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Introduction générale

La sédentarité, une alimentation non équilibrée, 'obésité et le tabagisme sont autant de
facteurs qui peuvent induire des maladies métaboliques chroniques. Ces pathologies sont
généralement associées a un stress oxydant responsable de nombreux dysfonctionnements
dans I'organisme comme cela est observé dans le développement du diabete de type 2 et de

ses atteintes cardiovasculaires.

Le stress oxydant correspond a un exces de radicaux libres oxygénés (ROS) dans les cellules
par rapport aux défenses antioxydantes de |'organisme. A long terme, les ROS peuvent
conduire a un état inflammatoire chronique et contribuer au développement de maladies
chroniques. L'organisme dispose d’'un ensemble d’enzymes antioxydantes dont la catalase, la
superoxyde dismutase et le glutathion qui sont capables de neutraliser les ROS. Cependant
I’apport de molécules antioxydantes dans I'organisme est nécessaire pour lutter efficacement
contre la survenue d’un stress oxydant. Parmi les composés antioxydants, les polyphénols

présents chez les végétaux sont les plus connus.

L’archipel des Mascareignes est qualifié de « hotspot » de biodiversité a la fois marine et
terrestre. En effet de nombreux végétaux renferment des molécules valorisables notamment
dans les domaines pharmaceutique et médical. Cette étude s’est particulierement intéressée
a la curcumine, un polyphénol retrouvé dans le curcuma longa de La Réunion. Cette molécule
appartenant a la famille des curcuminoides est connue depuis des siecles pour ses nombreux
bienfaits en médecine traditionnelle. Les propriétés thérapeutiques de ce composé ont
aujourd’hui été largement démontrées dans plusieurs études. En effet, la curcumine est une
molécule active capable d’interagir avec de nombreuses cibles moléculaires dans I'organisme
telles que les ROS ou les médiateurs inflammatoires. Elle peut ainsi avoir une action préventive
en agissant contre I'apparition du stress oxydant et I'inflammation. Elle peut également avoir

une action curative en limitant le désordre instauré par les maladies métaboliques.

Cependant malgré les innombrables vertus thérapeutiques de la curcumine, sa consommation
par voie orale dans l'alimentation ou en tant que médicament ne permet pas de ralentir
I’évolution d’une pathologie ou tres faiblement. En effet, la curcumine est tres mal absorbée
au niveau intestinal du fait de ses propriétés lipophiles et se retrouve directement éliminée

par voie fécale. La faible proportion arrivant dans la circulation sanguine ne donne pas d’effets
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thérapeutiques significatifs. Alternativement, I'administration par voie intraveineuse
augmente la biodisponibilité mais la curcumine est rapidement métabolisée dans I'organisme.
Les métabolites secondaires de la curcumine ont trés peu d’effets biologiques et sont

rapidement éliminés.

Ainsi, I'objectif de cette these était de proposer un systéme de vectorisation de la curcumine
dans I'organisme afin d’améliorer sa biodisponibilité, de la protéger contre les dégradations
enzymatiques et préserver ses propriétés. Pour ce faire des nanovecteurs sous forme de
micelles ont été fabriqués a partir de carraghénanes qui sont des polysaccharides extraits de

macroalgues.

Les algues représentent une ressource abondante dans les Mascareignes et sont constitués
de plusieurs molécules d’intérét. La premiere partie de ce travail de thése était d’extraire et
de caractériser les polysaccharides d’algues marines. Les avantages des polysaccharides
sélectionnés sont leur solubilité dans I'eau, leur biocompatibilité et la présence de
groupements chimiques hydroxyles pouvant étre utilisés par la suite pour la fonctionnalisation

de la surface des micelles.

La deuxieme partie de ce travail avait pour objectif de fonctionnaliser les polysaccharides de
macroalgues (carraghénanes) afin d’obtenir des copolymeéres ayant a la fois des propriétés
hydrophobes et hydrophiles. En effet les carraghénanes sont des polymeéres hydrosolubles sur
lesquels vont étre greffés des chaines de polyesters biocompatibles et hydrophobes pour
former des copolyméres amphiphiles. En milieu aqueux, ces copolymeéres devront étre

capables de s’assembler en micelles.

La capacité de ces micelles a véhiculer et a libérer des composés hydrophobes a été étudiée.
Le passage des micelles a travers les bicouches lipidiques ainsi que I'effet biologique de la

curcumine véhiculée ont été évalués sur un modele cellulaire.

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une collaboration régionale entre 'UMR DéTROI d’une
part (Diabéete athérothrombose Thérapie Réunion Océan Indien), dont les thématiques de
recherches sont orientées sur I'étude des maladies cardiovasculaires liées au diabete et
d’autre part le CBBR (Center for Biomaterials and Biomedical Research) spécialisé sur la mise

en place de nouveau matériaux pour la vectorisation de médicaments.
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|. Le diabéte, I'athérosclérose et les effets thérapeutiques de la curcumine

Les maladies métaboliques telles que le diabéte et ses complications vasculaires figurent
parmi les premieres causes de mortalité dans le monde. Ces pathologies touchent
essentiellement les pays industrialisés et les pays en voie de développement qui adoptent un

mode de vie favorable a leur émergence (sédentarité, habitudes alimentaires...).

Le diabéte est une maladie chronique caractérisée par une hyperglycémie qui correspond a
un taux de glucose supérieur a 1,26 g/l. Il peut provenir d’une insuffisance de la production
d’insuline par le pancréas (diabete de type 1) ou d’une incapacité de I'organisme a utiliser
I'insuline pour le stockage du glucose (diabete de type 2). En 2012, le diabéete a été la cause
de 1,5 million de déces dans le monde selon ’'OMS (Organisation Mondiale de la Santé). En
2014, la prévalence du diabete dans le monde était de 8,5 % et concernait 422 millions de

personnes.

Le diabéte de type 1 ou insulino-dépendant touche environ 10 % des personnes diabétiques.
Il concerne essentiellement les enfants et les jeunes adultes et survient suite a la destruction
des cellules B du pancréas qui produisent I'insuline. Il s’agit d’'une maladie auto-immune liée
a des facteurs génétiques ou environnementaux. Les individus atteints par le diabéte de type-
1 recoivent quotidiennement des injections d’insuline.

Le diabete de type 2 ou non insulino-dépendant qui concerne 90 % des diabétiques est
caractérisé par une résistance a l'insuline empéchant les cellules de s’approvisionner en
glucose. Pour répondre au manque de glucose dans les tissus, les cellules B du pancréas
augmentent leur activité en sécrétant plus d’insuline. Cette action conduit a I'épuisement des
cellules B qui cessent de fonctionner et ceci entraine une production excessive de glucose par
le foie. Le diabéete de type 2 est généralement diagnostiqué chez les adultes de plus 40 ans et
est souvent associé a I'obésité ou au surpoids. Le diabete de type 2 est traité avec des
antidiabétiques oraux qui peuvent étre combinés avec un traitement a linsuline. Une
alimentation saine et la pratique d’une activité physique sont également prescrites.

Les personnes diabétiques sont exposées a plusieurs types de complications dont les atteintes

cardiovasculaires. En effet il existe un lien entre le désordre métabolique engendré par le
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diabéte et la survenue d’événements vasculaires comme |'athérosclérose. Le stress oxydant

est central dans l'initiation et le développement des maladies métaboliques.

1.1. Le stress oxydatif et ses conséquences moléculaires

Les radicaux libres sont des especes chimiques contenant un ou plusieurs électrons non
appariés. Il existe plusieurs familles de radicaux libres dont les espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) et les formes réactives de I’azote (RNS).

Les ROS sont les principales especes pro-oxydantes et les plus impliquées dans les processus
biologiques. Les plus connues sont |'anion superoxyde (02*), le peroxyde d'hydrogene (H,0),
le radical hydroxyle (OH °), produites essentiellement au niveau des mitochondries mais
pouvant avoir différentes origines. En conditions physiologiques normales, ces ROS sont
neutralisées par des enzymes endogenes qui sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase
et le glutathion comme cela est présenté sur la figure 1. Cependant, I’exces de radicaux libres
peut induire un stress oxydant et perturber le fonctionnement des cellules (Pisoschi et Pop
2015).

