé,
2001).

L’isotrétinoine modifie le mode de kératinisation et prévient la formation des
microcomédons (Plewig et al., 1982; Plewig et Wagner, 1981). Le mécanisme de cet effet
n’est pas non plus connu et ne semble pas avoir un rdle crucial dans le mode d’action de
Iisotrétinoine (Dalzeil et al., 1987). L’isotrétinoine réduit significativement le nombre de
P. acnes sans avoir des propriétés antimicrobiennes (Weissmann et al., 1981). La réduction du
nombre de la population de P. acnes est probablement un résultat secondaire du changement
du milieu folliculaire en raison de la diminution de la production du sébum (Strauss et al.,
1980). L’effet anti-inflammatoire de [Iisotrétmoine comprend un effet indirect par Ila
réduction du nombre de P.acnes, et aussi direct par I'inhibition de la chimiotaxie des

monocytes (Falcon et al., 1986).
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2.2.5 Posologie et pharmacologie aprés une administration par voie orale

Comme le mécanisme d’action n’est pas encore complétement ¢hicidé, la posologie de
Iisotrétinoine a été établie sur la base des observations cliniques. La dose recommandée par
voie orale, selon 'European dermatology Forum et en accord avec les directives de I’Agence
Européenne des Médicaments (EMA), est de 0,3-0,5mgkglj? pour lacné moyenne
modulaire et Pacné sévére, ou de >0,5mgkg™j! pour 'acné conglobata pour une durée
minimale de 3 mois et de < 0,3 mgkg?j! pour le traitement d’entretien (Nast et al., 2016). Il
est fortement recommandé de commencer le traitement avec une faible dose
(=05 mg.kgtj?) et ensuite, augmenter la dose progressivement jusqu'a la dose maximale
tolérée (~1mgkgtj?) afin de réduire les effets secondaires et de faciliter leur gestion
(Borghi et al., 2009). La dose cumulée optimale est de 120 — 150 mg.kg* pour avoir un effet

thérapeutique et réduire le risque de rechute ou la retarder (Zaenglein et al., 2016).

La biodisponiilit¢ de [Iisotrétinoine par voie orale est de 25%. L'absorption
gastro-intestinale de lisotrétinoine est fortement améliorée si sa prise se fait pendant les repas,
spécialement avec la présence de matieres grasses (Colburn et al., 1983; Del Rosso, 2012;
Webster et al., 2013; Tan et Knezevic, 2013). L’isotrétinoine est fortement liée a Ialbumine
plasmatique (99,9 %). Le métabolite principal de lisotrétinoine est la 4-oxo-isotrétinoine avec
la trétinoine, Dalitrétinoine, la 4-oxo-trétinoine, la 4-oxo-alitrétinoine (Layton, 2009). Son
temps maximal (Tmax) pour atteindre de la concentration maximale dans le plasma (Cmax) est
de T'ordre de 4 h et sa demi-vie est de 22 h. La demi-vie de son métabolite principal,
la 4-oxo-alitrétinoine, est de 29 h (Brazzell et Colburn, 1982; Brazzell et al., 1983).
L’isotrétinoine ne s’accumule pas dans les tissus adipeux ou dans un autre organe et son

¢limination se fait dans les selles et 'urine (Colburn et al., 1983).

L’administration orale de [lisotrétnoine est associée a des effets secondaires
systémiques significatifs tels que la toxicit¢ mucocutanée, 'opacité cornéenne, 1’hyperostose,
et I'hypertriglycéridémie. Cela peut limiter son utilisation pour le traitement de I'acné ou pour

d’autres désordres cutanés (Zaenglein et al., 2016).
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2.2.6 Posologie et pharmacologie aprés une administration par voie topique

L’application cutanée permet d’avoir un effet thérapeutique local avec une réduction
des effets secondaires systémiques (Lehman et al., 1988). Le site thérapeutique ciblé est les
unités pilo-sébacées qui se trouvent au niveau du derme. La concentration thérapeutique dans
ce site, en tenant compte des concentrations dermiques obtenues suite a I'administration orale
lors d’un traitement efficace (0,75 mg.kg™.j! pendant 6 mois), est de 88,9 + 46,1 mg.g* de
tissu (Rollman et Vahlquist, 1986). La quantit¢ d’isotrétinoine accumulée dans le derme est
indépendante de la dose appliquée. Pour cette raison, la diffusion simple ne pourrait pas étre

le mécanisme principal de la pénétration cutanée de I'isotrétinoine (Lehman et al., 1988).

L’isotrétinoine étant une molécule fortement hydrophobe, lors de son administration
cutanée, la grande majorit¢ de la quantité absorbée s’accumule dans la couche supérieure de
I'épiderme, le stratum corneum, en raison de la nature fortement hydrophobe de cette couche.
Les couches inférieures de I'épiderme et le derme sont plus hydrophiles et recoivent alors des
quantités moins importantes de cette molécule. Cela peut alors limiter [lefficacité du
traitement topique (Lehman et al., 1988). L’absorption cutanée de [Iisotrétinoine peut &tre
améliorée par Iutilisation de promoteurs d’absorption cutanée tels que Pacide lnoléique
(Moghimi et al., 2004). En effet, la pénétration cutanée de I'isotrétinoine dépend des solvants.
Par exemple, la pénétration cutanée de Iisotrétinoine a travers le stratum corneum avec le
propylene glycol et I'isopropanol est plus importante par rapport aux autres solvants tels que
les huiles minérales, le polyéthylene glycol et le di-isopropyladipate. Les quantites
d’isotrétinoine retrouvées dans le derme ont été de 7,4 % et 5,9 % de la dose appliquée pour le
propyléne glycol et I'isopropanol, respectivement. Plus la solubilit¢ de I'isotrétinoine dans le
solvant est élevée moins la pénétration cutanée est importante, a I'exception des solvants
volatiles (Lehman et al., 1988).

Une pénétration excessive permet a Iisotrétinoine d’atteindre la circulation sanguine
et d’induire les effets secondaires systémiques (Willhite et al., 1990). Par exemple, lors de
I'étude de Lehman et al, (1988), une portion de Iisotrétinoine appliquée en solution dans
I'isopropanol (0,4 %) a traversé le derme. Cela doit étre évité lors du deéveloppement des
nouvelles formes pharmaceutiques cutanées. Actuellement, [Disotrétmoine topique est
disponible  dans [I'industrie  pharmaceutique sous forme de gel hydro-alcoolique

d’hydroxypropylcellulose la concentration de a 0,05 % (avec le butylhydroxytoluene comme
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antioxydant). L’efficacité thérapeutique de cette formulation a ét¢ démontrée par sa capacité a
réduire le nombre des lésions inflammatoires et non inflammatoires et a diminuer le degré de
sévérité de I'acné (Chalker et al., 1987). L’application cutanée de ce gel, et d’autres gels a des
compositions comparables ne permettent pas a [Iisotrétinoine d’atteindre la circulation
sanguine (Durand et al., 1990; Jensen et al., 1991; Stables et al., 1996; Cunliffe et al., 2001).
Cependant, un effet writant cutané mmportant a ¢€t€¢ rapporté lors de I'application du gel
(Queille-Roussel et al., 2001), et cet effet peut étre si important qu’il nécessite I'arrét du
traitement (Chalker et al., 1987).

2.2.7 Nouvelles approches pour une application topique

L’encapsulation de Tisotrétinoine dans differentes formes nano-pharmaceutiques,
telles que les liposomes, les nanoparticules lipidiques, les vecteurs lipidiques nanostructurés,
les nanocapsules, les microémulsions et les NEs, a ét¢ étudiée afin d’améliorer son
administration cutanée et diminuer les effets secondaires observés avec la forme orale et la
forme gel actuellement commercialisees. Le Tableau 2 montre des exemples de ces études

avec les caractéristiques principales des systemes étudiés.

Les avantages principaux tirés de ces systtmes d’administration cutanée de
Iisotrétinoine par rapport au gel commercial sont: 'amélioration de la photo-stabilité¢ de la
SA, Tlaugmentation de Iabsorption cutanée, Ila réduction ou I’absence d’absorption
percutanée et, par conséquent, la limitation des effets secondaires systémiques, la possibilité
d’obtenir une libération prolongée et contrdlée de la SA a partir de ces systemes.
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Tableau 2 : Exemples des formes nano-pharmaceutiques étudiées pour I'encapsulation de I'isotrétinoine pour une administration cutanée.

Formulation Composition c* E° Etude cutanée Avantages Référence
(m/m%b) (%)
Hydroxypropyl Ex-vivo : Peau abdominale de
) cithine de 50.6’1 Span 80 9-17 60 - 90 | Testde toxicité : In-vivo (rat) | Diminue la toxicité cutanée | Kauretal., 2010
Llposomes J ! p ! Test d’irritation : test de Auoamente |a énétration
Span 60, cholesterol Draize tg X p
cutanée
Lécithine de jaune d’ceuf. 0,107 26 nd* loele et al., 2005
Lécithine de soja, Tween80 | 0,054 90 E;[_V'VO - peau abdomnale de I2_(|J%7e; EI"
Ex-vivo : peau complete de
Monostéarate de glycérol, souris
Nanoparticules | Tween 80, - In-vivo : méthode de tape- ... | Shiva etal.,
lipidiques Compritol 888 ATO 004 ~ 80 stripping sur peau humaine ﬁlé?érﬁgpgela:a 222&?;;;?"“6 2012
solides (dibéhénate de glycérol) Test d’irritation : test de cutange P
Lécithine de soja, Tween 80 2 Reduit Pabsorption
Comoritol 888 {ATO ’ 0045 8949 Ex-vivo : peau dorsale de systémique Razaetal.,
omprl g ’ ’ souris Diminue Pirritation cutanée | 2013a,b
(dibéhenate de glycérol)
Vecteurs Lécithine de soja, Tween &0, Ex-vivo : peau dorsale de
o Compritol 888 ATO VO -P Razaetal.,
lipidiquies (dibéhénate de glycérol) 0039 17860 | souris 2013b.¢
nanostructurés ; ’ g ’ In-vivo : souris ’
myristate d'isopropyle
Augmente la pénétration
. . cutanée
Ex-vivo : méthode de tape P ) .
Nanocapsules Poly(e-caprolactone) nd* nd* stripping sur peau humaine et ;Z?g:qigigsorpmn ZBOelttzonl etal.

porcine
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c? EP

Formulation Composition (m/mo%6) (%)

Etude cutanée

Avantages

Référence

Myristate d'isopropyle”,
glycérides de caprylcaproyle
macrogol-8"
Polyglycéryl oléate

05 nd*

CoT

nd*

Myristate d'isopropyle”,
Labrasol (glycérides de
caprylcaproyle macrogol-8)",
Microémulsion | Cremophors EL
(polyoxyéthylene huile de
ricin hydrogénée)“”, 0,05 nd*
Solutol HS15
(polyoxyéthylene hydroxy
stéarate)™", Plurol Oleique
(ester oléique de

polyglycérol)<°"

Peau dorsale de porc
Tape-stripping

Améliore la photo-stabilité

Pateletal., 2011

Girbiz etal.,
2015

Nanoémulsion | Huile de coco”, Tween80" | 0,05 nd*

nd*

Prolonge et contréle la
libération (24 h)

Miastkowska et
al., 2016

# Concentration de I'isotrétinoine dans la forme nano-pharmaceutique
® Efficacité d’encapsulation

¢ Concentration dans la formulation sans I’eau

* Non déterminé

" Phase huileuse

T Tensioactif

T Co-Tensioactif
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2.3 Conclusion

L’acné est une maladie inflammatoire multifactorielle affectant de nombreux
adolescents et qui peut persister pendant des annees chez certains individus. L’isotrétinoine
est la SA la plus efficace contre I'acné grace a ses effets contre les quatre principaux
mécanismes de l'acné. Néanmoins, lutilisation de [Iisotrétinoine reste réservée a I'acné
sévére et a l'acné résistante aux autres traitements en raison de ses effets secondaires sérieux.
L’administration cutanée de [Iisotrétinoine sous la forme de gel, actuellement disponible,
permet d’obtenir I'effet thérapeutique escompté. Cependant, I'utilisation sous forme de gel
reste associée a des effets secondaires topiques, tels que Iirritation cutanée, et ainsi des effets

secondaires systémiques en raison de ’absorption percutanée.

D’un autre coté, lisotrétinoine est une molécule fortement hydrophobe non-soluble
dans T'eau. Cela limite son absorption et, par conséquent, sa biodisponibilit¢. L’isotrétinoine
est aussi une molecule fragile, surtout sensible a la photo-isomérisation et a I'oxydation.
L’encapsulation de  [lisotrétinoine dans des formes  nano-pharmaceutiques  pour
I'admmistration cutanée permettrait d’augmenter sa stabilit¢ et sa solubilité, et ainsi
d’améliorer sa biodisponibilit¢, de réduire ses effets secondaires, de modifier son profil de

libération afin d’obtenir un traitement optimisé.