Le stress oxydatif est défini comme étant un déséquilibre entre la production d’especes
réactives de I'oxygene (ROS) et les défenses de I'organisme. En conditions normales, les ROS
sont indispensables a de nombreux processus tels que la signalisation cellulaire, la
différenciation et I'apoptose. Dans des conditions de stress oxydatif, ils contribuent a un
dysfonctionnement cellulaire comme I'altération de 'ADN et des protéines ainsi que la
peroxydation lipidique. De ce fait, le stress oxydant joue un réle majeur dans la pathogenese

de nombreuses maladies comme le diabete et |'athérosclérose.
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Figure 1: La provenance et le devenir des ROS dans I'organisme (Roberts et Sindhu 2009). Les ROS proviennent
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de la chaine respiratoire ou de facteurs extérieurs (mode de vie...). lls sont régulés par les défenses de I'organisme
(SOD, catalase, GPX). L’absence de régulation conduit a des dommages sur I’ADN, les lipides et les protéines.

1.1.1. Stress oxydant et modification des protéines

Les ROS peuvent agir sur les protéines et induire des modifications pouvant altérer leurs
fonctions. Les modifications sont réalisées sur les acides aminés ayant des groupements
réactifs au niveau de leurs chaines latérales (Zheng et al. 2012 ; V. P. Singh et al. 2014).
L’arginine, la cystéine, I'histidine, la méthionine et la phénylalanine sont les plus concernées.
Un exemple de modifications est la fixation de glucides au niveau de I’arginine ou la lysine
pour former des produits avancés de glycation (AGE). Ce processus de glycoxydation est tres
actif dans des conditions d’hyperglycémie et est réalisé en plusieurs étapes. Tout d’abord, une
réaction entre le glucide et un acide aminé a lieu pour donner une base de shift. Ensuite, des
réarrangements d’Amadori sont effectués et enfin des réactions d’oxydation permettent
d’obtenir les AGE (Figue 2).

L'albumine est un exemple de glycoxydation des protéines impliquées dans le développement
du diabete. L'une des fonctions de I'albumine est de transporter des métabolites endogenes
mais aussi des médicaments. La modification de sa structure peut ainsi avoir des

conséquences sur cette fonction de transporteur (Anguizola et al. 2013).
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Figure 2: Formation des produits avancés de glycation (A) ou AGE (Zheng et al. 2012) faisant intervenir une
réaction d’addition nucléophile puis des réarrangement d’Amadori (B).

1.1.2. La peroxydation lipidique par les ROS

Le stress oxydatif peut avoir un impact sur l'intégrité, la fluidité et la stabilité des membranes
cellulaires. En effet, les ROS peuvent interagir avec les acides gras insaturés des membranes
cellulaires et récupérer des électrons pour se stabiliser (figure 3). Le radical formé par I'acide
gras insaturé induit une réaction en chaine qui est effectuée en trois phases : l'initiation, la
propagation et la terminaison.

La réaction est initiée par un radical OH ° qui enléve un proton a un acide gras polyinsaturé

pour former une molécule d’eau. Un radical peroxyle est ensuite formé lorsqu’une molécule
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de dioxygene s’ajoute au niveau du lipide instable. Des échanges d’électrons sont réalisés avec
les acides gras voisins propageant ainsi la réaction. Enfin les acides gras instables peuvent étre
neutralisés en présence d’une molécule antioxydante (Sachdeva et al. 2014 ; Yoshida, Umeno,
et Shichiri 2013).

Ce phénomene est a l'origine du dysfonctionnement des membranes cellulaires et peut
induire un dépot de lipides oxydés dans les vaisseaux. La peroxydation touche également les
LDL (Low Density Lipoprotein) perturbant ainsi I’homéostasie du cholestérol (Steinberg 1997 ;

N. Singh et al. 2012).
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Figure 3: Peroxydation des lipides par les radicaux libres (Sachdeva et al. 2014) en trois étapes : initiation,
propagation et terminaison.
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1.2. Le stress oxydant dans le développement du diabéte de type 2

L’exces de nutriments, I’hyperglycémie et le stress oxydant peuvent induire la formation des
AGE. Certaines cellules expriment a leur surface le récepteur RAGE capable de reconnaitre les
AGE (figure 4). Ce récepteur spécifique est essentiellement présent au niveau des cellules
endothéliales et des cellules du systéme immunitaire (macrophages, lymphocytes T, cellules
dendritiques). La stimulation de RAGE entraine une activation de la voie de signalisation NF-
KB (Vatier et Féve 2010) qui induit une augmentation de la sécrétion des facteurs IL-1
(Interleukine 1), IL-6 (Interleukine 6) et TNF-a (Hommelberg et al. 2008). Ces cytokines
entrainent une cascade de réactions responsables de I'activation de nombreuses autres voies
de signalisations (Evans et al. 2003 ; Ramasamy, Yan, et Schmidt 2011) telles que MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases) et JNK (Janus N-terminal Kinase).

Les facteurs inflammatoires secrétés a l'issu de ces processus interferent avec la voie de
signalisation de l'insuline et entretiennent I’hyperglycémie (de Luca et Olefsky 2008 ; Gogg,
Smith, et Jansson 2009). Il en résulte une insulinorésistance responsable de I'épuisement des
cellules B productrices d’insuline.

L'insuline est une hormone hypoglycémiante produite par les cellules B du pancréas. Sa
fonction principale dans I'organisme est de réguler le taux glucose dans le sang en contrélant
les transporteurs de glucose (GLUT) a travers les membranes cellulaires. Aprés un repas,
I'insuline stimule le stockage des glucides et bloque la production de glucose par le foie. A
distance des repas, elle favorise la néoglucogenése et la glycogénolyse (Lavoie et al. 1997).
L'insulinorésistance conduit a des désordres métaboligues comme cela est observé dans le

diabéte de type 2 (Haag et Dippenaar 2005).

18



AGE ou autre ligand de RAGE

RAGE

4
IxBa IkBa NF-xB
7 |
NF-xB

FI Y
FiihAl A “ - Inflammation

Expression génique

(dont NF-kB lui-méme) l

Complications

vasculaires

Figure 4: Activation de la voie de signalisation NF-KB par les AGE via le récepteur RAGE (Vatier et Feve 2010)

1.3. Stress oxydant, diabéte et complications cardiovasculaires

L'augmentation du stress oxydatif lors du diabete peut affecter la production d’oxyde de
nitrite (NO) qui controle la vasomotricité. La voie de synthése des oxydes de nitrite (NOS) fait
appel a trois enzymes, les NO synthases. Il s’agit de la eNOS produite par les cellules
endothéliales, la iINOS inductible par différents facteurs et la nNOS exprimée par les cellules
neuronales. Ces enzymes catalysent la conversion de la L-arginine en L-citrulline qui est
accompagnée par la libération de NO (Morita et al. 2014 ; Willoughby 2015). Il a été démontré
que la dérégulation de eNOS favorise les complications cardiovasculaires chez les personnes
présentant des facteurs de risques comme les diabétiques (Farhangkhoee et al. 2003). En
effet, les LDL oxydés inhibent I'activité de eNOS au niveau des cellules endothéliales
entrainant une diminution de la production de NO (Huige Li et Férstermann 2013 ; Mohanan
Nair et al. 2016). Cette action est impliquée dans le dysfonctionnement endothélial a I’origine
du recrutement des monocytes et lymphocytes initiant I'athérogenéese. Ces processus sont
accompagnés par une activation de voies de signalisation inflammatoires comme cela est
présenté sur la figure 5 (Huige Li, Horke, et Forstermann 2014).

L'induction de iNOS lors de l'inflammation chronique peut cependant favoriser la

pathogenese. En effet, la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire due a I'activation de NF-KB

19



peut stimuler la production de NO par iNOS. L’induction de iNOS peut entrainer des

complications cardiovasculaires notamment dans la vulnérabilité de la plaque d’athérome

(Mallat et al. 1999).
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Figure 5 : Rble du stress oxydant et des oxydes de nitrite (NO) dans le développement de I'athérosclérose (Huige
Li, Horke, et Forstermann 2014). Les facteurs de risques de développement de maladie cardiovasculaires
stimulent la production de ROS et I'inhibition des défenses de I'organisme. L'inhibition de la sécrétion eNOS
entraine I'activation des cellules endothéliales (EC) et la formation des cellules spumeuses (VSMC) a partir des
macrophages. L’activation des voies de signalisation entretient ce processus permettent le recrutement de
leucocytes.