Ainsi, Tisotrétinoine a ¢été sélectionnée, en tant que SA modele, pour étudier
Iefficacit¢ des NEs développées au cours du travail de cette thése en tant que systeme de
délivrance cutanée. Dans ces formulations, I'hydroxytoluéne butylé a été ajouté au systéme en
tant qu’antioxydant hydrophobe et la gomme xanthane a été utilisée principalement en tant

qu’agent épaississant pour obtenir une texture de créme et limiter le crémage.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Matériels

L’isotrétinoine  (lot P500188), la trétinoine (lot 118K 1413), I'hydroxytoluéne butylé
(lot LRAA7701), la pB-lg (lot SLBC2933V), T'acide acétique glacial de qualit¢ HPLC
(lot SZBF1200V) et les solutions du dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO,)
(lot SLBC5939V) et de I'hydrogénophosphate de potassium (K>,HPO,) (lot 068K8600) ont été
fournis par Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Le Miglyol 812 (lot 121228)
a été fourni par Cremer Oleo GmbH & Co., KG (Hamburg, Germany). L’huile d’amande
douce raffinée (lot 13050126/A) et Tlhuile de germe de blé (lot 13010230/B) de qualité
pharmaceutique proviennent de la Cooper (Melun, France). L’azoture de sodium (lot K305.2)
a été obtenu auprés de Carl Roth (Karlsruhe, Germany). La gomme xanthane (lot 20060134) a
été fournie par Degussa (Paris, France). Le méthanol de qualitt HPLC (lot V5C786025D)
provient de Carlo Erba Reagents (Milan, Italie).

3.2 Etude de la solubilité de I’isotrétinoine

La solubilit¢ de Tisotrétinoine a ét€¢ étudiée dans les trois huiles utilisées dans le
Chapitre Il (le Miglyol 812, Thuile d’amande douce et I'huile de germe de blé). Les gammes
d’étalonnage dans ces trois huiles ont ét¢ obtenues dans un premier temps avec des solutions
méres préparées & une concentration de 1 mg.mi’ sous une agitation moyenne avec un
barreau magnétique pendant 2 h a 37°C, a l'abri de la lumiére. Les spectres d’absorbance de
Iisotrétinoine dans ces trois huiles ont été obtenus avec un spectrophotometre UV/is (Jasco,
Japan) entre 200 et 400 nm pour déterminer la longueur d’onde du maximum d’absorbance
(Amax) de [lisotrétinoine dans chaque huile. Des courbes d’étalonnage (absorbance VS
concentration) ont été alors établies a Amax par dilution des solutions méres. La solubilité a été
déterminée selon le schéma présent¢ sur la Figure 4. L’isotrétinoine a été ajoutée en exces
dans les huiles. Les solutions sursaturées ont été préparées par agitation dans un bain marie a

37° C pendant 48 h. Il est a noter que la durée de la solubilisation a été fixée a 48 h suite a des
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essais préliminaires sur la quantit¢ d’isotrétinoine a solubiliser dans ces conditions a 24, 48 et
72 h. Ensuite, lisotrétinoine non solubilisée a été séparée par centrifugation (Mianpin®,
Eppendrop, Allemagne) a 6700 xg pendant 10 min. Les solutions sursaturées ont été laissées
au repos a labri de la lumiére pendant 24 h a 25° C, puis I'isotrétinoine précipitée a été
séparée par centrifugation dans les mémes conditions. Des aliquotes du surnageant ont été
prélevées et diluées avec la méme huile jusqu’a obtenir une absorbance dans la zone de

linéarit¢ des courbes d’étalonnage.

Repos
Bain-marie Centrifugation 25°C-24h Centrifugation Quantification
37°C-48h 6700 xg - 10 min al’abridela 6700 xg - 10 min
' N\ lumiére
]
lllll ‘ = ]Illl Spectrophotométrie
UV/vis
O
RP-HPLC
N\ A oS S>S
l ]

Figure 4 : Schéma représentant les étapes pour déterminer la solubilit¢ de I'isotrétinoine dans les
différentes huiles.

3.3 Etude de la stabilité de I’isotrétinoine

Suite aux résultats de solubilité, la stabilit¢ de I'isotrétinoine au cours de temps a été
étudiée dans le Miglyol 812. Pour cela, des solutions d’isotrétinoine dans le Miglyol 812 ont
été préparées a une concentration de 200 ug.g® en présence de 0,05 Mm% de
I'hydroxytoluéne butylé en tant qu’antioxydant, et stockées 30 jours & 25°C a labri de la
lumicre. L’analyse de la composition des échantillons d’isotrétinoine a été réalisée par

chromatographie liquide a haute performance en phase inverse (RP-HPLC) (Partie 3.8). Les
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gammes d’étalonnage et les essais de solubilit¢ et de stabilité ont ét¢ répétés trois fois et les

résultats presentés sont des moyennes avec les écarts types.

3.4 Préparationdes nanoémulsions

Les NEs ont été préparées dans les conditions optimales préalablement déterminées
(Chapitre Il), c’est-a-dire, 5m/m% de phase huileuse (Miglyol 812), 95 m/m% de phase
aqueuse (solution de B-lg a 1 m/m% dans le PBS a 10 mM, pH 7,0), avec une pression
d’homogénéisation de 100 MPa et 4 cycles. Pour les NEs contenant Iisotrétinoine, des
solutions saturées d’isotrétinoine dans le Miglyol 812 ont été préparées comme préalablement
décrit (Partie 3.2) et, ensuite, utilisées en tant que phase huileuse. L hydroxytoluéne butylé a
¢té ajouté a la phase huileuse en tant qu’antioxydant a une concentration de 0,05 nVm% de la
masse finale de nanoémulsion. Pour les NEs contenant de la gomme xanthane, cette derniére a
été ajoutée, sous forme de poudre, aux NEs prealablement préparées (2 h auparavant) a une
concentration de 0,5 m/m% de la masse totale de nanoémulsion, et solubilisée par agitation
magnétique pendant 2 h. Quatre types de NEs ont ét¢ préparés pour étudier Ieffet de

Iisotrétinoine et /ou de la gomme xanthane comme indiqué dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Composition des NEs: (NE-R) la formulation de référence sans isotrétinoine ni
gomme xanthane; (NE-IT) nanoémulsion avec isotrétinoine sans gomme xanthane; (NE-GX)
nanoémulsion avec gomme xanthane sans isotrétinoine; (NE-IT-GX) nanoémulsion avec
isotrétinoTne et gomme xanthane.

Formulation Concentration en isotrétinoine Concentration en gomme xanthane
(M/m%o*) (M/m%*)

NE-R 0 0

NE-IT 0,033 0

NE-IT-GX 0,033 0,5

* Pourcentage en masse par rapport a la masse totale de la nanoémulsion
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3.5 Répartition de la protéine entre les différentes phases

La protéine libre c’est-a-dire non adsorbée a I'interface O/W, qui Se trouve en exces
dans la phase aqueuse, a été étudiée dans la formulation NE-R. Pour Vérifier la présence et la
conformation de cette portion de protéine, les deux phases de cette formulation ont été
séparées, dans un premier temps, par ultracentrifugation (Beckman Optima LE-80K
Ultra-Centrifuge) a 40 000 xg pendant 2 h. La protéine qui se trouve dans les deux phases,
phase aqueuse et phase émulsion concentrée, a été ensuite séparée par SDS-PAGE dans des
conditions non-réductrices et réductrices comme décrit dans le Chapitre Il - Part A
(Partie 2.3.4). Les résultats de ces essais préliminaires nous ont ensuite permis de séparer et
quantifier la protéine libre en exces dans la phase aqueuse et d’étudier son évolution au cours
du temps aux jours 0, 3, 7, 15 et 30 (JO, J3, J7, J15 et J30) par une autre méthode plus rapide.
Pour cela, les deux phases des NEs ont été séparées avec des filtres a centrifuger ayant un
seuil de coupure de 100 kDa (Amicon Ultra-0,5, Membrane Ultracel-100, PMNL, Millipore,
Allemagne). 0,5 mg des NEs ont été placés dans ces tubes et ensuite centrigugés avec une
centrifugeuse MiniSpin® & 6700 xg pendant 10 min. la protéine libre en excés dans la phase
aqueuse a eté quantifice avec un spectrophotometre UV/vis (Jasco, Japan) comme
préalablement décrit (Chapitre Il - Partie 2.2). La préparation des NEs a été répétées trois fois
et la separation des deux phases de chaque NEs par les filtres a centrifuger été répétées trois

fois. Les résultats présentés sont des moyennes avec les écarts types de ces 9 essais.

3.6 Etude de lefficacité d’encapsulation de I’isotrétinoine

Pour déterminer Pefficacité d’encapsulation de [I'isotrétinoine, les NEs NE-IT ont été
fractionnees avec des filtres a centrifuger ayant un seuil de coupure de 100 kDa et 3 kDa
(Amicon Ultra-0,5, Membrane Ultracel-3/100, PMNL, Millipore, Allemagne) comme décrit
sur la Figure 5. Dans un premier temps, les deux phases de la nanoémulsion ont été séparées
par les filtres a 100 kDa comme préalablement décrit (Partie 3.5). La phase aqueuse a été,
ensuite, séparée a son tour avec les filtres a 3 kDa qui retiennent les molécules de B-Ig. Les

centrifugations ont été effectuées avec une centrifugeuse MiniSpin® & 6700 xg pendant
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10 min. La quantit¢ d’isotrétinoine dans les différentes phases a été alors déterminée par la

chromatographie en phase liquide a haute performance en phase inverse (Partie 3.8).

[£00 kDa >

Phase huileuse
, B-lg
Froa LD ’ non-adsorbée
Nanoémulsion '

NE-IT

Phase aqueuse SS

Phase aqueuse sans
p-lg non-adsorbée

Figure 5 : Schéma représentant les différentes étapes pour fractionner les NEs NE-IT au moyen des
filtres a centrifuger a 3 et 100 kDa.

3.7 Caractérisation des nanoémulsions et de leur stabilité

La viscosité des NEs a été mesurée en suivant le protocole indiqué dans le Chapitre II.
La stabilité physique des NEs a été étudiée en temps réel aprés leur préparation a JO, J3, J7,
J15 et J30 a laide d’un balayage optique avec un Turbiscan® classic MA2000 (Formulaction
SA, France) et par le suivi de I'évolution de la taille et du potentiel Zéta a l'aide du Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, U.K.) dont les protocoles sont décrits dans le

Chapitre I1.
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3.8 Séparation et dosage de ’isotrétinoine par chromatographie en phase

liquide & haute performance en phase inverse (RP-HPLC)

Nous avons utilisé la technique RP-HPLC décrite dans la Pharmacopée Européenne
(8éme Ed., Monographie de [Iisotrétinoine) avec quelques modifications. La chaine HPLC
utilisée était composée d’une pompe (Waters 1525 Binary HPLC Pump), d’un injecteur
(Waters 717 plus Autosampler) couplé a un dégazeur en ligne (Waters In Line Degasser AF),
d’une colonne de gel de silice grefiée octadécyle (US 0900 - N° Serie 100628 - Modulo - Cart
QK Strategy 3 C18-2 150X3.5 mm - Interchim®), et un détecteur UV (Waters 2487, Dual A
Absorbance Detector). Le systtme d’acquisiion de données ¢était BREEZE (Waters
Corporation). Les conditions trouvées, apres I’étape d’optimisation, sont les suivantes : la
phase mobile est composée d’acide acétique glacial, d’eau, et de méthanol (5:115:880 viviv),
le débit est de 0,4 mI.min‘l, la longueur d’onde de détection est de 354 nm et le volume

d’injection est de 10 pl

4 Résultats et discussion

4.1 Solubilité et stabilité de I’isotrétinoine

Le Tableau 4 montre les résultats des gammes d’étalonnage réalisées au cours de ce
travail par spectroscopie UV/vis et utilisées pour détermmer la solubilit¢ de Iisotrétinoine

dans les trois huiles.

Les résultats de I'étude de la solubilit¢ dans ces huiles sans antioxydant sont présentés
dans la Figure 6. La solubilit¢ de I'isotrétinoine dans le Miglyol 812 est plus importante que
celle dans T'huile d’amande douce et I'huile de germe de blé. Ces résultats sont en accord avec
le travail de Nankervis et al. (1995 et 1996). Le pouvoir solubilisant des triglyceérides pour les
SAs hydrophobes est dépendant de leur teneur en groupements ester. Le Miglyol 812 est
compos¢ de triglycérides a chaines moyennes (de I'acide caprique (C10:0) et de Placide
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caprylique (C8:0)) alors que T'huile d’amande douce et T'huile de germe de blé sont
compos€es de triglycérides a chaines longues (de l'acide palmitique (C16:0), 'acide oléique
(C18:1) et de lacide linokique (C18:2)). Les triglycérides & chaines moyennes possedent une
concentration en groupements ester plus importante que ceux a chaines longues. lls ont ainsi

un pouvoir solubilisant plus important (Cao et al., 2004).

Tableau 4 : Gammes d’étalonnage de I'isotrétinoine obtenues par spectroscopie UV/vis dans

les trois huiles.

d’amande douce

Huile Amax Pente Ordonné Coefficient Gamme
(nm) (ug™.mi) alorigine | de corrélation | de linéarité
(%) (ug.ml™)
Miglyol 812 361 0,1248 0,0042 0,9998 0,25 - 10
Huile d’amande douce | 378 0,0890 0,0109 0,9987 0,25 -10
Huile de germe de blé | 381 0,0787 0,0167 0,9964 0,50 - 10
10
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Figure 6 : Solubilité¢ de I'isotrétinoine dans les différentes huiles étudiées.
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En prenant en compte la fraction massique de la phase huileuse dans les NEs
(5 m/m%), les valeurs de la solubilit¢ de Iisotrétinoine dans ces trois huiles permettrent
d’obtenir des concentrations finales maximales en isotrétinoine dans les NEs de
0,032 + 0,005, 0,013 + 0,003 et 0,015 + 0,002 "Vm% pour une phase huileuse composée de
Miglyol 812, d’huile d’amande douce ou d’huile de germe de b, respectivement. Les
solutions saturées d’isotrétinoine dans le Miglyol 812 ont été choisies en tant que phase
huileuse pour la préparation des NEs car elles permettent d’obtenir la dose la plus élevée
d’isotrétinoine. Afin de pouvoirr doser plus précisément l'isotrétinoine et la séparer de ses
produits de dégradation, nous avons mis en ceuvre une technique de chromatographie liquide
a haute performance en phase inverse (RP-HPLC). Le Tableau 5 présente les gammes
d’étalonnage établies au cours de ce travail par chromatographie liquide a haute performance
en phase inverse (en présence du I'hydroxytoluéne butylé en tant qu’antioxydant). Ainsi la
valeur de solubilité de Iisotrétinoine dans le Miglyol 812 déterminée par RP-HPLC est de
6,3+ 0,4 mg.mi* contre 6,1+ 1,0 mg.m* par spectrophotométrie UV/vis. On a donc un bon

accord entre ces deux techniques.

Tableau 5 : Gammes d’étalonnage de Iisotrétinoine dans le méthanol et le Miglyol 812 par
RP-HPLC.

Solvant Amax Pente Ordonnée Coefficient Gamme de
(nm) (ug'l_m|) al’origine | de corrélation | linéarité (ug.ml™)
(%)
Méthanol 100% 354 135636 9600 0,9997 0,25 -50
Miglyol 812 354 120380 49619 0,9992 0,25 -50

La technique de RP-HPLC a également permis de \érifier la composition de
I’échantillon d’isotrétinoine utilisée. La Figure 7 montre les chromatogrammes RP-HPLC de
Pisotrétinoine dans le méthanol et dans le Miglyol 812 & J3 (fin de préparation de la solution —
Figure 4) et & J30. En raison de la solubilisation facile et rapide de Iisotrétinoine dans le
méthanol en comparaison avec le Miglyol 812, des solutions d’isotrétinoine dans le méthanol
préparées directement avant d’effectuer I'injection ont été utilisées comme standard. En outre,
une solution standard de trétinoine dans le méthanol a été préparée et injectée
(chromatogramme non montré). Le pic majeur qui apparait au temps de rétention de 9,7 min

sur le chromatogramme dans le méthanol (Figure 7(A)) correspond a I'isotrétinoine.
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Figure 7 : Chromatogrammes RP-HPLC de la solution de Iisotrétinoine dans (A) le méthanol,
(B) le Miglyol 812 a J3, (C) le Miglyol 812 a J30 du stockage & 25° C, a I’abri de la lumiére.
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Le chromatogramme montre aussi un petit pic au temps de rétention de 11,7 min
(correspondant a la trétinoine) et d’autres petits pics aux temps de rétention autour de 5 min
correspondant probablement aux produits d’oxydation plus hydrophiles que les isoméres de
acide rétinoique. Les solutions d’isotrétinoine dans le Miglyol 812 (a J3 et J30) présentent
des chromatogrammes ressemblant a celui dans le méthanol avec une différence dans les
quantités de chaque composant. Le Tableau 6 rassemble les pourcentages de ces composants
dans la solution standard et la solution de Miglyol 812 aux deux temps d’étude (J3 et J30).
Ces résultats indiquent que [Iisotrétinoine n’a subi aucun type de dégradation pendant la
préparation de la solution huileuse et que seulement ~5% ont été convertis en trétinoine
pendant les 30 jours de stockage (a25°C, a I'abri de la lumiére). La teneur en produits
d’oxydation ne montre pas de changement significatif pendant cette durée en raison de la
présence de l'antioxydant et du faible pouvoir oxydatif du Miglyol 812 comme trouvé lors de

la mesure de son indice de peroxyde (Chapitre II).

Tableau 6 : Composition de I’échantillon de I'isotrétinoine dans la solution de méthanol et la
solution de Miglyol 812, déterminée par RP-HPLC.

Solvant Isotrétinoine Trétinoine Produits d’oxydation
(%) (%) (%)
Méthanol (t =0 jours) 99,2 +£0,1 06+01 02+01
Miglyol 812 (t= 3 jours) 994 + 0,2 04 +0,2 02 0,1
Miglyol 812 (t= 30 jours) 941 +05 56 +05 04 +0,2

4.2 Caractérisation des nanoémulsions

Quatre formulations de NEs ont été étudiées dans ce Chapitre (voir Tableau 3). La
formulation de référence (NE-R), qui est la formulation optimale trouvée au cours du travail
de cette thése (Chapitre I), a un aspect, une couleur et une texture similaires a ceux du lait. La
gomme xanthane a ¢t¢ donc ajoutée a cette formulation en tant qu’agent é€paississant afin
d’obtenir une formulation avec une texture de créme plus adaptée a Iadministration cutanée.
La gomme xanthane est un polysaccharide de masse molaire élevée (2.10° & 20.10° g.mor?),
produit par la fermentation bactérienne des glucines via Xanthomonas campestris (Palaniraj et

Jayaraman, 2011). La gomme xanthane a été sélectionnée comme agent épaississant pour
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deux raisons principales : I'absence d’interaction avec la B-Ig & pH neutre ou les deux
polyméres sont charges négativement (Laneuville et al., 2000), et Pabsence d’activité
mterfaciale a I'interface O/W en présence de B-lg (Bouyer et al., 2013). La gomme xanthane a
été ajoutée a une concentration de 0,5M/m% a la nanoémulsions préalablement préparée.
Cette concentration est supérieure a la concentration d’enchevétrement du polysaccharide

(Ce = 0,085 m/m%) (Papagiannopoulos et al., 2016).

La Figure 8(A) montre la taille de gouttelettes des NEs le jour de la préparation des
émulsions. La taille des gouttelettes de la formulation NE-R est de 201 + 7 nm avec une
distribution de taille étroite (PDI =0,133 + 0,062). Cette taile n’a pas ¢été modifiée
significativement par l'ajout de gomme xanthane. La taille des gouttelettes de la formulation
NE-GX est de 206 + 16 nm et le PDI est de 0,219 + 0,039. Le potentiel Z&ta des gouttelettes
de la NE-R est de-51+2mV (Figure 8(B)). De méme, cette valeur n’a pas été
significativement  influencée par la présence de la gomme xanthane (potentiel
Zéta = - 53 =4 mV pour NE - GX).
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Figure 8 : Taille (A) et potentiel Zéta (B) des gouttelettes des NEs pour NE-R (nanoémulsion de
référence), NE-IT (nanoémulsion contenant 0,033 m/m% d’isotrétinoine), NE-GX (nanoémulsion
contenant 05 m/m% de gomme xanthane), NE-IT-GX (nanoémulsion contenant 0,033 m/m%
d’isotrétinoine et 0,5 m/m% de gomme xanthane) a JO.

La Figure 9 présente les rhéogrammes des formulations NE-R et NE-GX sur une
gamme de cisaillement de 10% & 10° s qui correspond aux valeurs de cisaillement mises en
jeu lors d’une application cutanée (Garg et al., 2002). La NE-R montre un comportement
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rhéofluidifiant avec de faibles valeurs de viscosité (2,01 £ 0,1 mPa.s a un taux de cisaillement
de 100 s%) proche de celle de I'eau. La présence de 0,5 mm% de gomme xanthane a donné a
la formulation NE-GX une texture crémeuse. Cette formulation montre un comportement
rhéofluidifiant avec des valeurs de viscosité largement plus importantes que celles de la NE-R

(74,7 + 0,1 mPa.s & un taux de cisaillement de 100 s?).
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Figure 9 : Rhéogrammes des formulations (+) NE-R (nanoémulsion de référence) et (a ) NE-GX
(nanoémulsion contenant 0,5 m/m% de gomme xanthane),

L’isotrétinoine a ét¢ ajoutée a la phase huileuse avant de préparer les NEs NE-IT et
NE-IT-GX. Les mesures de la taille et du potentiel Zéta des gouttelettes de ces NEs montrent
que la présence de lisotrétinoine n’a pas altéré la formulation (Figures 8(A) et 8(B)). Les
NE-IT et NE-IT-GX ont des aspects similaires a ceux des NE-R et NE-GX respectivement, a

I'exception d’une coloration jaune pale du fait de la présence de I'isotrétinoine.
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4.3 Reépartition de la protéine entre les différentes phases des

nanoémulsions

En raison du manque de connaissance de la taille des agrégats de la B-lg en excés dans
la phase aqueuse des NEs, la séparation des deux phases n’a pas été possible d’embleée par
filttration. Nous avons alors séparé les deux phases, dans un premier temps, par
ultracentrifugation. Les conditions de ['ultracentrifigation ont été optimisées afin d’avoir une
séparation complete entre les deux phases (jusqu’a obtenir une phase aqueuse transparente en
bas du tube et une fine couche d’émulsion concentrée sur la surface de I’échantion). Les
conditions de [lultracentrifugation ont été également Vérifiées pour ne pas déstabiliser les
gouttelettes des NEs et ne pas altérer largement la répartition de la protéine entre les deux
phases. La taille et la distribution de taille des gouttelettes mesurées par Nanosizer avant
d’effectuer I'ultracentrifugation et celles de la nanoémulsion reconstituée par dilution de la

couche d’émulsion concentrée obtenue a la fin de I'ultracentrifugation ont été identiques.

La conformation de la B-lg dans ces deux phases a été ensuite étudiée par SDS-PAGE.
La Figure 10 montre les profils de la B-Ig dans les deux phases de la formulation NE-R a JO
obtenus dans des conditions non-réductrices (A) et réductrices (B). La lecture de ces deux gels
avec un densitometre a montré que 85 % et 15 % de la quantité totale de B-lg ajoutée aux NEs

se trouvent respectivement dans la phase emulsion concentrée et la phase aqueuse.

Nous nous sommes intéresses a la conformation de la B-lg dans la phase aqueuse pour
choisir le seuil de coupure du filtre a utiliser pour séparer les deux phases afin d’optimiser le
temps pour la suite de cette étude. La B-lg libre dans la phase aqueuse se trouve
principalement sous forme de monomeres et de dimeres de masses molaires respectives de
18 350 et 36 700 g.mol’ (=50 % et ~40 % respectivement). Les différentes populations
d’agrégats de B-lg ont des masses molaires inférieures & 100 000 g.mol*. La comparaison des
bandes obtenues avec des conditions non réductrices et réductrices montre I'implication des

liaisons disulfure dans les différents oligomeéres formes.
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Figure 10 : Profils de SDS-PAGE de la B-lg obtenus avec (A) des conditions non réductrices et
(B) des conditions réductrices dans les deux phases de la nanoémulsion NE-R (phase aqueuse :
95 m/m% de la solution de B-lg & une concentration de 1 m/m%, phase huileuse : 5 m/m% du Miglyol
812, conditions opératoires : 4 cycles d’homogénéisation a 100 MPa) a JO.

Les résultats précédents nous ont permis de séparer et quantifier la protéine en exces et
d’étudier son évolution au cours du temps avec des filtres & centrifuger ayant un seuil de
coupure de 100 kDa. Laquantitt de B-lg dans la phase aqueuse a été mesurée par
spectrophotométrie UV/is tandis que la quantit¢ de protéine dans la phase d’émulsion
concentrée a été calculée par difference entre la quantit¢ totale de protéine dans la

nanoémulsion et celle trouvée dans la phase aqueuse.

La Figure 11 montre les pourcentages de protéine dans les deux phases de la
formulation NE-R au cours du temps par rapport a la quantité totale de protéine ajoutée aux
NEs. Les résultats obtenus montrent que, a JO, 90 £5 % et 10 + 5 % de la quantité totale de la
protéine ajoutée aux NES se sont trouvées respectivement dans la phase d’émulsion
concentrée et en exces dans la phase aqueuse, en bon accord avec les résultats ontenus par
ultracentrifugation/SDS-PAGE. Les quantités de la protéine dans ces deux phases sont
constantes au cours du temps.