1.3.1. L'athérosclérose

L'athérosclérose est une maladie métabolique qui touche les cellules endothéliales qui
tapissent les vaisseaux sanguins. Un exces de cholestérol dans le plasma induit une
augmentation de LDL plasmatiques et leur accumulation au niveau de I'intima des vaisseaux
sanguins. Le stress oxydant engendré par I'exces de lipides et de cholestérol entraine
I’oxydation des LDL dans les cellules endothéliales (Stocker et Keaney 2004). Ces LDL oxydés
induisent I'expression des récepteurs ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule 1) et
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) responsables du recrutement des monocytes et
des lymphocytes T (Galkina et Ley 2007 ; Schmitz et al. 2013). L’expression de MCP-1

(Monocyte Chemotactic Protein 1) active le passage des monocytes adhérents a travers les
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jonctions inter-épithéliales. Les monocytes sont ensuite différenciés en macrophages qui vont
a leur tour secréter des cytokines permettant d’entretenir le processus en cours (Deshmane
et al. 2009 ; Gerszten et al. 1999).

Les macrophages reconnaissent les LDL oxydées et les internalisent pour former les cellules
spumeuses riches en lipides. Cette accumulation lipidique est entretenue par la sécrétion de
cytokines par les macrophages qui continuent a accumuler les LDL pour donner des cellules
spumeuses riches en lipides (Yu et al. 2013 ; Steinbrecher, Zhang, et Lougheed 1990). Par la
suite, une chape fibreuse se forme autour du cceur lipidique pour former la plaque
d’athérome.

Il en résulte une diminution progressive de la lumiere artérielle et une insuffisance
d’oxygénation des organes irrigués par le vaisseau touché. La rupture de la plague devenue
instable peut entrainer la formation d’un caillot qui peut avoir pour conséquence un accident

vasculaire cérébral (AVC) ou un infarctus du myocarde (Reynal L 2015 ; Ciccone et al. 2014).

1.3.2. Autres complications vasculaires chez les diabétiques

Le diabete peut également entrainer des atteintes microvasculaires qui sont la néphropathie
et la rétinopathie (F. He et al. 2012 ; Strojek et al. 1997).

La rétinopathie est essentiellement due a I’hyperglycémie qui induit la formation d’cedéme
et de nouveaux vaisseaux dans la rétine responsables de la cécité.

La néphropathie est caractérisée par une insuffisance rénale qui a pour origine I'inflammation

des cellules du rein apres stimulation par I’hyperglycémie.

1.4. Les propriétés thérapeutiques de la curcumine

Le curcuma ou curcuma longa est une plante herbacée de la famille des Zingibéracées. Ses
racines sont utilisées comme épice dans les pays asiatiques comme I'Inde et |la Chine. Cette
épice caractérisée par sa couleur jaune, est composée de trois polyphénols appartenant a la
famille des curcuminoides (Gupta, Kismali, et Aggarwal 2013). Il s’agit de la curcumine, la
démetoxycurcumine et la bis-démetoxycurcumine qui different par le nombre de groupement
méthoxy au niveau des cycles aromatiques (Figure 6). La plus abondante est la curcumine

connue pour ses propriétés thérapeutiques.
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Figure 6 : Les trois curcuminoides présents dans le curcuma (Shen 2012). La curcumine et la demetoxycurcumine
sont constitués respectivement de 2 et 1 groupements méthoxy au niveau des cycles aromatiques. La
bisdemethoxycurcumine n’a pas de groupement méthoxy.

Le stress oxydatif est a I'origine de nombreux dommages dans I’organisme pouvant induire un
état inflammatoire et ainsi le développement de pathologies chroniques telles que les
maladies métaboliques et cardiovasculaires. En effet, les ROS modulent de nombreuses voies
de signalisations dont celles activées par le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) et celles
impliquant le facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor Kappa-B) qui sont centrales dans
la réponse immune. L'utilisation de molécules antioxydantes et antiinflammatoires comme la
curcumine peut inhiber 'action des ROS.

La curcumine est une molécule capable d’interagir avec différentes cibles moléculaires dans
I'organisme. En effet, elle peut directement neutraliser les ROS grace a son pouvoir
antioxydant ou exercer un effet antiinflammatoire en inhibant I’expression des facteurs pro-
inflammatoires (Y. He et al. 2015 ; Chainani-Wu 2003). Des études ont montré la capacité de
la curcumine a agir sur de nombreuses voies de signalisation cellulaires impliquées

notamment dans la pathogenese du diabéte et ses complications cardiovasculaires.

1.4.1. Les effets de la curcumine sur les ROS

La curcumine est une molécule antioxydante capable de neutraliser les ROS en libérant un

proton. Elle présente différents sites susceptibles de réagir avec les radicaux libres. Les
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groupements phénoliques peuvent étre a I'origine de I'activité antioxydante de la curcumine
en libérant un proton comme cela est indiqué sur la figure 7. Les deux groupements
phénoliques A et B sont aussi capables de libérer un proton selon les mécanismes | et Il. Les
groupements méthyléne de la curcumine peuvent également étre a I'origine des propriétés
antioxydantes de la curcumine comme cela est montré par le mécanisme lll. Les radicaux de
curcumine formés se stabilisent par résonance (ou mésomérie) qui correspond a la

délocalisation de I’électron au sein de la molécule (Barzegar et Moosavi-Movahedi 2011).

Ainsi la capacité de la curcumine a donner un proton permet de neutraliser les radicaux libres
dans l'organisme et d’empécher la survenue d’un stress oxydatif ou de le diminuer lorsque

celui-ci est déja installé.
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Figure 7 : Site de réaction de la curcumine avec les radicaux libres. Les groupements phénols et méthyléne
permettent la neutralisation des radicaux libres. La curcumine ayant libéré un proton se stabilise par mésomérie
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1.4.2. Les effets de la curcumine sur la peroxydation des lipides et les LDL oxydés

La peroxydation des lipides est I'une des conséquences du stress oxydatif qui intervient dans
le développement des maladies métaboliques. Comme cela a été évoqué, cette modification
des lipides altere les membranes cellulaires favorisant les complications vasculaires liées au
diabete. Des études ont montré que la curcumine est capable d’interagir avec les lipides
oxydés et de les neutraliser en libérant un proton (Sahebkar 2014 ; Akila et al. 1998 ; Y. P. Sun
et al. 2016).

La peroxydation des LDL est également un élément clé dans l'athérogenése. Cette
modification entraine I'accumulation des LDL dans le plasma puis leur recrutement au niveau
des cellules endothéliales lors du développement de la plaque d’athérome. La curcumine peut
également inhiber I'oxydation des LDL par son pouvoir antioxydant (Ramirez-Tortosa et al.
1999). Les LDL neutralisées par la curcumine pourraient de nouveau étre reconnues par leur
récepteur cellulaire et ainsi diminuer le taux de cholestérol plasmatique. De plus une étude a
montré que la curcumine active I'expression du géne codant pour le récepteur aux LDL au
niveau des cellules foie permettant I’élimination du cholesterol (Peschel, Koerting, et Nass
2007). La diminution du taux de cholestérol peut également étre liée a I'augmentation des

HDL plasmatiques par I'action de la curcumine (Ramirez-Tortosa et al. 1999).

1.4.3. Actions de la curcumine sur I'inflammation

Lors du développement des maladies métaboliques telles que le diabete, I'activation de
nombreuses voies de signalisation entrainent un état inflammatoire chronique. Les cytokines
inflammatoires secrétées maintiennent les désordres métaboliques et génerent des
complications.

Les propriétés de la curcumine contre les maladies chroniques ont été largement étudiées.
Elle inhibe la transcription du facteur NF-kB entrainant ainsi une diminution de la sécrétion
de différents facteurs pro-inflammatoires comme le TNF-a, IL-1 et IL-6 (Jain et al. 2009).
L'inhibition de cette voie de signalisation permet une diminution de la glycémie entrainant
une diminution de la peroxydation des lipides et des LDL (Ramirez-Tortosa et al. 1999).

La diminution de I'oxydation des LDL par la curcumine entraine une régulation positive de la
voie des NO synthases permettant ainsi une augmentation de la production de NO. Il en

résulte une régulation négative du processus d’athérogeneése.
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Par ailleurs, I'activité accrue de la voie de signalisation NF-kB lors de I'inflammation chronique
stimule la production de NO par | iNos. Des études ont démontré I'inhibition de INos par la

curcumine limitant ainsi les complications vasculaires (Bengmark 2006).

La figure 8 présente de facon schématique un exemple de régulation de quelques facteurs
inflammatoires par la curcumine. En agissant sur les ROS, la curcumine diminue le stress
oxydant empéchant ainsi les modifications dues a I'oxydation. Il en résulte une régulation
négative de la réponse et de I'inflammation. L'inhibition des ROS a une conséquence directe
sur I'activation du facteur de transcription NF-kB et donc sur sa voie de signalisation. Les autres
voies de signalisation reliées au facteur NF-kB connaissent également une régulation négative.
La diminution de [linflammation diminue le risque d’apparition de syndromes

physiopathologiques.
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Figure 8 : Inhibition de la réponse immune par la curcumine d’apres (Y. He et al. 2015). La curcumine peut agir
au niveau des ROS et inhiber ainsi la réponse immune et les voies NF-kB et TNF-a inhibant ainsi la sécrétion de
cytokine (IL-6, IL-8, MMP-9...). Elle peut également agir directement sur les facteurs de transcription NF-kB et
TNF-a. L'ensemble de ces mécanismes diminue les risques de développement des maladies chroniques causées
par I'inflammation.
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Ainsi La curcumine peut agir a différents stades dans le développement des maladies chroniques telles
que le diabete et ses complications cardiovasculaires. Son action antioxydante et antiinflammatoire
permet a la curcumine d’interagir avec les ROS, les lipides, les facteurs de transcription et les protéines.

De ce fait, qu’en est-il de I'utilisation de la curcumine dans le traitement des maladies inflammatoires ?
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ll.  Pharmacocinétique ou devenir d’un principe actif dans I'organisme

Afin de comprendre le devenir de la curcumine dans I'organisme, il est important de connaitre
les différentes barrieres que peuvent rencontrer les substances introduites dans I'organisme.
En effet, un principe actif ou un médicament administré dans |’'organisme est soumis a quatre
grands processus physiologiques que sont I'absorption, la distribution, la métabolisation et

I’élimination (Benet et al. 1996).

L’absorption est la phase durant laquelle le principe actif traverse les membranes biologiques
pour rejoindre la circulation sanguine. Cette phase dépend directement du mode
d’administration du médicament qui peut se faire par différentes voies (orale, percutanée
etc..). Les propriétés physico-chimiques (taille, charge, caractéere lipophile ou hydrophile) du
principe actif ont également une influence sur cette étape d’absorption.

Lorsque le médicament arrive dans la circulation sanguine, I'étape de distribution peut
commencer. Le principe actif se retrouve sous forme libre ou lié a des protéines plasmatiques
telles que I'albumine et les globulines. Seule la forme libre peut étre distribuée aux organes
alors que la forme liée reste dans le sang et constitue un réservoir circulant du médicament.
Une fois distribué dans les organes, le principe actif peut exercer son effet biologique mais
peut également étre métabolisé, notamment au niveau du foie. En effet, le foie est le siege de
nombreuses réactions enzymatiques permettant la biotransformation des médicaments. Les
métabolites secondaires obtenus sont généralement plus hydrophiles pour une élimination
plus facile par les urines. Ces métabolites peuvent conserver I'effet biologique, étre inactifs
ou présenter un effet toxique avant d’étre éliminés.

Lorsqu’un médicament a rempli sa fonction ou apres |'étape de biotransformation, il est

ensuite éliminé, principalement par voie urinaire et biliaire.

2.1. Absorption des principes actifs ou des médicaments

L'absorption d’un principe actif dans l'organisme dépend du mode d’administration
(Chillistone et Hardman 2014). On distingue I’absorption médiate qui a lieu lorsque
I’administration de la substance est réalisée a I'extérieur de I'organisme (tube digestif, peau).

L’absorption est dite immédiate lorsque le principe actif est administré par effraction et
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pénetre directement dans |'organisme (voie intraveineuse, sous cutanée, intradermique,

intramusculaire ou intrapéritonéale).

2.1.1. Absorption par voie digestive

Aprés administration d’'un médicament par voie orale, I'absorption est possible tout au long
du tube digestif. Elle peut avoir lieu par la muqueuse buccale, cesophagienne, gastrique et
intestinale.

Certaines substances sont assimilées trés rapidement apres la prise par voie orale. Dans cette
catégorie sont retrouvés certains antibiotiques comme la rovamycine qui est absorbée par
voie perlinguale. L’aspirine provoquait autrefois des ulceres puisque ce médicament est
assimilé au niveau de I’'estomac (Philip et al. 2015).

La majorité des médicaments passe dans la circulation sanguine par diffusion passive a travers
la mugueuse intestinale (Augustijns et al. 2014). L'intestin offre en effet une plus grande
surface organisée sous forme de repliement et présente un certain nombre de transporteurs
qui peuvent aussi donner lieu a des diffusions actives et facilitées. Les molécules absorbées
rejoignent la circulation sanguine par la veine porte qui méne vers le foie pour la
métabolisation. Les composés ayant un poids moléculaire élevé (lipides, protéines...) peuvent
dans un premier temps étre pris en charge par le systeme lymphatique avant de rejoindre la
circulation sanguine (Khan et al. 2013).

La prise des médicaments par voie orale peut présenter néanmoins quelques inconvénients.
En effet, certains principes actifs peuvent étre dégradés au niveau de I'estomac par les
enzymes gastriques ou par l'acidité. D’autres peuvent étre éliminés dans les feces du fait de
leurs propriétés physico-chimiques (hydrophobe essentiellement) inadaptées ou aprés

complexation avec des nutriments faisant obstacle a leur absorption.

2.1.2. Absorption par la peau (percutané) et les muqueuses

La peau constitue une barriere de protection contre I’environnement extérieur. Si la couche
cornée est imperméable, il existe cependant un certain nombre d’effractions comme les

glandes sudoripares, les follicules pileux ou encore la présence de lésions (bouton, coupure).
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Ces passages permettent I'application de médicaments (pommades) pour obtenir un effet
local (Jepps et al. 2013).

L'administration peut également étre réalisé au niveau des muqueuses qui sont plus
perméables du fait de I'absence d’'une couche cornée (spray pour les mugueuses

rhinopharyngée, collyre pour les yeux).

2.1.3. Absorption par voie respiratoire

L’administration d’un principe actif par voie respiratoire est principalement utilisée pour les
anesthésiants. La surface d’échange disponible varie entre 100 et 200 m? et permet une
absorption importante des médicaments. Le principe actif est généralement sous forme de
gaz, d’aérosol ou de liquide (Ruge, Kirch, et Lehr 2013). Les formes solides sont plus rarement

utilisées par cette voie et présentent une durée d’absorption plus longue.

2.1.4. Absorption immédiate

L'absorption est dite immédiate lorsque la substance est administrée directement dans
I'organisme par voie intraveineuse, intramusculaire ou sous cutanée. Ces voies
d’administration ont la particularité d’éviter le premier passage des principes actifs par le foie
ou ils sont pour la plupart rapidement métabolisés (Figure 9)

L'injection intraveineuse est principalement utilisée en cas d’urgence ou pour les substances
trés mal absorbées par voie orale. Dans ce cas, le médicament ne passe pas par une phase
d’absorption et cela permet une meilleure biodisponibilité dans I’'organisme. Ainsi, le principe
actif agit plus rapidement que lorsqu’il est administré par voie intraveineuse.
L’administration de médicaments par les voies sous-cutanée et intramusculaire impose aux
médicaments de franchir la barriére capillaire (Mathaes et al. 2016). Le passage du principe
actif dans la circulation sanguine est réalisé par diffusion passive. L’absorption est
généralement assez rapide et dépend des propriétés physico-chimiques du médicament. Par
ces voies, le médicament peut également atteindre la circulation générale sans passer par la

veine porte et le foie.
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Figure 9 : Les différentes voies d’administration des principes actifs ou médicaments. L’absorption par voie orale
dirige le médicament par le foie avant qu’il ne soit distribué. L’absorption immédiate évite le premier passage
hépatique (Yagiela et al. 2010).

2.2. Distribution d’un principe actif dans I’organisme

La distribution d’'un médicament dans I'organisme se fait principalement par la circulation
sanguine. lls peuvent étre véhiculés par les protéines plasmatiques telles que I'albumine qui
est la protéine majoritaire du plasma. D’autres éléments du sang comme les lipoprotéines et
les globulines peuvent également jouer le role de transporteur (Jusko et Gretch 1976 ; Pugeat,

Dunn, et Nisula 1981).

L'albumine est la protéine majoritaire dans le sang et permet le transport de nombreuses
substances, en particulier hydrophobes tels que les acides gras ou des médicaments comme
I'ibuproféne et le kétoproféne (Nakagawa, Shimizu, et Yamada 1999). Il s’agit d’une protéine
non spécifique, constituée a la fois de charges négatives et positives réparties uniformément
permettant ainsi le transport de plusieurs types de molécules. La fixation des médicaments
est réversible puisqu’elle met généralement en jeu des liaisons de faible énergie (liaisons

hydrogene ou électrostatiques).
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Les lipoprotéines et les globulines peuvent également jouer le role de transporteurs de
substances actives dans I'organisme en véhiculant les composés lipophiles tels que les

vitamines et les métaux (Wasan et al. 2008).