163



100
| . T 3
| L 1 L *
SRS
[«B]
£
NS
o 60 4
o
D
©
S
> 40 A
i}
[
D
e
3
g 20 1
T T T }
] L L 1 I
0 L} L) L)
0 10 20 30 40

Temps de stockage (jours)

Figure 11 : Evolution au cours du temps du pourcentage de B-lg ¢ ) dans la phase d’émulsion
concentrée et (~ ) non adsordée qui se trouve en exces dans la phase aqueuse pour la hanoémulsion
NE-R (phase aqueuse : 95 m/m% de la solution de B-lg a une concentration de 1 m/m%, phase
huileuse : 5 m/m% du Miglyol 812, conditions opératoires : 4 cycles d’homogénéisation a 100 MPa).

4.4 Efficacité d’encapsulation de I’isotrétinoine

Le dosage de lisotrétinoine dans les différentes fractions de la nanoémulsion NE-IT
(phase huileuse, phase aqueuse compléte, phase aqueuse sans B-lg) a été réalisé 24 h apres la
préparation de celle-ci. La Figure 12 montre les chromatogrammes de ces différentes
fractions. La phase huileuse contient prés de 90 % de la quantité de SA ajoutée initialement et
se trouve alors sous forme d’isotrétinoine (= 60 %) et de trétinoine (= 40 %). Le reste de la
SA ajoutée (= 10 %) se trouve dans la phase aqueuse. La dégradation de I'isotrétinoine dans la
phase aqueuse est plus importante que celle dans la phase huileuse (75 % de I'isotrétinoine
existant dans la phase aqueuse a été dégradé). Le seuil de coupure du filtre utilisé pour séparer
la B-lg de la phase aqueuse est de 3 kDa et permet alors le passage de I'isotrétinoine dont la

masse molaire est faible (300,44 g.mol%).
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Figure 12 : Chromatogrammes de RP-HPLC des différentes fractions de la nanoémulsion NE-IT :
(A) phase huileuse, (B) phase aqueuse compléte, (C) phase aqueuse sans B-Ig libre.
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Le chromatogramme de la phase aqueuse, aprés avoir enlevé la B-Ig non adsorbée a
I'nterface huile/phase aqueuse, ne contient plus aucune quantité détectable d’isotrétinoine ou
de ces produits de dégradation. Cela indique que toute la quantité de Pisotrétinoine trouvée
dans la phase aqueuse a été associée avec la protéine en excés dans la phase aqueuse. La
capacitée de la B-lg a lier les rétinoides a été montrée dans plusieurs études (Dufour et Haertlé,
1991; Zsila et al., 2002). Les retinoides se lient par des liaisons non-covalentes au ceeur
hydrophobe de la B-lg. De plus, la B-lg stimule I'isomérisation des acides rétinoiques (Livrea
et Packer, 1993). Ce role de la B-lg et la présence de lisotrétinoine en solution aqueuse
pourraient expliquer sa forte isomérisation vers la trétinoine dans la phase aqueuse par rapport

a la phase huileuse.

45 Stabilité physique des nanoémulsions

Les Figures 13(A) et 13(B) montrent I'évolution de la taille des gouttelettes et de leur
potentiel Zéta respectivement pendant les 30 jours de stockage pour les quatre formulations.
On observe que les quatre formulations ne montrent pas de variations significatives pendant

cette période de stockage.

La Figure 14 présente I’évolution de I'intensité rétrodiffusée au cours du temps pour
les quatre formulations obtenues par le suivi des NEs au Turbiscan®. Les formulations ne
contenant pas de gomme xanthane (NE-R et NE-IT) montrent la présence progressive d’un
crémage léger sans différence significative entre ces deux formulations (Figures 14(A) et
14(B)). Cela indique que la présence de lisotrétinoine n’a aucune influence sur la stabilité

physique de la nanoémulsion.
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Figure 13 : Evolution de la taille (A) et du potentiel Zéta (B) des gouttelettes des NEs au cours du
temps  pour les  formulations : () NE-R : nanoémulsion  de  référence,
() NE-IT: nanoémulsion contenant 0,033 m/m% d’isotrétinoine, (a) NE-GX: nanoémulsion
contenant 0,5 m/m% de gomme xanthane, () NE-IT-GX : nanoémulsion contenant 0,033 m/m%
d’isotrétinoine et 0,5 m/m% de gomme xanthane.
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gomme xanthane, (D) NE-IT-GX : nanoémulsion contenant 0,033 m/m% d’isotrétinoine et 0,5 m/m% de gomme xanthane.
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La gomme xanthane a été utilisée principalement en raison de son caractére
épaississant de la phase continue, et par consequent pour limiter la migration des gouttelettes
et conférer une texture crémeuse aux formulations. En présence de cette gomme, les
formulations NE-GX et NE-IT-GX (Figures 14(C) et 14(D)) ne montrent aucun signe de
crémage grace au rdle stabilisant exercé par cette gomme. L’augmentation de la viscosité a
permis une grande réduction de la vitesse de migration de gouttelettes vers le haut de
I’échantillon, selon la loi de Stokes. Une autre explication qui peut étre présentée est la
formation d’un réseau de longues chaines de polysaccharide de fagon a ce que la migration de
gouttelettes soit complétement inhibée puisque les systtmes a base de gomme xanthane
possedent une contrainte seuil (Yield stress). Cependant, une réduction de I'intensité de la
lumiere rétrodiffusée a été détectée entre JO et J3 sur toute la longueur du tube. Cela indique
vraisemblablement une augmentation de taille des objets dispersés (Mengual et al., 1999). En
revanche, la mesure de taille des gouttelettes par le Nanosizer n’a montré aucune
augmentation de taille. Cela signifie que les phénomenes de déstabilisations irréversibles (la
coalescence et le mirissement d’Ostwald) ne sont pas présents. Cependant, une floculation
réversible des gouttelettes, induite par la présence de la gomme xanthane, peut étre la raison
de laugmentation de taille des objets observée par le Turbiscan®. Ce phénomene n’a pas été
détecté par le Nanosizer en raison de la dilution effectuée sur les échantillons avant chaque
mesure et, par conséquent, la dissociation des flocs. En raison de la charge négative de la B-Ig
et de la gomme xanthane a pH 7, la floculation par pontage ou par des interactions
non-covalentes est peu probable. En revanche, on peut avoir une floculation par déplétion en
raison de la présence de protéine libre dans la phase aqueuse non adsorbée a I'interface O/W
et de gomme xanthane (Ye et al., 2004; Zhang et Liu, 2011). Il est important de noter que
I'intensit¢ rétrodiffusée dans la hauteur intermédiaire de [I'échantillon a JO dans les
formulations contenant la gomme xanthane est moins importante que celle sans la gomme
(=45% et =~55% avec et sans gomme xanthane, respectivement). Cela pourrait signifier
probablement que Ila floculation s’est produite immédiatement apreés lajout de la gomme
xanthane. Une autre possibilité est que cette différence d’intensité rétrodiffusée provient de la
difference de I'indice de réfraction de la phase aqueuse en présence et en absence de gomme

xanthane.
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5 Conclusion

La solubilit¢ de Iisotrétinoine dans le Miglyol 812 est plus importante que celle dans
les triglycérides a longue chaine. Cependant, cette solubilité reste relativement modérée et
constitte un facteur Lmitant de Iencapsulation. Les NEs développées, qui contiennent
5m/m% de Miglyol 812 en tant que phase huileuse, sont alors capables d’encapsuler jusqu’a
0,033 m/m% d’isotrétinoine. Cela représente 66 % de la concentration du gel commercial. Il
sera possible d’obtenir une concentration finale équivalente a la concentration dans les
produits commercialisés par laugmentation de la fraction massique de la phase huileuse
jusqu’a 7,6 mm%. Dans ce cas, une optimisation de la concentration de la B-lg dans la phase

aqueuse sera nécessaire ainsi qu'une Vérification de la stabilit¢ du nouveau systéme.

Une faible quantit¢ d’isotrétinoine se trouve dans la phase aqueuse associée avec la
B-lg non adsorbée. La photo-isomérisation constitue le mécanisme de déstabilisation chimique
de la SA encapsulée dans ces NEs. Une quantit¢ importante d’isotrétinoine subit une
isomérisation vers la trétinoine principalement, qui est aussi une SA efficace contre I'acné
mais moins que lisotrétinoine (Williams et al., 2012). D’un autre c6té, I'encapsulation de
I'isotrétinoine n’a aucun effet significatif sur la taille et la charge des gouttelettes, ni sur la
stabilit¢ physique du systeme. La présence de gomme xanthane a permis d’améliorer la
stabilite¢ de ce systtme contre le crémage par I'augmentation de la viscosit¢ de la phase

aqueuse et la formation d’un réseau cohérent de polysaccharide.

Il conviendra enfin d’évaluer le passage cutané de Iisotrétinoine a partir de ce systéeme
par la méthode des cellules de Franz et de la comparer a celui du gel commercial et d’étudier

Iefficacité thérapeutique pour I'acné.
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CHAPITRE V

Discussion générale

Le travail de cette thése visait a étudier la possibilité de préparer des NEs
pharmaceutiques stabilisées par des biopolymeres a la place des tensioactifs de synthése qui
sont potentiellement irritants (Lémery et al., 2015). Actuellement, les NES pharmaceutiques,
dans la recherche et ainsi que dans [Dindustric pharmaceutique, sont stabilisées
majoritairement par des tensioactifs synthétiques tels que le Tween 80 (Wong, 2015). Dans le
domaine alimentaire, les biopolyméres sont largement utilisés pour stabiliser des systemes
émulsionnés destinés a la délivrance des composés alimentaires bioactifs tels que les
vitamines (Relkin et al., 2009). Cette approche semble étre prometteuse pour le domaine
pharmaceutique pour remplacer les tensioactifs de synthese dans la formulation des NEs (He
et al., 2011).

Dans un premier temps du travail de cette thése, une recherche bibliographique a été
effectuée sur la base de données se trouvant dans le domaine alimentaire sur les differents
biopolymeéres utilisés et leur efficacité en tant qu’agents nano-émulsionnants. Les protéines
sont les plus fréquemment utilisées dans ce but grace a leurs proprietés favorables a la
stabilisation des systémes émulsionnés comme leur nature amphiphile due a la présence de
deux types de résidus d’acides aminés hydrophiles et hydrophobes, et aussi leur nature
polymere en tant que polypeptides (Foegeding et Davis, 2011). Parmi les protéines étudiées,
la B-lg a montré une efficacité remarquable concernant la taille des gouttelettes des NEs
obtenues, leur stabilit¢ physique et leur biocompatibilité (Benjamins, 2000; Smulders, 2000;
He et al., 2011). Ainsi, cette protéine a été sélectionnée pour cette étude. Parmi les méthodes
utilisées pour la préparation des NEs, les méthodes a haute énergie sont les seules accessibles
pour préparer des NEs stabilisées par des protéines. L’HPH et aussi la HPM sont plus
efficaces pour réduire la taille des gouttelettes et plus adaptables a la transposition de I'échelle
laboratoire a I’échelle industriclle (Salager et al., 2006). Ainsi, la méthode de 'HPH a été

choisie pour cette ¢tude. En cohérence avec I'objectif de cette thése, trois huiles végétales ont
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été sélectionnées en tant que phase huileuse, le Miglyol 812, I'huile d’amande douce et I'huile

de germe de ble.
Au cours de ce travail, nous avons cherché a répondre aux questions suivantes :

1- Quelles sont les conditions pour stabiliser des NEs par la B-lg? Quels sont les
mécanismes mis en jeu ?
2- Quel est le role de la dénaturation de la protéine ?
3- Est-il possible d’obtenir une formulation d’ntérét pharmaceutique pour une
application cutanée ?
Les différents Chapitres de cette thése ont fait I'objet d’une discussion propre des
résultats obtenus. Dans cette discussion géenérale, nous synthétisons et remettons perspectives
les principaux résultats, en nous appuyant sur la littérature, et nous discutons les points non

abordés jusqu’a présent.

1 Quelles sont les conditions pour stabiliser des NEs par la p-Ig ?

Quels sont les mécanismes mis en jeu ?

La Figure 1 résume le protocole mis en ceuvre au cours de cette thése pour la
préparation des NEs. La premiere étape (A) consiste en la préparation de la phase aqueuse
dans laquelle la protéine est solubilisée a une concentration donnée. Dans I’étape (B), une
émulsion primaire est préparée a laide d’un mélangeur a haute vitesse. Pour cela, la phase
huileuse est ajoutée progressivement a une fraction massique donnée. La nanoémulsion finale
est préparée par un ou plusieurs passages dans I’homogénéisateur a une valeur donnée de
pression. Les résultats obtenus dans le Chapitre Il montrent la possibilité d’obtenir des NEs
stabilisées par la B-lg en suivant ce protocole. La modification de la composition et des
conditions du procedé a permis de contrdler la taille des gouttelettes. La taille minimale des
gouttelettes lors de P'optimisation était comprise entre 188 et 205 nm. Selon les différentes
définitions des NES, les systemes préparés sont bien des NEs. Nous n’avons pas pu obtenir
des tailles de gouttelettes en deca de ces valeurs quelles que soient la composition ou les

conditions du procédé. Cela peut s’expliquer par I'encombrement stérique en raison de la
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taille de la protéine qui est relativement importante par rapport aux tensioactifs ne permet pas

d’avoir des tailles de gouttelettes plus petites.

(A) (B) ©
B-lg
PBS ‘ ‘ bed %
10 mM ® i
pH=7 wt
-) L =) - -)
—
l ] — —
Agitation 2h . . . Homogénéisateur a haute ) .
+24ha4°C Mélangeur a haute vitesse pression Nanoémulsion

Figure 1 - Schéma représentant les différentes étapes pour la préparation des NEs stabilisées par la
B-lg.

Au meilleur de notre connaissance, la taille des gouttelettes la plus petite rapportée
pour des NEs stabilisées par des protéines globulaires est de I'ordre de 150 nm (Qian et
McClements, 2011; He et al., 2011). Pour réduire davantage la taille de gouttelettes, une
approche consiste en laddition d’un solvant volatil, tel que Pacétate d'éthyl, a la phase
dispersée avant de préparer des NEs (stabilisées par les protéines du lactosérum) et ensuite en
I’élimination de ce solvant par évaporation pour induire la réduction de taille souhaitée
(déplacement du solvant/émulsification/évaporation) (Lee et McClements, 2010; Teo et al.,
2016). L’utilisation de solvants organiques dans les produits pharmaceutiques nécessite des
étapes supplémentaires pour éliminer ces solvants potentiellements toxiques et pour veérifier le

taux de solvants résiduels.
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1.1 Meécanisme d’émulsification avec la p-lg par homogénéisation a haute

pression

De fagon génerale, la viscosité de la phase huileuse et sa tension interfaciale avec la
phase aqueuse sont les parametres les plus influents sur la taille des gouttelettes des NEs lors
de leur préparation par les méthodes a haute énergie (Maali et Mosavian, 2013). Les valeurs
de ces deux paramétres pour les trois huiles choisies, obtenues lors de la caractérisation
physico-chimique, ont ét¢ favorables pour mettre en évidence I'importance de chaque
parametre. Nos résultats ont montré que le Miglyol et T'huile d’amande douce possédent des
valeurs de tension interfaciale similaires mais des valeurs de viscosité différentes alors que
I'huile d’amande douce et l'huille de germe de blé possédent des valeurs de viscosité
similaires et varient par les valeurs de leur tension interfaciale. La viscosité la plus basse du
Miglyol 812 a permis d’obtenir la taille de gouttelettes la plus petite malgré le fait que la
tension interfaciale joue un role defavorable dans ce résultat. De méme, la faible tension
mterfaciale de T'huile de germe de blé n’a pas été utile pour réduire la taille des gouttelettes
par rapport a 'huile d’amande douce, et des tailles de gouttelettes similaires ont ét¢ obtenues
avec ces deux huiles ayant la méme valeur de viscosit¢é. Un des roles de I'abaissement de la
tension interfaciale pendant I’émulsification suite a I'adsorption d’un tensioactif, est de

faciliter _la déformation et, par conséquent, la rupture des grosses gouttes et de stabiliser les

gouttelettes nouvellement créées (Jafari et al., 2008). Ce rdle n’a pas été confirmé avec la B-Ig
dans notre travail ou il a été négligeable devant le role de la viscosité a cet égard. La
déformation des gouttes et ensuite la rupture étaient plus faciles pour I’huile ayant la viscosité
la plus faible quelle que sa valeur de tension interfaciale avec la phase aqueuse. Un autre role

d’un agent tensioactif est de stabiliser les gouttelettes nouvellement creées et, alors,

d’empécher leur re-coalescence (Walstra, 1993). La taille finale de gouttelettes est le résultat
d’un équilibre entre la rupture et la re-coalescence (Floury et al., 2000). Nos résultats
concernant les deux huiles ayant les mémes valeurs de viscosite, et alors les mémes
conditions de rupture (I'huile d’amande douce et I'huile de germe de blé), montrent que les
gouttelettes de ces deux huiles ont subi le méme taux de re-coalescence malgré la différence

de leur tension interfaciale avec la phase aqueuse.

Une question peut se poser sur le faible effet de la tension interfaciale sur Iefficacité

d’émulsification rapportée au cours de notre travail. Est-ce que cela provient de I’adsorption
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lente de la protéine a I'interface huile/phase aqueuse ? En effet, le role de I'abaissement de la
tension interfaciale lors de I’émulsification a haute énergie est négligeable par rapport a leffet
de la viscosit¢ de la phase dispersée quelle que soit la nature de I'agent émulsionnant puisque
la prédominance de la viscosité a également été observée lors de la préparation de NEs
stabilisées par un tensioactif de faible masse molaire tel que le Tween 80 (Wooster et al.,
2008). Par ailleurs, I'adsorption rapide de tensioactifS de faible masse molaire a I'interface
permet de réduire la fréquence de la re-coalescence et donc d’obtenir des gouttelettes plus
petites. Pour ces raisons, les tensioactifs de faible masse molaire ont une meilleure capacité a
réduire la taille des gouttelettes par rapport aux macromolécules (Bos et Vliet, 2001). Alors,
nous pouvons conclire que la vitesse d’adsorption de Pagent émulsionnant a Iinterface
(mesurée par la réduction de la tension interfaciale obtenue en présence de cet agent pendant
une durée donnée) a une influence prépondérante sur le procédé d’émulsification et non la
valeur de la tension interfaciale obtenue a la fin de la phase d’adsorption. Cela peut étre
expliqué comme suit : pendant ’homogénéisation, le temps total de passage de la formulation
dans la valve de I’homogénéisateur est de 5a10 secondes en fonction de la pression
appliquée, mais le temps durant lequel les gouttes se rompent et les nouvelles gouttelettes
entrent en collision est beaucoup plus court que cela. Par exemple, le temps de I’élongation
d’une goutte dans la zone d’interaction est de 3 x 10° 416 x 10°s (Floury et al., 2004). Les
nouvelles gouttelettes entrent immédiatement dans la zone de turbulence a la sortie de la valve
et subissent des collisions d’autant plus fortes que la pression est élevee. Le temps disponible
pour les nouvelles gouttelettes pour adsorber P'agent tensioactif, avant de subir d’une
éventuelle collision, ne permet donc pas une adsorption compléete de la protéine aux interfaces
nouvellement créées. Au cours de notre travail, les valeurs de la tension interfaciale
rapportées pour les interfaces du Miglyol 812, T'huile d’amande douce et de Tlhuile de germe
de blé avec la phase aqueuse sont les valeurs de la tension interfaciale obtenues a la fin de la
phase d’adsorption de la B-lg & I'imterface (au bout d’une heure environ). Cela ne refléte pas
I’état de D'interface des gouttelettes dans la zone d’interaction de I’homogénéisateur car le
mécanisme d’adsorption n’est pas le méme dans 'homogénéisateur et lors de la mesure avec
le tensiomeétre a goutte. La prédiction de la vitesse d’adsorption de la B-Ig a ces différentes
mterfaces lors de I’émulsification par homogénéisation n’est pas évidente. Par exemple, nous
pouvons estimer les valeurs de la vitesse d’adsorption de deux fagons différentes : (1) a partir

de la pente de la phase d’adsorption de la protéine (Chapitre Il —Figure 1) et (2) par la
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difference entre les valeurs initiales de la tension interfaciale obtenues en présence et en

absence de B-lg divisée par le temps (= 10 secondes) (Tableau 1).

Tableau 1 : la vitesse d’adsorption de la B-lg a I'interface Migyol 812/phase aqueuse calculée
par (1) la pente de la phase d’adsorption de la protéine ou par (2) la difference des valeurs
initiales de tension interfaciale en présence et en absence de B-Ig.

Miglyol 812 | Huile d’amande douce | Huile de germe de blé
Vitesse Méthode (1) | 0,0003 + 0,0001 0,0004 + 0,0002 0,0009 + 0,0002
d’adsorption
(MNLmi.s™) | Méthoce (2) 1,0+01 05+0,1 11£01

Les valeurs obtenues ne permettent pas de conclure a une différence de vitesse
d’adsorption lors de I’homogénéisation pour les différentes huiles. Il est aussi important de
noter que la difference de I'abaissement de la tension interfaciale entre ces trois huiles ne
reflete pas uniquement la difference de vitesse d’adsorption de la B-lg & ces interfaces. En
effet, nous avons montré que ces huiles contiennent des acides gras libres et des peroxydes a
des concentrations différentes. Ces composés ont des activités interfaciales et contribuent a
I'abaissement de la tension interfaciale mesurée. Cela peut expliquer la valeur élevée de la
vitesse d’adsorption de la B-lg a Pinterface huile de germe de blé/phase aqueuse calculée par
la méthode 1. Néanmoins, on ne trouve pas de différence significative entre les valeurs de la
vitesse d’adsorption calculées par la méthode 2 car cette méthode soustrait tout autre effet que

celui de la protéine.

1.2 Mécanismes de stabilisation/déstabilisation des NEs avec la p-lg

Les NEs sont des systémes hors équilibre thermodynamique en raison de I’énergie
libre a P'mterface entre les deux phases. L’objectif lors de la formulation des NEs est de
ralentir les differents mécanismes de déstabilisation. Les mécanismes irréversibles
(marissement d’Ostwald et la coalescence) modifient la taille des gouttelettes des NEs et
peuvent modifier les propriétés de la libération d’une SA encapsulée dans ces gouttelettes.
Cependant, les mécanismes réversibles (floculation et crémage pour les NEs O/W) ne sont pas
aussi rédhibitoires notamment pour Iapplication cutanée car on pourra s’en affranchir par

simple agitation avant I'usage de la formulation.
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Au cours de ce travail, nous avons étudié la stabilité physique des NEs a long terme a
tempeérature ambiante. Lors de la comparaison entre les systemes stables et non stables, nous
avons pu déterminer les mécanismes de stabilisation et de déstabilisation des NES en présence
de B-lg. Les mesures de la rhéologie nterfaciale ont montré que lors de I'adsorption a
I'interface huile/phase aqueuse, la B-lg forme immediatement un film viscoélastique. Des
interactions  intermoléculaires covalentes et non-covalentes se développent rapidement
pendant les premiéres heures jusqu’a obtenir & t=~4 heures un film quasiment purement
élastique. La présence de ce type de film a la surface des gouttelettes des NEs, suite a leur
préparation par ’'HPH, leur confere une résistance contre les chocs lors de la collision des
gouttelettes animées par le mouvement brownien. Cela peut expliquer Iabsence de
phénoméne de croissance de gouttelettes au cours du temps dans toutes les NEs contenant une
quantité suffisante de protéine par rapport a la quantit¢ d’huile. Le mirissement d’Ostwald,
qui est le mécanisme principal de déstabilisation des NEs de fagon générale, a été absent dans
nos NEs grace ce film ce qui est un résultat tres intéressant. En revanche, les NEs préparées
avec de faibles quantités de protéine (les systemes préparés avec 0,5 m/m% de B-lg pour
5m/m% de Miglyol et les systemes préparés avec 1 m/'m% de B-Ig pour 15 ou 30 m/m% de
Miglyol) ont montré une croissance de taille de gouttelettes d’autant plus importante que le
ratio protéine/huile est faible. Cette croissance de taille de gouttelettes est probablement

causée par une coalescence induite par I'absence partielle de film interfacial

Dans la formulation optimale (1m/m% de B-lg dans la phase aqueuse et 5 m/m% de
Miglyol 812), environ 10 % de la quantit¢ de protéine ajoutée n’a pas été adsorbée a
I'interface des gouttelettes (Chapitre V - Partie 4.3). La quantitt de la protéine libre a été
réduite par l'augmentation de la fraction massique de la phase huileuse (8 % et 4 % pour
15 m/m% et 30 Mm% de la phase huileuse, respectivement) (Annexe Il). La concentration
interfaciale pour une monocouche de B-lg & Iinterface O/W est de 1,25 mg.m? (Sakuno et al.,
2008). Nous avons supposé que toute la quantité de protéine qui n’est pas libre dans la phase
aqueuse est adsorbée a Iinterface. Les concentrations interfaciales retrouvées dans notre
travail sont de 54+0,3; 20+02et 12+01 mgm? pour les systmes contenant
5;15et30mm% de la phase huileuse, respectivement. Cela correspond environ
a5;2etlcouches de B-lg a la surface des gouttelettes, respectivement. En prenant en compte
des données de la stabilité/instabilité de taille gouttelettes dans ces trois systemes, nous
pouvons conclure que le mécanisme principal de la stabilisation de ces NES contre les

phénoménes de croissance des gouttelettes est la formation d’un fim interfacial composé d’un
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nombre de couches supérieur & 2. L’épaisseur de la couche de B-lg est de I'ordre de 2 nm
(Mackie et al., 199]). L’épaisseur du film interfaciale de [-lg dans notre formulation
optimisée est donc de 10 nm ce qui présente 10 % du diametre total d’une gouttelette huileuse

dans cette formulation.