La liaison aux protéines plasmatiques facilite la circulation de composés tres lipophiles dans le
plasma. La forme liée du principe actif reste dans le sang alors que la forme libre est diffusée
a travers les membranes cellulaires pour rejoindre les différents organes. L'internalisation
dans les différents tissus est fonction de plusieurs parametres et peut se faire par diffusion
passive, par filtration ou par diffusion active (Yuhas 1980).

La diffusion passive dépend directement du gradient de concentration de part et d’autre de la
membrane a traverser mais aussi des propriétés physico-chimiques de la molécule (taille,
caractere lipophile...). Les composés de faible poids moléculaires traversent plus facilement
les membranes. La diffusion est également possible par filtration a travers les pores
membranaires et concerne les molécules de faible masse molaire. Elle permet le passage des
molécules hydrosolubles en suivant le flux de I'eau.

La diffusion active fait appel a des transporteurs membranaires pour le transport de composés
contre le gradient de concentration. Le récepteur est dans ce cas spécifique a une molécule
donnée et a ses homologues structuraux. Ce processus est cependant saturable et
énergétiquement dépendant. La diffusion facilitée utilise également des transporteurs mais
permet le passage des médicaments dans le sens du gradient de concentration et ne nécessite

pas d’énergie (Figure 10).
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Diffusion active Diffusion passive

Figure 10 : diffusion passive et active a travers les membranes cellulaires. Les petites molécules passent a travers
les pores membranaires. La diffusion facilitée nécessite un transport et la diffusion active utilise de I'énergie sous
forme d’ATP.

La distribution des principes actifs dépend également du débit sanguin : Les médicaments sont dirigés
au niveau des organes les plus vascularisés tels que le foie et le rein (Wilkinson et Shand 1975). Dans

le foie, les principes actifs peuvent étre métabolisés puis redistribués dans I'organisme.

2.3. Meétabolisme d’un principe actif

La métabolisation est un processus biochimique de défense mis en ceuvre par I'organisme a
I’égard des molécules étrangeres. Elle a pour objectif principal de transformer les substances
lipophiles en composés hydrosolubles pouvant facilement étre éliminés par I'organisme. Elle
permet de détoxifier les composés administrés ou ingérés mais peut également contribuer a
leur activation. Cette biotransformation est principalement réalisée au niveau du foie mais
elle peut également avoir lieu dans les poumons et les intestins. Deux phases peuvent étre
distinguées : La phase 1 consiste a dégrader la molécule administrée et la phase 2 correspond
a la conjugaison des métabolites pour les rendre hydrophiles (Schmucker 2012 ; Rowland,
Miners, et Mackenzie 2013). Un composé suffisamment hydrosoluble peut étre éliminé sans
passer par les phases 1 et 2. D’autres molécules passent par la phase 1 uniquement ou

directement a la phase 2 avant d’étre éliminées.

La phase 1 correspond a des réactions d’oxydoréduction faisant appel aux cytochromes P450

(Wrighton et Stevens 1992). Ces cytochromes sont une famille d’enzymes retrouvées
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majoritairement dans le foie et I'intestin oU elles catalysent les réactions d’oxydoréduction
nécessaires a la biotransformation des médicaments. Ces enzymes portent un groupement
prosthétique constitué de quatre noyaux pyrole et d’un atome de fer (Fe?*) capable de fixer
I’'oxygene moléculaire et de I'activer (figure 10). Cet oxygéne est ensuite transféré sur le
médicament qui est fixé sur la partie protéique du cytochrome P450. Cette réaction nécessite
I'intervention du NADH (nicotinamide adénine dinucléotide) ou NADPH comme donneur

d’électrons (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate).

COO

COO~

\

Figure 11 : Structure du cytochrome P450 impliqué dans la biotransformation des principes actifs

Durant la phase 2, les groupements fonctionnels issus des réactions de phase 1 sont conjugués
avec un groupement polaire.

La glucuroconjugaison, qui est le mécanisme principal de la phase 2, consiste en la fixation de
I'acide glucuronique sur les atomes d’oxygene, d’azote ou de soufre des métabolites a
transformer (Rowland, Miners, et Mackenzie 2013). Cette réaction est catalysée par les UDP-
glucuronyl-transférases essentiellement retrouvées dans le foie.

Les métabolites peuvent également subir des réactions de sulfoconjugaison, de méthylation
ou d’acétylation (Kauffman 2004). La sulfoconjugaison est catalysée par les sulfotransférases
principalement produites par le foie mais aussi par les intestins, les reins et les poumons. Cette
réaction est possible sur des composés comme les alcools et les amines. La méthylation est
assurée par des méthyltransférases et I'acétylation par des acétyltransférases.

Enfin les métabolites peuvent étre conjugués avec des acides aminés, la glycine ou la

glutamine.
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2.4. Elimination d’un médicament de I’organisme

L’élimination des substances administrées peut étre réalisée selon différents mécanismes
dans l'organisme. Cette étape concerne uniquement la forme libre du principe actif
métabolisé ou ayant gardé sa structure d’origine. L’élimination est principalement réalisée par
la voie urinaire et la voie biliaire (Benet et al. 1996).

L’élimination rénale fait intervenir trois processus qui sont la filtration glomérulaire, la
réabsorption tubulaire et la sécrétion tubulaire (Figure 12). La filtration glomérulaire permet
le passage des molécules de taille inférieure a 60 000 Da. Ainsi seule la forme libre des
médicaments peut étre éliminée pour se retrouver dans l'urine primitive. L’élimination
dépend également de la pression sanguine au niveau du glomérule pour contrer la pression
osmotique due a la concentration trés élevée (de I'ordre de 40 a 50 g/L) de I'albumine,
principale protéine sérique. Les molécules éliminées dans l'urine primitive peuvent étre
réabsorbées au niveau du tube contourné proximal ou de I'anse de Henlé. Les médicaments
éliminés peuvent alors retourner dans la circulation sanguine et potentiellement exercer a
nouveau une fonction biologique ou toxique.

L’élimination des substances peut étre réalisée au niveau du tube contourné distal (TCD). Les
molécules passent directement du sang vers le TCD sans passer par la filtration glomérulaire.

Il s’agit de la sécrétion tubulaire qui est un mécanisme actif faisant appel a un transporteur.
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Figure 12 : Organisation de I'unité fonctionnelle du rein, le néphron. Le sang est filtré au niveau de la capsule de
Bowman. L’'urine primitive arrive au niveau du tube contourné proximal et se dirige vers tube collecteur pour
constituer I'urine définitive préte a étre éliminée (O’Brien et McMahon 2014).
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La deuxieéme voie principale d’élimination des médicaments et des métabolites dérivés est la
voie biliaire. Elle permet d’éliminer les composés non pris en charge par les reins comme les
molécules lipophiles et les molécules de haut poids moléculaire. Les substances excrétées par
la bile sont retrouvées dans l'intestin ou elles sont éliminées dans les feces ou réintroduites
dans l'organisme via le cycle entero-hépatique (Tse, Ballard, et Skinn 1982). Les composés
réabsorbés vont étre de nouveau excrétés jusqu’a ce qu’ils soient complétement éliminés par
la voie fécale (Figure 13).

Il existe également des voies mineures d’élimination qui sont la salive, les larmes, le lait
maternel (Benedetti et al. 2009). La voie pulmonaire est une voie importante d’élimination

des composés volatiles (Chiou 2015).

4
j

Faeces

Figure 13 : Cycle entérohépatique permettant I’élimination des principes actifs dans I’organisme. Les substances
secrétées par la biles sont réabsorbées au niveau de I'intestin et redirigées vers le foie via la veine cave (Jahnel
et al. 2014).

2.5. Cas de la curcumine

2.5.1. Absorption et distribution de la curcumine dans I’organisme

Malgré les innombrables propriétés thérapeutiques de la curcumine, son insolubilité dans

I’eau est un obstacle majeur a son utilisation en tant que médicament.
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Des études se sont intéressées a |'absorption par voie orale de la curcumine chez I'animal.
Aprés ingestion de 500 mg/kg de curcumine, il en résulte une concentration plasmatique de
seulement 1,8 ng/ml sous forme de curcumine sulfaté et de curcumine glucuronide (Jurenka
2009). En effet, plusieurs études réalisées chez I’'animal montrent que plus de 50 % de la dose

ingérée est retrouvée dans les feéces (Anand et al. 2007).

Des essais cliniques réalisés chez des personnes atteintes du cancer montrent également une
tres faible absorption de la curcumine dans I'organisme et une métabolisation trés rapide
(Jurenka 2009; Y. He et al. 2015). Des doses quotidiennes supérieures a 3,6 mg/kg sont

requises pour produire un léger effet thérapeutique (R. A. Sharma et al. 2004).