La nature viscoélastique de ce film provient de la nature «polymére » de la protéine.
La nature «amphiphile » de la protéine est également une caractéristique cruciale pour son
activit¢  émulsionnante. Sans cette amphiphilie la protéine n’aurait pas d’affinité pour
I'interface et aucun film mterfacial ne serait formé. Une fois la protéine adsorbée,
I'amphiphilie joue le role d’une force motrice pour la dénaturation interfaciale de la protéine
qui se deplie pour exposer ses différents fragments hydrophiles et hydrophobes vers les
milieux correspondant & la nature de ces fragments. Cela induit « I'étalement » de la molécule
a linterface et favorise alors les interactions intermoléculaires entre ses différents fragments.
L’abaissement de la tension interfaciale obtenu lors de I'adsorption de la protéine ne semble
pas non plus avoir un effet significatif sur la stabilit¢ des gouttelettes a long terme étant donné
que les gouttelettes de Miglyol, d’huille d’amande douce et d’huille de germe de blé ont
également été toutes stables en terme de taille de gouttelettes bien que les valeurs de la

tension interfaciale avec ces trois huiles soient différentes.

Le crémage est un autre phénoméne de déstabilisation, mais pour sa part réversible,
observé visuellement, au cours de ce travail, dans les NEs ayant une taille moyenne de
gouttelettes légerement supérieure a 200 nm (> 225 nm). Les NEs avec une taille moyenne de
gouttelettes < 200 nm apparaissent visuellement stables pendant une longue durée. Cependant,
par la technique de balayage optique, un faible crémage a été observé en raison de la présence
de populations de gouttelettes a des tailles supérieures a 200 nm. La stabilité¢ cinétique de NEs
a long terme est principalement le résultat de la prédominance du mouvement brownien
aléatoire sur le mouvement induit par le champ de pesanteur (Tadros et al., 2004). Les
résultats obtenus pendant cette étude apportent un appui sur la définition de ftaille de
gouttelettes d’une nanoémulsion pour I'estimer comme un Systtme métastable avec des
gouttelettes <200 nm. 1l est important de noter que cette taille limite peut varier légerement
d’un systéme a un autre en raison de la composition. La différence de densité¢ entre les phases
aqueuse et huileuse est un facteur important qui influence la vitesse de migration des
gouttelettes et, par consequent, la stabilité¢ du systéeme. Par exemple, au cours de notre travail

nous avons constaté¢ que les NEs formulées avec de I'huille d’amande douce ou de T'huile de
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germe de blé sont moins stables contre le crémage que des NEs de Miglyol 812 ayant la
méme taille de gouttelettes parce que les differences de densité avec la phase aqueuse sont

plus importantes pour I'huile d’amande douce et 'huile de germe de blé.

2 Quel est le role de la dénaturation de la protéine ?

L’effet de la dénaturation des protéines, de fagon générale ou spécifiquement par
I’HPH, sur leurs propriétés émulsionnantes est soumis a controverses (Adjonu et al., 2014; He
et al., 2011; Bader et al., 2011; Lee et al., 2009; Yuan et al., 2012). Nous avons montré que
Iefficacité de la B-lg a été réduite avec les valeurs de pression les plus élevées (a 200 et
300 MPa) (Chapitre I). Plusieurs hypothéses sont proposées dans la littérature pour expliquer
cette réduction: la dénaturation de la protéine, le phénoméne d’« over processing» et la
re-coalescence accrue dans la zone d’interaction de I’homogénéisateur. Les protéines sont des
macromolécules dont la structure est complexe et consiste en quatre niveaux structuraux
specifiques a chaque protéine. Elles sont sensibles aux traitements séveres tels que I"'HPH
(Paquin, 1999). L’efficacit¢ des protéines en tant qu’agents €mulsionnants dépend de leur
structure et risque d’étre perdue lors de la dénaturation de la protéine (Seekkuarachchi et al.,
2006). Les deux autres hypothéses (over-processing et re-coalescence accrue) sont liées a la
cinétique d’adsorption de I'agent tensioactif & la surface des gouttelettes nouvellement créées
sous le cisaillement et peuvent se produire aussi avec les tensioactifs de faible masse molaire.
Cependant, ces phénomenes peuvent étre exacerbés avec les protéines en raison de leur faible
vitesse d’adsorption a I'interface huile/phase aqueuse et contribuer a rédure leur efficacité

émulsionnante.

Au cours de ce travail, nous avons étudié les différents niveaux de structure de la B-Ig
lorsqu’elle est en solution aqueuse avant et aprés passage dans I’homogénéisateur & HP
pression dans differentes conditions. La dénaturation de la protéine sous I'effet de 'HPH lors
de la préparation des NEs en présence de phase huileuse peut varier par rapport a celle ou la
protéine est présente sous forme de solution aqueuse. En effet, pendant I'émulsification on a,
de plus, la présence de la phase huileuse et, par conséquent, une dénaturation interfaciale de la
molécule. Au cours de ce travail, nous n’avons pas pu évaluer la dénaturation de la protéine

directement dans les NEs en raison de la complexité a distinguer la dénaturation induite par le
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tratement a I'HPH et celle induite par Padsorption a I'mterface O/W (la dénaturation
interfaciale). La dénaturation a été alors étudiée sur la protéine en solution pour avoir une

premiere approche de ce qui se déroule réellement lors de 'émulsification a HP.

Nous avons ainsi étudié T'effet de ce traitement sur les différents niveaux de structure
de cette protéine, sur son activit¢ interfaciale en solution et, ensuite, sur son efficacité
émulsionnante dans le cas ou [lefficacit¢ émulsionnante de la p-lg était optimale
(100 MPa/4 cycles) et dans le cas ou elle a été réduite (300 MPa/5 cycles).

Nos résultats montrent que Iefficacité émulsionnante optimale de la protéine a été
associée a la préservation de Tintégrit¢ de la protéine et I'invariabilité de ses propriétés
mterfaciales (en solution). La dénaturation de la protéine lors d’un traitement séveére a
I’homogénéisateur a HP (300 MPa, 5 cycles) a été confirmée. La dénaturation induite dans ce
cas ressemble a celle induite par la chaleur (une transformation au niveau de la structure
secondaire, une large ouverture du cceur hydrophobe et une agrégation par des liaisons
disulfure).

Il est a rappeler que le procédé d’émulsification par homogénéisation - en plus de la
haute pression, du fort cisaillement et de la cavitation - est accompagné d’une élevation de la
tempeérature d’autant plus importante que la pression est élevée (Grécia-Julia et al, 2008). Au
cours de ce travail, nous avons trouvé que la température de la formulation atteint environ
60° C lors de I'homogénéisation a 300 MPa. Du fait de la similarité trouvée au cours de ce
travail entre la dénaturation par 'HPH et celle par la chaleur, on peut donc se demander si la
dénaturation induite par I'HPH n’est pas principalement causée par cette ¢Elevation de
température. Nous avons trouvé, néanmoins, que cette température pendant une durée
équivalente a 5 cycles d’HPH (4 min) ne modifie pas les structures secondaire et tertiaire de la
B-lg (résultats de CD non présentés). Cela montre la faible contribution de I'élevation de
température a la dénaturation de la B-lg pendant 'HPH. Cependant, la contribution des autres
forces exercées (la pression, le cisaillement et la cavitation) a la dénaturation pendant 'HPH
reste a etudier. Par exemple, il a été rapporté que le traitement a HP statique a 300 MPa peut
dénaturer la B-lg mais pour des durées plus longues que la durée du traitement a 'HPH dans
notre travail (Kolakowski et al., 2001). Le cisaillement est le mécanisme principal de la
rupture des gouttelettes huileuses mais cela ne veut pas dire forcément qu’il est le mécanisme

principal de la dénaturation de la protéine. La cavitation générée pendant 'HPH a un effet
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moins important au niveau de I’émulsification mais a un role dans la rupture de cellules
(Floury et al., 2004). Elle pourrait, alors, participer également a la dénaturation des protéines.

Lors de la dénaturation de la B-lg (@ 300 MPa/5 cycles), nous avons trouvé plusieurs
types d’agrégats et pas uniquement des dimeres (Chapitre Ill). L’agrégation de la B-lg ne se
produit donc pas seulement par la formation de liaisons disulfure suite a I’exposition de son
seul groupement thiol libre (-SH'?!) puisque cela conduirait seulement & des diméres. Le
clivage de liaisons disulfure intramoléculaires est aussi probablement induit pendant la
dénaturation de la protéine lors de procédé (par homogénéisation ou par chaleur), et permet de
reformer des liaisons disulfure intermoléculaires. Il est important de noter que les liaisons
disulfure ne sont pas le seul mécanisme d’agrégation. La formation d’agrégats non-covalents
(par des interactions hydrophobes lors de la dénaturation de la B-Ig) a été bien démontrée dans
la littérature sous l'effet de la chaleur et celui d’un traitement a HP statique (Schokker et al.,
1999, Funtenberger et al., 1995, 1997).

Le réle du SDS dans les analyses de SDS-PAGE est de conférer a la protéine une
charge négative suffisante pour effectuer la migration de la protéine dans le gel sous I'effet du
champ électrique. L’interaction du SDS avec la protéine dissocie également les agrégats de
protéine non-covalents (Reynolds et Tanford, 1970). Des essais préliminaires par
électrophorése sur gel de polyacrylamide dans des conditions alcalines (en absence de SDS),
ont ét¢ effectués au cours de ce travail pour vérifier la présence de ce type d’agrégats. Les
résultats ont montré, suite au traitement a 300 MPa et 5 cycles, la présence de quantités de
protéine plus importantes dans les zones d’agrégats que celles obtenues en présence du SDS.
Ces résultats sont a confirmer parce que les conditions d’analyse utilisées n’étaient pas
adaptées. En effet, en conditions alcalines comme rapportées par Funtenberger et al. (1997),
la migration de la protéine a travers le gel ne dépend pas uniquement de sa masse molaire,
mais aussi de sa charge. Comme nous avons montré que le traitement a I’homogénéisation a

300 MPa a modifié le potentiel Zéta de la protéine, cela pourrait donc fausser ces résultats.

Nos résultats obtenus avec la protéine en solution sont en faveur de I'implication de la
dénaturation de la B-lg sur Tefficacité émulsionnante. Nous avons trouvé que I'amélioration
des propriétés interfaciales de la B-lg dénaturée par ’'HPH ne semble pas s’accompagner d’un
effet équivalent sur les propriétés émulsionnantes. Au contraire, une légére réduction de
Iefficacité émulsionnante a été détectée. En effet, la taille des gouttelettes des NEs préparées

a partir de la solution de protéine homogénéisee a 300 MPa/5 cycles (NE (300/5-100/4)) était
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similaire a celle préparée a partir de la solution de protéine non-traitée (ou traitée a seulement
100 MPa/4 cycles) (NE (0-100/4) ou (NE (100/4-100/4)). L’agrégation de la B-lg en solution
lors de sa dénaturation a 300 MPa/5 cycles ne semble pas avoir d’effet négatif sur sa
disponibilit¢ a recouvrir toutes les surfaces des gouttelettes créées pendant 'homogénéisation
de I'émulsion. Cependant, les NESs préparées a partir de la solution de protéine homogénéisée
a 300 MPa/5 cycles (NE (300/5-100/4)) ont été moins stables que celles préparées dans les
conditions optimales. Le mécanisme le plus probable de cette réduction de stabilité est une
floculation induite par pontage et/ou déplétion. La pB-lg dans les solutions traitees a
300 MPa/5 cycles est présente sous forme de molécules individuelles dénaturées et d’agrégats
plus hydrophobes que la protéine non traitée. Une fois les NEs préparées, une partie de la
protéine peut étre non adsorbée a linterface huile/phase aqueuse et rester libre dans la phase
aqueuse. Au cours de ce travail, la présence de proteine libre a été confirmée pour les NEs
préparées a 100 MPa/4 cycles, mais ces expériences restent a réaliser pour les NEs préparées
a 300 MPa/5 cycles. La protéine dénaturée en exces dans la phase aqueuse pourrait s’adsorber
simultanément a différentes gouttelettes huileuses par des interactions hydrophobes avec les
molécules préalablement présentes a I'interface des gouttelettes et, par conséquent, induire le
pontage. Le pontage supposé dans ce cas ne correspondrait pas a la forme classique du potage
ou les deux gouttelettes sont attachées par de longues chaines de polymere (Figure 2(A)) mais

par des agrégats de protéine (Figure 2(B)).

Figure 2 : Schéma représentant la floculation par pontage par (A) des longues chaines des polyméres
dépliées et (B) par des agrégats de protéine.

194



La présence de protéine en exces dans la phase aqueuse pourrait également induire la
floculation sans interaction directe avec les gouttelettes huileuses, mais par un mécanisme de
déplétion. L’incidence de la floculation par déplétion entre deux gouttelettes dépend du
rapport entre la distance entre celles-ci et le diamétre de I'entit¢ libre dans la phase aqueuse
inter-gouttelettes (Asakura et Oosawa, 1954 et 1958). Ainsi, I'incidence de la floculation en
présence de gros agrégats de protéine est plus importante que le cas ou i n’y a que des
monomeres et des diméres dans cette phase comme illustré sur la Figure 3. Les gouttelettes
des NEs préparées a partir de protéine denaturée ont montré une diminution de leur charge, ce
qui peut aussi favoriser leur floculation par rapport aux NES préparées a partir de protéine

non-traitée.
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Figure 3 : Schéma représentant (A) la présence d’une floculation par déplétion dans le cas des NEs
contenant des agrégats de protéine dans la phase aqueuse et (B) son absence dans le cas NEs contenant
seulement des monomeéres de proteine.