L'administration de la curcumine par voie intraveineuse chez I'animal permet d’augmenter la
biodisponibilité de la curcumine dans le plasma. Une injection intraveineuse de 2 mg/kg de

curcumine donne une concentration plasmatique de 6,6 pug/ml (J. Sun et al. 2013).

2.5.2. Métabolisme de la curcumine et son élimination de I’organisme

La curcumine étant une molécule hydrophobe, elle subit rapidement une biotransformation
au niveau du foie en faveur de métabolites plus solubles (Jurenka 2009 ; Prasad, Tyagi, et
Aggarwal 2014). En effet, des études réalisées chez la souris ont montré que la curcumine
absorbée dans I'organisme ou administrée par voie intraveineuse est biotransformée en
curcumine glucuronide, en tétrahydrocurcumine ou en hexa-hydrocurcumine au niveau du
foie (figure 14). L’acide férulique et I'acide dihydroférulique sont également des métabolites
secondaires de la curcumine. L'ensemble de ces composés secondaires ont des propriétés
thérapeutiqgues (antioxydantes et antiinflammatoires) qui sont néanmoins tres faibles par
rapport a celles de la curcumine native (Jurenka 2009). Ils sont principalement éliminés par

voies biliaires (Prasad, Tyagi, et Aggarwal 2014; Jurenka 2009).
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Figure 14 : Métabolisme de la curcumine dans I'organisme d’aprés Prasad et al. (2014).
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2.5.3. Solutions apportées pour améliorer la biodisponibilité de la curcumine

Différentes solutions ont été expérimentées pour améliorer I'absorption et la biodisponibilité

de la curcumine dans I'organisme.

Tout d’abord, l'utilisation de composés naturels comme la pipérine augmente |’absorption
intestinale de la curcumine et améliore sa biodisponibilité dans I'organisme (Moorthi et
Kathiresan 2013).

La pipérine, un alcaloide présent dans les fruits de la famille des pipéracées, est le composé
majoritaire du poivre noir. Cette molécule diminue I'activité intestinale permettant a plusieurs
composés de passer dans la circulation sanguine. Ainsi la pipérine peut étre combinée avec la
curcumine pour améliorer sa biodisponibilité dans I'organisme. Des études réalisées chez le
rat et 'homme indiquent que la pipérine inhibe la glucuronidation de la curcumine au niveau
de l'intestin et du foie. Ainsi, chez le rat I'utilisation de la pipérine augmente la concentration
plasmatique de la curcumine de 154 %. Chez I'homme la pipérine permet de multiplier
considérablement le taux de curcumine bio-disponible (Shoba et al. 1998). De plus, des études
soulignent que I'affinité qui existe entre la pipérine et I'albumine contribue a cette meilleure
distribution de la curcumine (Moorthi et Kathiresan 2013; Suresh et al. 2007). Cependant, le

métabolisme hépatique reste un obstacle a I'efficacité de la curcumine.

Des solutions plus technologiques comme les nanovecteurs sont également proposées afin
d’améliorer la disponibilité des principes actifs comme la curcumine. On peut citer les
nanoparticules de PLGA-PEG développée par Khalil et al. (2013) qui ont augmenté la
biodisponibilité de la curcumine de 55,4 fois. Les cyclodextrines présentées par (Rachmawati
et al. (2013) favorisent également l'incorporation de la curcumine dans les cellules et

augmentent ses effets thérapeutiques.

Les nanovecteurs offrent en effet plusieurs avantages dont la possibilité de réaliser un ciblage
de tissus en fixant une molécule d’adressage a la surface mais également de protéger le
principe actif des dégradations et de la métabolisation rapide par |I'organisme. La vectorisation
est aujourd’hui une approche prometteuse pour délivrer efficacement les traitements dans

I'organisme.
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lll.  Les systémes de vectorisation de principes actifs

La vectorisation des médicaments est un concept qui a été évoqué pour la premiére fois a la
fin du 198me siécle par le docteur Paul Ehrlich. Cet immunologiste allemand avait imaginé le
développement d’un « Magic Bullet » capable d’acheminer un médicament jusqu’a son site
d’action. Comme cela a été évoqué dans le chapitre sur la pharmacocinétique, un principe
actif administré dans I'organisme est confronté a de nombreux parameétres pouvant limiter
ses effets thérapeutiques. Les propriétés physico-chimiques du médicament (hydrophobes,
hydrophiles, poids moléculaire etc.) peuvent constituer un premier obstacle a sa distribution
dans I'organisme. Certains principes actifs se heurtent a de nombreuses barrieres biologiques
telles que les membranes cellulaires, I'épithélium et I'endothélium. Des dégradations
enzymatiques peuvent également survenir et diminuer |’efficacité de la molécule administrée.
D’autres médicaments peuvent donner lieu a des effets toxiques en s’accumulant
préférentiellement dans certains tissus. Ainsi la vectorisation des médicaments est parue
comme étant une alternative prometteuse afin d’améliorer I'absorption, la biodisponibilité et
cela en conservant les propriétés thérapeutiques de la molécule active. Cependant les
éléments constituant le vecteur doivent étre métabolisables, biocompatibles et ne présenter
aucun danger pour l'organisme. D’autre part, ces vecteurs doivent préférentiellement
permettre une libération contrélée dans le temps et pouvoir diriger le médicament vers un

organe cible.

A la fin du 20°™¢ siécle la théorie de Paul Ehrlich est devenue possible avec la découverte des
liposomes et des nanotechnologies. A ce jour, des avancées considérables ont été réalisées
permettant de proposer divers systémes a I'échelle du nanometre pour le transport et la
libération des médicaments dans I'organisme. Ces nanotechnologies apportent de nouvelles
caractéristiques physico-chimiques grace a [lutilisation de nouveaux matériaux. Les
nanovecteurs sont classifiés en deux grandes catégories en fonction de leur composition
chimique. Les vecteurs organiques peuvent étre d’origine biologique, naturelle ou

synthétique. Les vecteurs inorganiques sont exclusivement de nature synthétique (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique de quelques nanovecteurs organiques et inorganiques
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3.1. Les nanovecteurs organiques

Les nanoparticules organiques sont les premiéres a avoir été développées dans le domaine de
la vectorisation des médicaments pour leur biocompatibilité. Les plus connues sont les
liposomes, les lipoprotéines, les dendrimeres, les nanotubes de carbone, les nanoparticules

polymériques telles que les micelles, les nanospheéres et les nanocapsules.

3.1.1. Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules synthétiques, constituées de couches lipidiques semblables
a celles des membranes cellulaires. Ces vésicules sont dites unilamellaires lorsqu’elles sont
composées d’une seule bicouche de phospholipides et multilamellaires lorsque celles-ci sont
formées de plusieurs bicouches lipidiques (A. Sharma et Sharma 1997). La structure de ces
nanovecteurs biodégradables et biocompatibles leur permet de traverser facilement les
membranes cellulaires ou de fusionner avec elles pour libérer les principes actifs.

Ces nanovecteurs lipidiques ont connu de nombreuses améliorations depuis leur création afin
d’augmenter |'effet thérapeutique des médicaments transportés. Les liposomes de seconde
génération sont greffés avec des chaines de polyéthyléene glycol (PEG) a leur surface. Cette
« PEGylation » empéche la reconnaissance des vésicules par le systeme immunitaire
(Dzieciuch et al. 2015). Les liposomes de troisieme génération integrent également des
éléments de reconnaissance (anticorps, peptides) dans le but de cibler des tissus (Samori et
al. 2010).

La doxorubicine, un médicament anticancéreux, est le premier médicament a avoir été
transporté par les liposomes (Barenholz 2012). L'encapsulation a montré une libération

prolongée du médicament dans le plasma et une diminution des effets secondaires.

3.1.2. Les lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des complexes naturellement présents dans I'organisme et permettant
la circulation des lipides dans I’organisme. Il existe plusieurs groupes de lipoprotéines classées

en fonction de leur densité. Il s’agit des chylomicrons, des lipoprotéines de tres faible densité
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(VLDL), des lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), des lipoprotéines de faible
densité (LDL) et des lipoprotéines de haute densité (HDL). Le role des chylomicrons et des
VLDL est le transport des acides gras vers les cellules. Les LDL ont pour fonction de fournir le
cholestérol aux cellules alors que les HDL le transporte vers le foie pour qu’il soit éliminé (Song
et al. 2014 ; Zhang et al. 2016 ; Bryant Miles, 2003).