La dénaturation probable de la protéine dans la phase aqueuse sous leffet de I’'HPH
n'est pas le seul mécanisme de la réduction de lefficacit¢ émulsionnante de la B-lg & des
valeurs de pression ¢élevées pendant T’homogénéisation. Les NEs préparées a
300 MPa/5 cycles a partir de solution de protéine non-traitée possédaient des tailles de
gouttelettes plus importantes et étaient moins stables que celles préparees a 100 MPa/4 cycles
a partir de solution de protéine dénaturée a 300 MPa/5 cycles. La différence de stabilité entre
ces deux systemes (NE (0-300/5)) et NE (300/5-100/4)) est reliée a la différence de taille de
gouttelettes (265 + 20 nm et 196 = 6 nm, respectivement) (Chapitre Il - Partie B - Figure 2).
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Cependant, la dénaturation de la protéine a été présente dans les deux systemes, et ne peut
alors pas étre la seule raison de la difféerence de taille de gouttelettes. Le phénomene
d’over-processing (le manque de temps de résidence des gouttes dans la zone d’interaction de
I’homogénéisateur) pourrait contribuer a la réduction de Iefficacité eémulsionnante de la
protéine sous I'effet de 'HPH (Desrumaux and Marcand, 2002; Jafari et al., 2008). En effet, a
des valeurs tres ¢€levées de la pression d’homogénéisation, le passage des gouttelettes dans
la valve de I’homogénéisateur devient extrémement rapide. Leur temps de résidence dans
la zone d’interaction de I’homogénéisateur devient trés court et ne suffit pas pour effectuer
la rupture des gouttelettes. Dans ce cas, le passage dans I'homogénéisateur ne modifie pas
la taille de gouttelettes. Par exemple, nous avons trouvé que les NEs préparées a 200 MPa (ou
ce traitement ne dénaturait pas la protéine selon les mesures de CD (résultats non présentés))
ont une taille de gouttelettes indépendante du nombre de cycles aprés le premier cycle. Cela
signific  qua partir du deuxiéme cycle, les gouttelettes traversaient la  valve
d’homogénéisateur sans aucun changement de taille. La contribution de I’over-processing est
moins évidente a 300 MPa puisque la taille de gouttelettes augmentait avec le nombre de

cycles. Cela peut étre expliqué par une re-coalescence des gouttelettes induite a la fois par la

forte perturbation dans la zone d’interaction a cette valeur de pression et par les interactions
intermoléculaires accrues entre les molécules de protéine dénaturée simultanément. Une autre

explication peut aussi étre un mécanisme de floculation par pontage suite & I’agrégation

des gouttelettes par des liaisons disulfure inter-gouttelettes (entre des molécules de B-lg

adsorbées sur différentes gouttelettes). En effet, lors du rapprochement des gouttelettes, forcé
par la forte perturbation, les liaisons disulfure peuvent se former instantanément entre les
groupements thiol apparus lors du clivage des liaisons disulfure intramoléculaires. Dans les

deux cas (re-coalescence et agrégation par des liaisons disulfure inter-gouttelettes), la

simultanéit¢ de la forte perturbation induite pendant I’émulsification a HP et la dénaturation
de la protéine sous ce traitement semble étre la clé de la réduction de [Iefficacité
émulsionnante. Si la dénaturation a ¢été effectuée avant I’émulsification, I'implication des
interactions intermoléculaires inter-gouttelettes sont moins probables puisque les interactions

intermoléculaires sont préalablement formées dans les agrégats de protéine.
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3 Est-il  possible d’obtenir une formulation d’intérét

pharmaceutique pour une application cutanée ?

Les NEs développées semblent étre prometteuses pour I'encapsulation et la délivrance
de SAs hydrophobes. La voie d’administration envisagée pour évaluer I'efficacité de cette
formulation est la voie cutanée. Cette formulation posséde un aspect quasi-identique a celle
du lait. Sa fluidité élevée peut étre un facteur limitant en raison de son court temps de
résidence sur la peau lors de T'application cutanée. En effet, la nanoémulsion optimale trouvée
a un comportement rhéofluidifiant avec des valeurs de viscosité trés légerement supérieures a
celle de I'eau. La gomme xanthane a alors été sélectionnée en tant qu’agent épaississant pour
les raisons suivantes: c’est un biopolymére biocompatible et biodégradable, i n’a pas
d’activité interfaciale en présence de B-lg et il présente des interactions électrostatiques
répulsives avec la B-lg a la valeur de pH de la formulation (7,0). La gomme xanthane a été
ajoutte a la NEs préalablement préparée pour éviter tout changement pendant
Pémulsification, et ainsi, l'effet néfaste de T'HPH sur la structure et Tefficacité de cette
gomme (Harte et Venegas, 2010). La concentration d’enchevétrement de la gomme xanthane
dépend de la masse molaire du polymére, du solvant, de la température et de la salinité
(Papagiannopoulos et al., 2016). Les differentes valeurs de la concentration d’enchevétrement
rapportées dans la littérature dans les différentes conditions sont inférieures a 0,1 m/m%
(Oliveira et al., 2013). La gomme xanthane a été alors ajoutée a notre formulation a une
concentration supérieure a cette valeur (0,5 mym%). Dans ces conditions, la formulation finale
a présenté une texture crémeuse et un comportement rhéofluidifiant avec des valeurs de
viscosité largement supérieures a celles de la formulation sans gomme xanthane. Par exemple,
a un taux de cisaillement de 102s? la valeur de la viscosité apparente a été multipliée par
25 apres I'addition de la gomme xanthane. Cette forte augmentation de la viscosité a amélioré
la stabilitt des NEs contre le crémage. Théoriquement, selon la loi de Stokes (Chapitre Il), si
la densit¢ de la phase aqueuse n’a pas ét¢ modifiée par la présence de la gomme xanthane, la
vitesse de migration des gouttelettes vers le sommet de [I'échantillon sera divisée par

au moins 25.

Il est important de noter que le comportement obtenu avec la gomme Xxanthane de
facon générale est celui d’un fluide a seuil d’écoulement. Le seuil d’écoulement dépend de la
concentration. Par exemple le seul d’écoulement pour la concentration que nous avons
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utilisée est de 2500 mPa (Simon, 2001). La gamme de contrainte de cisaillement étudiée lors
de nos expériences est de 7500 - 17500 mPa. Pour cela le seuil d’écoulement n’a pas pu étre
observé. Néanmoins, cette contrainte seuil est due a la formation d’un réseau bidimensionnel.
Au repos, ce réseau créé par I'enchevétrement de longues chaines de ce polysaccharide peut
piéger les gouttelettes et entraver complétement leur migration. Lors de lapplication cutanée,
un taux de cisaillement de 10% & 10° s sera exercé (Garg et al., 2002). Nous avons trouvé que
la viscosité apparente de la formulation en présence de gomme xanthane est divisée par 5 lors
de laugmentation du taux de cisaillement de 10%a10°s™. Cette diminution de la viscosité est

importante pour faciliter 1’étalement de la formulation lors de son application.

Cette partie de I'étude concernant la gomme xanthane montre la possibilit¢ de moduler
la texture et le comportement rhéologique de ces NEs avec des biopolymeres biodégradables
en améliorant la stabilit¢ physique des formulations. Il sera alors possible de modifier les
valeurs de la viscosité apparente au repos et sous cisaillement et le seuil d’écoulement en

modifiant la concentration de ce biopolymeére.

L’isotrétinoine, la SA modeéle sélectionnée pour cette étude, est une molécule
fortement hydrophobe, sensible & la photo-isomérisation et a Toxydation. Le Miglyol 812
solubilise mieux I'isotrétinoine en comparaison avec les deux autres huiles grice a sa teneur
élevée en groupements ester. Cependant, la solubilit¢ obtenue dans cette huile reste
relativement modérée et ne permet pas d’atteindre une concentration dans la nanoémulsion
finale supérieure a 0,033 m/m% si la fraction massique de phase dispersée est de 5 mymd.
Cela constitue seulement 66 % de la concentration en isotrétinoine dans les produits
pharmaceutiques pour application topique actuellement disponibles sur le marché. Il est
mportant de noter que labsorption cutanée de I'isotrétinoine ne se fait pas par diffusion
simple et est indépendante de la concentration appliquée sur la peau (Lehman et al., 1988). Si
notre formulation favorise Iabsorption cutanée, il pourrait alors étre possible d’avoir un effet
thérapeutique avec notre formulation équivalent a celui du produit commercialisé méme si la
concentration en isotrétinoine dans notre systeme est moins importante. Dans le cas ou une
concentration identigue aux produits commerciaux est néanmoins  souhaitée, une
augmentation de la fraction massique de la phase huileuse est indispensable
(jusqu’a 7,6 m/m%). Les résultats que nous avons obtenus pour une fraction massique plus

importante (15 m/m%) montrent que cela peut étre réalisable. Dans ce cas, une optimisation
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de la quantit¢ de protéine sera nécessaire et ainsi qu'une étude de stabilit¢ de cette nouvelle

formulation.

L’encapsulation de Tisotrétinoine a été effectuée directement avec la formulation
optimale, sans modification. L’isotrétinoine est pratiquement insoluble dans I'eau mais en
raison de la présence d’une quantité importante de PB-Ig libre dans la phase aqueuse, prés de
10 % de Tlisotrétinoine se déplace de la phase huileuse vers la phase aqueuse et forme des
complexes avec la B-lg. Le ratio molaire isotrétinoine/B-lg dans le complexe est de 1,4. Cela
signific que certaines molécules de la B-Ig ont encapsulé deux molécules d’isotrétinoine (elle
pourrait étre dans le cceur hydrophobe et dans la «poche » hydrophobe a la surface de la

molécule de B-Ig sous I'hélice a) (Figure 4).

Ceeur
hydrophobe

Hélice a

Poche
hydrophobe

Figure 4 : Schéma représentant les eventuelles sites d’intéraction de I’isotrétinoine avec le monomeére
de la B-lactoglobuline (Modéle du monomére de B-lg issu de la Protein Data Bank).

L’encapsulation de [lisotrétinoine dans la formulation optimale n’a aucun effet sur la
taille ou la charge de gouttelettes ni sur la stabilit¢ physique du systéme. 1l est peu probable
que la faible concentration de Iisotrétinoine dans le Miglyol 812 ait modifié sa viscosité,
facteur prédominant sur la taille des gouttelettes. Pour cela, la taille de gouttelettes n’a pas été
influencée par la présence d’isotrétinoine, quelle que soit son activit¢ interfaciale. L’activité
interfaciale de Tisotrétinoine n’a, & notre connaissance, jamais été étudiée. L’isotrétinoine est
fortement hydrophobe et non soluble dans I’eau, mais elle contient un groupement carboxyle
ionisé a pH neutre (pKa=4,79). De plus, en raison de sa capacit¢ a former des complexes

avec la B-lg, la présence d’isotrétinoine peut modifier les propriétés interfaciales de la B-Ig.
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La realisation de toutes ces caractérisations physico-chimiques de I'isotrétinoine par rapport a
ce systeme (effet de Iisotrétinoine sur la viscosite du Miglyol 812, sur la tension et la

rhéologie interfaciales en absence et en présence de B-Ig) pourra nous éclairer a ce sujet.

D’un autre cOté, Pencapsulation de Iisotrétinoine dans ces NEs a altéré la stabilité
chimique de cette molécule par rapport a sa stabilit¢ dans le Miglyol 812. Il sera intéressant
de comparer par rapport a ce qui se passe dans le gel hydro-alcooligue commercial.
La photo-isomérisation vers la trétinoine est le mécanisme principal de dégradation observée
au cours de notre travail. La comparaison de I'ampleur de la photo-isomérisation de
Iisotrétinoine dans la solution huileuse et dans la nanoémulsion aprés seéparation des deux
phases montre que la présence de B-lg joue un role favorable a la photo-isomérisation
(Chapitre 1V - Figures 7 et 12). Les interactions entre la [B-lg et les rétinoides ont été
largement étudiees. Mais le travail s’est concentré sur le rétinol et la trétinoine (Narayan et
Berliner, 1997; Zsila et al., 2002) et peu de données se trouvent sur les interactions avec
Iisotrétinoine. Il convient donc de clarifier ces interactions. Néanmoins, Ianalyse de la
composition des NEs a montré que =~ 75% de [lisotrétinoine encapsulée dans la phase
huileuse ne montrent pas de dégradation. 1l est a noter que la trétinoine générée est aussi une
SA anti-acné mais avec une efficacitt moindre que celle de lisotrétinoine (Williams et al.,
2012). L’étude de pénétration cutanée a partir de cette formulation et I’évaluation de I'effet
thérapeutique sur un modéle animal d’acné permettra de conclure quant au potenticl ou non

de cette formulation pour le traitement de cette maladie.