Ces molécules naturelles et biologiques présentent un intérét grandissant dans le domaine de
la vectorisation de médicaments notamment pour leur biocompatibilité. A ce jour, I'utilisation
de ces molécules biologiques comme vecteur de médicament est en cours de geneése.
Plusieurs études traitent de l'utilisation de lipoprotéines reconstituées pour la vectorisation

de principes actifs (Song et al. 2014 ; Zhang et al. 2016).

3.1.3. Les dendrimeres

Les dendriméres sont des macromolécules synthétiques de quelques nanomeétres avec une
structure branchée au niveau des extrémités et un coeur moléculaire. Ces particules
nanomeétriques présentent un intérét grandissant dans le domaine des nanovecteurs puisqu’il
est possible de moduler la composition des extrémités de facon a pouvoir réaliser I'adressage
d’un principe actif vers un organe cible (Malik et al. 2000). Les principes actifs peuvent étre
introduits a I'intérieur des dendrimeres ou fixés a leur surface.

Les dendrimeres PAMAM (polyamidoamine) sont les plus connus et les premiers a avoir été
commercialisés. Les dendrimeres appartenant a cette famille sont biocompatibles, présentent
des extrémités hydrosolubles et permettent le transport de composés hydrophobes. Des
groupements amines se trouvant au niveau de ces extrémités offre la possibilité de fixer des

molécules spécifiques des tissus cibles (Cloninger 2002; Kurtoglu et al. 2009).

3.1.4. Les micelles

Les micelles sont des vésicules sphériques et constituées d’'une molécule amphiphile avec une
téte hydrophile dirigée vers le solvant et une chaine hydrophobe orientée vers I'intérieur de
la particule. La formation des micelles dépend de la concentration micellaire critique (CMC)

qui est la concentration de molécules amphiphiles a partir de laquelle les micelles se forment
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spontanément. La stabilité des micelles est augmentée avec la concentration en molécules
amphiphiles. Cependant, plusieurs CMC peuvent étre atteintes et les copolymeres peuvent
ainsi adopter d’autres arrangements dans I'espace (cylindrique, hexagonale etc.) possédant
une meilleure stabilité stérique (C. K. Liu et Warr 2014). En dessous de la CMC les micelles sont
instables et les molécules amphiphiles peuvent se séparer.

Des micelles peuvent étre obtenues a partir d’un tensioactif composé d’une téte hydrophile
et d’'une chaine hydrophobe. Ce type de micelle présente une CMC tres élevé et se déstructure
a faible concentration. Cette instabilité rend leur utilisation difficile en conditions in vivo
(Oerlemans et al. 2010).

Les micelles polymériques ont quant a eux I'avantage d’étre constitués d’un bloc de polymeére
hydrophile relié a un bloc de polymére hydrophobe. Les micelles obtenues a partir de ces
copolymeres amphiphiles présentent une solubilité plus importante en milieu aqueux et une
meilleure stabilité (Lamprecht et Benoit 2006; Rosler, Vandermeulen, et Klok 2001). Ces
micelles polymériques ont également une structure mieux adaptée pour le transport et la

libération de principes actifs in vivo (Cote et al. 2015).

3.1.5. Les nanosphéres et les nanocapsules

Les nanosphéres et les nanocapsules sont des particules biodégradables sphériques,
composées de polymeres ou de copolymeres. Ces nanovecteurs polymériques sont facilement
modifiables chimiquement afin de fixer a leur surface des groupements fonctionnels tels que
des anticorps, des polypeptides ou des protéines permettant de réaliser un ciblage de tissus
(Bazylinska et al. 2014).

Les nanosphéres sont des systémes matriciels organisés sous forme de réseaux. Le principe
actif est uniformément réparti dans la matrice de polymeéres enchevétrés. La libération du
médicament est réalisée par diffusion ou lors de la dégradation de la particule dans
I'organisme (Liu et al. 2015, Wang et al. 2011). Plusieurs types de nanospheres ont été
développés et different par leur composition chimique. Les plus cités sont les poly(lactide-co-
glycolide) (PLGA) et poly(alkyl-cyanoacrylate) (PACA). Des nanospheéres de type PACA avec de
plus petites chaines latérales ont été mises en place par la suite pour une dégradation plus

rapide dans I'organisme. On peut citer les poly(ethyl-cyanoacrylate) ou PECA, les PICBA ou
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poly(isobutyl-cyanoacrylate) et les poly(isohexyl-cyanoacrylate) ou PIHCA (Chiu et al. 2015 ;
DeMarino et al. 2016 ; Mazzaferro, Bouchemal, et Ponchel 2013 ; Trajkovski et al. 2013).

Les nanocapsules sont des vésicules constituées par un noyau central généralement lipophile
et d’'une couche externe de polymeére. Ces nanoparticules dites de type « réservoirs »
contiennent un liquide dont les propriétés (polaire ou apolaire) dépendent du médicament a
transporter (hydrophile ou hydrophobe). Le médicament confiné au cceur de la capsule est
libéré progressivement dans I'organisme au cours de la dégradation de couche polymérique

(Teixeira et al. 2012).

3.1.6. Les nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone sont des structures régulieres constituées uniquement d’atomes
de carbones reliés de facon a obtenir des arrangements cristallins disposés sous forme de
pentagones, d’hexagones ou d’heptagones. lls peuvent étre composés d’un seul feuillet de
graphéne enroulé sur lui-méme (SWNT, single-walled nanotube) ou de couches multiples
concentriques (MWNT, multiple-walled nanotube). Ces nanotubes possedent des propriétés
thermiques, électriques et mécaniques. lls ont également la particularité d’étre a la fois souple
et d’avoir une tres grande dureté. Ces nanotubes de carbone nécessitent néanmoins une
modification au niveau de leur surface afin de permettre leur solubilité et de délivrer un
principe actif (Kholmanov et al. 2015 ; Song et al. 2013 ; Wu et al. 2013). Ces nanovecteurs
sont dégradées dans I'organisme par la myéloperoxidase qui est une enzyme produite par les
neutrophiles (Kotchey et al. 2013).

Les nanotubes ont montré leur efficacité dans le domaine des nano-médicaments en
transportant des principes actifs comme le méthotrexate, un agent anticancéreux (Samori et

al. 2010).

3.2. Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques ont la particularité d’avoir un noyau présentant de
nombreuses propriétés magnétiques, fluorescentes ou optiques. Une couche protectrice
organique est ajoutée a leur surface afin de ne pas étre reconnues par le systeme immunitaire.
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A cette pellicule de surface peuvent étre attachées des molécules d’adressage aux tissus
cibles. Dans cette catégorie peuvent étre cités les « quantum dot » et les nanoparticules

d’oxyde de fer magnétique.

3.2.1. « Quantum dot »

Les « quantum dot » sont des particules constituées d’atomes métalliques formant des
nanocristaux sphériques et semi-conducteurs. Ces nanoparticules ont la particularité
d’émettre une fluorescence lorsqu’elles sont excitées par une source lumineuse. L'un des
avantages des « quantum dot » réside dans leur durée d’émission plus longue que celle des
fluorophores organiques. La longueur d’onde d’émission dépend de la taille des particules et
présente une large gamme. Ces nanoparticules sont essentiellement utilisées pour le
transport de métaux lourds (Se, Cd, Te) et nécessitent I’ajout de ligands a la surface pour leur

solubilité (Probst et al. 2013 ; Han et al. 2015).