Enfin, la partie de I'étude concernant Iisotrétinoine peut servir de modéle pour

I’encapsulation d’autres SAs hydrophobes destinées a une application topique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours de cette theése, nous avons formulé des NEs d’intérét pharmaceutique
stabilisées par une protéine globulaire, la B-lactoblobuline, en replacement des tensioactifs de
synthése. Nous avons mené une caractérisation physico-chimique approfondie de ces
systemes et nous avons commencé a étudier leur potentiel pour I’encapsulation de

Iisotrétinoine en vue d’une application topique.

Les effets de la composition de la formulation (la concentration de protéine dans la
phase aqueuse et la nature et la fraction massique de la phase huileuse) et des facteurs du
procédé d’émulsification par HPH (la pression et le nombre des cycles) ont été étudiés et
optimisés afin d’obtenir des gouttelettes nanométriques dans des NES stables sur une longue
période. L’étude physico-chimique des differentes phases huileuses et des propriétés
mterfaciales de la P-lactoblobuline a I'nterfaice O/W a permis de mieux comprendre le
mécanisme de I’émulsification, les mécanismes de stabilisation et de déstabilisation de cette
protéine. Il ressort de cette étude que [Pefficacité d’émuilsification par I'HPH est
principalement gouvernée par la viscosite de la phase huileuse et que la tension interfaciale
entre les deux phases n’a pas eu d’effet a cet égard. La B-Ilg stabilise les gouttelettes d’huile
par la formation d’un film interfacial quasiment purement eélastique. Pour cela, une
concentration minimale de protéine (dépendant de la fraction massique de la phase huileuse)
est indispensable pour permettre la formation de ce film et, en conséquence, obtenir une
stabilité cinétique contre les phénomenes de croissance des gouttelettes. La stabilité des NEs
contre les phénomenes de déstabilisation réversibles, principalement le crémage, est

influencée par la charge des gouttelettes et surtout par leur taille.

Suite & cette premicre étude d’optimisation de formulation, les effets de 'HPH sur les
diffrents niveaux structuraux de la B-lg et sur ses propriétés interfaciales et émulsionnantes
ont été¢ étudiés. Les résultats obtenus montrent que Iefficacité émulsionnante de la B-Ig est
optimale quand ce traitement ne modifie pas significativement la structure de la protéine ni
son activit¢ interfaciale. La dénaturation de la protéine induite par ’homogénéisation a des
valeurs élevées de pression consiste en la transformation des éléments de structure secondaire
en structures désordonnées, une large perte dans la structure tertiaire et une agrégation
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importante par des liaisons disulfure intermoléculaires. La B-lg dénaturée de cette maniere est
plus hydrophobe, s’adsorbe a Iinterface O/W et forme un film élastique a Iinterface plus
rapidement par rapport a la protéine non traitée. L’amélioration des propri¢tés interfaciales de
la protéine dénaturée n’améliore cependant pas ses propriétés émulsionnantes. Au contraire, la
dénaturation de la protéine lors de I'émusification a été le facteur principal responsable de la
réduction de lefficacit¢ émulsionnante. Des hypotheéses ont été proposées pour expliquer cet
effet et sont la re-coalescence des gouttelettes induite par 'augmentation de I’hydrophobie de
la protéine ou la floculation par des liaisons disulfure inter-gouttelettes. La réalisation d’un
traitement réducteur, tel que celui avec le 2-mercaptoéthanol, et I'étude de son effet sur le
diametre des gouttelettes permettra de \érifier la présence de liaisons disulfure
inter-gouttelettes. La visualisation des NEs par microscopie électronique permettra également
de mieux comprendre la relation entre la dénaturation de la protéine et la réduction de son

efficacité émulsionnante.

Une étude de l'effet de 'HPH, par les techniques mises en ceuvre au cours de ce
travail, sur la structure de la protéine dans les deux phases de la nanoémulsion préalablement
séparées sera importante pour valider les résultats obtenus dans la solution et ainsi
comprendre la relation entre la dénaturation interfaciale et la dénaturation par

I’homogénéisation.

L’efficacit¢ des NES développées pour I'encapsulation d’une SA hydrophobe modéle a
¢été étudiée avec lisotrétinome. Nous avons pu obtenir une dose inférieure (66 %) aux
formulations existantes. L’efficacit¢ de I’encapsulation est limitée par la solubilit¢ de la SA
dans la phase huileuse. Il est néanmoins possible d’obtenir une concentration identique aux
formulations commerciales en augmentant la fraction massique de la phase huileuse. Cela
nécessite cependant une optimisation de la quantit¢ de protéine et une étude de la stabilité
pour cette nouvelle formulation. L’isotrétinoine subit une isomérisation partielle vers Ila
trétinoine probablement en raison de son interaction avec la B-lg. La présence de
Iisotrétinoine dans les NES n’a aucun effet sur la taille, la charge des gouttelettes ni sur la

stabilité¢ physique du systeme.

L’activité¢ mterfaciale de I'isotrétinoine (tension et rhéologie interfaciales) a I'interface
Miglyol 812/eau sera a évaluer ainsi que son influence sur Pactivité interfaciale de la f-Ig.

L’interaction entre I'isotrétinoine et la B-lg dans la solution et dans la phase aqueuse des NEs
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pourra étre réalisée grace aux techniques de dichroisme circulaire et de spectroscopie de

florescence.

Les NEs préparées, en absence de SA, sont formulées a partir de composés naturels et
biocompatibles, a I'exception d’une tres faible concentration d’agent conservateur (I’azoture
de sodium). Ce composé trés toxique a été ajouté pour son effet bactériostatique car notre
formulation présente un milieu favorable au développement des bactéries. 1l serait
indispensable de le remplacer par un autre agent conservateur accepté dans les produits
pharmaceutiques. 1l sera ensuite utile de vérifier la biocompatibilité de la formulation finale et
I'absence d’effet irritant ou toxique sur la peau par DIévaluation de la viabilit¢ cellulaire
(lessai  de réduction du MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium)) ou le test d’uritation cutanée in-vivo. L’influence de [Pencapsulation de
Iisotrétinoine dans les NES sur ces effets irritants sera également a étudier par les mémes
méthodes que citées ci-dessus. Dans cette étude nous avons sélectionné la B-lg comme
protéine modele en raison de ses propriétés avantageuses pour la formulation d’émulsion mais
aussi parce quelle a été trés bien caractérisée. Néanmoins, la B-lg est une des protéines du lait
impliqguée dans Tlallergie aux produits laitiers. La réalisation du test cutané (Prick test)
permettra d’évaluer l'effet de la conformation de cette protéine a I'interface des gouttelettes
sur son antigénicité. Elle pourra étre remplacée par des protéines suceptibles d’étre moins

allergisantes telles que les protéines de pois.

Enfin, la localisation des gouttelettes des NES lors d’une administration cutanée sera a
réaliser par microscopie confocale a balayage laser avec le marquage de la phase huileuse
(rouge Nile) et de la protéine (fluorescéine isothiocyanate). La libération de Iisotrétinoine a
partir de ces NEs et sa pénétration cutanée dans les differentes couches de la peau peuvent
étre étudiées sur des modeles ex-vivo (peau d'oreille de porc ou peau humaine) dans des
cellules de Franz avant de passer vers I'étude de Tefficacité thérapeutique sur des modeéles

animaux d’acné.
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ANNEXE I

1 Effect of the composition and process conditions on the droplet

Zeta potential and its stability

The effect of the NEs composition and of the homogenization process on the droplet

¢-potential was discussed in the Chaptre Il. Herein, the following figures that contain the

details of the effect of the oil nature (Figure 1), the effect of homogenization pressure and

number of homogenization cycles (Figure 2), the effect of protein concentration (Figure 3),

the effect of oil weight fraction (Figure 4) on the droplet -potential (day 0), and the effect of

these parameters on the stability of droplet {-potential over time (Figure 5).
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Figure 1: Effect of the number of homogenization cycles and of oil nature on the droplet Zeta
potential of the NEs for the nanoemulsion composition: oily phase: 5 wt% of () Miglyol 812;
(w) sweet almond oil; (A) wheat germ oil, aqueous phase: B-Ig solution 1 wt%, operating conditions:

100 MPa.
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Figure 2: Effect of the homogenization pressure and of the number of cycles on the droplet Zeta
potential of the NEs for nanoemulsion composition: oily phase: 5 wt% of Miglyol 812, aqueous phase:
B-lg solution 1 wt%, operating conditions: (¢) 100 MPa; (m) 200 MPa;
(A) 300 MPa.
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Figure 3: Effect of the B-lg concentration and of the number of homogenization cycles on the droplet
Zeta potential of the NEs for nanoemulsion composition: oily phase: 5 wt% of Miglyol 812, aqueous
phase: B-lg solution at (e) 0.5 wt%; (m) 1 wt%; (A) 2 wt%, operating conditions: 100 MPa.
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Figure 4: Effect of the oil weight fraction and of the number of homogenization cycles of on the
droplet Zeta potential of the NEs for nanoemulsion composition: oily phase: Miglyol 812
(¢) 5wt%; (m) 15 wt%; (A) 30 wt%, aqueous phase: B-lg solution 1 wt%, operating conditions:
100 MPa.
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Figure 5: Effect of composition and process conditions on the droplet Zeta potential stability of the
NEs: (A) Effect of oil nature: (¢) F4 (Miglyol 812); (¢ ) F6 (sweet almond oil); (<) F7 (wheat germ
oil). (B) Effect of pressure homogenization: () F4 (100 MPa); (m) F8 (200 MPa); (A ) F9 (300 MPa).
(C) Effect of number of cycles: ©) F1 (1 cycle); @ ) F2 (2 cycles); @) F3 (3 cycles);
(¢) F4 (4 cycles); (@) F5 (5 cycles). (D) Effect of B-lg concentration: (30) F10 (0.5 wt%);
(¢) F4 (1wit%); B) F11 (2wi%). (E) Effect of oil weight fraction: (¢) F4 (5 wt%);
(A) F12 (15 wt%); (A) F13 (30 wt%).
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2 Effect of the composition and process conditions on the

nanoemulsion viscosity and its stability

The following figure (Figure 6) shows the effect of the NEs composition and the
homogenization process on the nanoemulsion viscosity (day0): (A) effect of the number of
cycles; (B) the effect of the protein concentration; (C) the effect of oil weight fraction.
Figure 7 shows the effect of all formulation composition and process parameters on

the stability of the nanoemulsion viscosity owver time.
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Figure 6: Effect of composition and process conditions on the rheogram of NEs: (A) Effect of number
of cycles: (O) F1 (1 cycle); (®) F2 (2 cycles); (®) F3 (3 cycles); () F4 (4 cycles); (@) F5 (5 cycles).
(B) Effect of B-lg concentration: (3) F10 (0.5 wt%); (e) F4 (1 wt%); @) F11 (2 wt%). (C) Effect of
oil weight fraction: (¢) F4 (5 wt%); (A) F12 (15 wt%); @& ) F13 (30 wt%). Oily phase: Miglyol 812,
operating conditions: 100 MPa.
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Figure 7: Effect of composition and process conditions on the apparent viscosity stability of NEs at
100s™ of shear rate: (A) Effect of oil nature: (¢) F4 (Miglyol 812); € ) F6 (sweet almond oil);
(&) F7 (wheat germ oil). (B) Effect of pressure homogenization: (¢) F4 (100 MPa);
(m) F8 (200 MPa); (A) F9 (300 MPa). (C) Effect of number of cycles: O ) F1 (1 cycle);
(®) F2 (2 cycles); (®) F3 (3cycles); (¢) F4 (4 cycles); (®) F5 (5 cycles). (D) Effect of B-Ig
concentration: (OJ) F10 (0.5 wt%); (¢) F4 (1 wt%); &) F11 (2 wt%). (E) Effect of oil weight fraction:
(o) F4 (5wt%); (A) F12 (15 wt%); (A ) F13 (30 wt%).
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ANNEXE II

Free protein measurement

The free protein measurements were carried out using centrifugal fitters and UV/vis
spectrophotometer as previously described in Chapter IV (Part 3.5). The free protein
percentage was determined in the nanoemulsion formulations that contain different protein
concentrations in the aqueous phase (F4, F10, and F11) and different oil weight fractions
(F4,F12, and F13) at days O, 3, 7, 15, and 30 (the composition of these formulations is
described in Chapter Il - Table 3). Interfacial protein concentration was calculated from
Equation 7 (Chapter Il - Part 3.2.3) taking into account that Cs is the concentration of the
adsorbed protein. Samples were prepared at least in duplicate. Protein separation was carried
out in triplicate and the results are shown in Figure 1, expressed as their mean + standard

deviation.
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Effect of B-lg concentration Effect of oil weight fraction
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Figure 1: Percentage of free protein in the aqueous phase (A and B) and interfacial protein
concentration (C and D) over time of NEs: (A and C) Effect of B-lg concentration: (A ) F10 (0.5 wt%);
(¢) F4 (1 wt%); W) F11 (2wt%). (B and D) Effect of oil weight fraction: (¢) F4 (5 wt%);
(A) F12 (15 wt%); [3) F13 (30 wt%). Oily phase: Miglyol 812, operating conditions: 4 cycles at
100 MPa.
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