3.2.2. Nanoparticules d’oxyde de fer magnétique

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont constituées d’un noyau magnétiquement actif comme
le fer, le Nickel ou le cobalt et peuvent étre classées en deux catégories. Les SPION
(SuperParamagnetic Iron Oxides Nanoparticles) ont un diamétre supérieur a 50 nm et les
USPION (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxides Nanopartic) une taille inférieure a 50 nm.
Ces nanoparticules nécessitent le greffage de composés organiques a leur surface afin de ne
pas induire de toxicité liée au métal qu’elles contiennent. L'une des utilisations des
nanoparticules d’oxyde de fer est de cibler les cellules cancéreuses afin de les éliminer. Un
ligand fixé a la surface de ces particules et spécifique de récepteurs exprimés par les cellules
cancéreuses favorise leur fixation et leur internalisation. Une onde électromagnétique est
ensuite appliquée afin de perturber le fonctionnement de la cellule et induire la production
de radicaux libres responsables de la mort cellulaire ou apoptose (Mustafa et al. 2013). Les
nanoparticules d’oxyde de fer trouvent également leur place en imagerie médicale
puisqu’elles sont détectables en Résonance magnétique nucléaire (Kucheryavy et al. 2013 ;

Ling et Hyeon 2013 ; Rosen et al. 2012 ; Stanley et al. 2012).
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Il existe ainsi plusieurs types de nanovecteurs permettant de transporter des principes actifs
dans I'organisme. Cependant, les vecteurs organiques sont privilégiés du fait de leur caractere
biocompatible et biodégradable. De ce fait, I'utilisation de polymeres naturels tels que les
polysaccharides de macroalgues dans le domaine des nano-médicaments suscite beaucoup

d’intéreét.
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IV. Les algues et leur utilisation

Les algues sont des organismes aquatiques et chlorophylliens qui peuvent étres classifiées en
fonction de leurs caractéristiques morphologiques, de leur composition et de leur utilisation.
Certains de ces organismes comme les cyanobactéries appartiennent au regne des
procaryotes. Dans la catégorie des eucaryotes peuvent étre citées les macroalgues telles que
les Chlorophycées, les Phéophycées et les Rhodophycées. Les macroalgues constituent une
ressource importante de composés tels que les polyphenols, les vitamines, les lipides, les sels
minéraux et les polysaccharides. Ces molécules bioactives sont valorisables dans divers
domaines tels que l'industrie alimentaire, les cosmétiques, l'industrie pharmaceutique.
L'industrie mondiale des algues marines représente 6 milliards de dollars annuels et pres de 1

million de tonnes d’algues sont exploitée chaque année (Figure 16).

L'alimentation humaine est le premier secteur d’utilisation des macroalgues dans le monde.
Dans les pays asiatiques, les algues ont toujours eu leur place dans I'alimentation notamment
pour leur richesse nutritionnelle. Le secteur alimentaire exploite également les propriétés
rhéologiques que peuvent apporter certaines molécules algales telles que les polysaccharides.
Dans l'industrie cosmétique, les molécules d’algues trouvent également leur place dans la
composition de nombreux produits.

Le domaine pharmaceutique et médical valorise les composés antioxydants et anti-
inflammatoires des algues permettant de lutter contre le développement de pathologies

comme le cancer et les maladies cardiovasculaires.

Monde (14 millions tonnes) France (90000 tonnes*)

W Alimentation

W Agriculture,
traitement des eausx,
hien-etre

Industrie agro-
alimentaire, chimie
fine et microbiclogic

Représentation des principales utilisations des algues dans le monde et en France (*imports inclus).
Données du CEVA.

Figure 16 : Domaine de valorisation des algues dans le monde et en France selon le CEVA (Centre d’Etude et de
Valorisation des algues)

47



4.1. Composition des algues marines

4.1.1. Les polysaccharides de macroalgues ou phycocolloides

Les polysaccharides de macroalgues, également appelés phycocolloides, sont les principaux
constituants de la paroi. Parmi les plus connus sont retrouvés I'agar, les alginates et les
carraghénanes qui peuvent représenter jusqu’a 50 % de la masse séche des algues. Cette
étude est focalisée essentiellement sur les alginates et les carraghénanes. Les alginates
peuvent étre extraits d’algues brunes tels que Sargassum binderi et Turbinaria ornata. Les
carraghénanes sont des constituants d’algues rouges comme kappaphycus alvarezii et

Euchema denticulatum.

Les alginates

Les alginates sont les polymeéres les plus représentés dans la composition des algues brunes
de la famille des Sargasses. lls sont formés d’un enchainement linéaire de deux monomeres
dérivés du mannose, I'acide mannuronique (M) et I'acide guluronique (G). Ces monomeres
sont reliés par une liaison B 1,4 et peuvent former un homopolymere ou un hétéropolymere.
Un homopolymere peut étre constitué d’un enchainement d’acide mannuronique ou d’acide
guluronique (figure 17). Un hétéropolymere est caractérisé par une succession des deux types

de monomere (Santi et al. 2008).
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Figure 17 : Les différentes structures possibles des alginates (Paques et al. 2014)
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La composition en M et G d’un extrait d’alginates a une influence sur les propriétés physico-
chimiques et rhéologique du polymere. Un extrait riche en acide guluronique est apprécié
dans l'industrie alimentaire pour sa capacité a former un gel. Un extrait riche en acide
mannuronique a une apparence plus visqueuse. Le rapport M/G qui varie entre 0,25 et 2,25
permet d’apprécier la qualité des alginates (Mitchell et Blanshard 1976).

Les alginates peuvent exister sous différentes formes qui n‘ont pas les mémes propriétés.
L’alginate de sodium par exemple est soluble dans I'eau alors que I’alginate de calcium peut
étre dissout uniguement en milieu alcalin.

Du fait de leurs propriétés physico-chimiques et rhéologiques, les alginates sont valorisés dans
plusieurs domaines. lls trouvent leur place essentiellement dans les domaines alimentaire,

pharmaceutique, cosmétique et médical.

Les carraghénanes

Les carraghénanes sont des polysaccharides sulfatés qui sont classés en fonction du nombre
de ces groupement sulfate et de leur position au sein de la molécule. lls sont constitués par
un enchainement de D-galactopyranose sulfatés et reliés entre eux par des liaisons
glycosidiques a-(1 - 3) et B-(1 - 4). Les plus cités sont les kappa-carraghénanes, les iota-
carraghénanes et les lambda-carraghénanes (figure 18). Plusieurs carraghénanes différents

peuvent étre retrouvés au sein d’'une méme algue (van de Velde et al. 2002).

Lambda carrageenan

Figure 18 : Les carraghénanes les plus représentés dans la nature (van de Velde et al. 2002). Ils sont constitués
de dérivés de galactopyranose sulfatés.
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Les carraghénanes font partie des agents texturant les plus utilisés dans lindustrie
agroalimentaire. Le marché mondial de ces biopolyméres a été estimé a 750 millions de dollars
en 2013 et les plus gros producteurs sont les Philippines (77 % du marché mondial). Comme
les alginates, les nombreuses propriétés des carraghénanes permettent leur valorisation dans
d’autres secteurs. lls sont également présents dans les industries cosmétique et

pharmaceutique et dans le domaine biomédical comme décrit dans les paragraphes suivants.

4.1.2. Les composés nutraceutiques des algues

De nombreuses études réalisées sur la biodiversité ont pu démontrer la richesse des algues
en polyphénols, vitamines, oligoéléments et acides gras insaturés (Kendel et al. 2012).

Les molécules antioxydantes sont produites par les végétaux supérieurs terrestres et marins
pour se protéger de I’environnement extérieur. Ces composés ont pour fonction de neutraliser
les especes réactives a I'oxygéne connues pour leurs effets néfastes sur les cellules. Les
molécules antioxydantes les plus représentées chez les algues marines sont les phlorotannins,
les flavonoides, les caroténoides, le tocophérol, et I'acide ascorbique (Heo et al. 2003 ; T.
Wang et al. 2012).

Les algues sont également une source importante de minéraux qu’elles puisent dans leur
environnement aquatique. Elles sont appréciées pour leur richesse en macroéléments comme
le magnésium, le calcium. Elles contiennent aussi des oligoéléments comme l'iode, le zinc, le
bore et le fer (ElImegeed et al. 2014 ; Bhatia 2015).

Les vitamines sont également présentes dans la composition de ces végétaux aquatiques
(Ragupathi Raja Kannan et al. 2013). Les algues brunes et vertes sont majoritairement trés
riches en vitamine C et les algues rouges en vitamine E. Ces deux derniers composés sont aussi
connus pour leur pouvoir antioxydant. Certaines algues comme la spiruline renferment de
vitamine du groupe B comme la vitamine B12 qui est trés peu retrouvée chez les végétaux
terrestres (Kumudha et Sarada 2014).

Le taux de protéines dans la composition des algues est variable selon I'espéce (Mahre et al.
2014). Les algues rouges montrent généralement une teneur plus importante que les algues

brunes. La spiruline est connue comme étant I’algue la plus riche en protéines.
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Les algues contiennent trés peu de lipides qui ne représentent que 3 % de la matiere séche
(Tibbetts, Milley, et Lall 2016). Cette faible proportion correspond a des acides gras essentiels
tels que les oméga 3 et les oméga 6 (Schmid, Guihéneuf, et Stengel 2016).

Les algues ont donc cette particularité d’avoir un large spectre de composés qui sont a I’origine

de leur valorisation dans différents secteurs.

4.2. Les algues dans |'alimentation humaine et animale

Dans les pays asiatiques comme le japon et la chine, les algues sont consommées
traditionnellement depuis des siecles. Ces pays restent aujourd’hui les plus gros
consommateurs d’algues et détiennent le monopole de I'industrie algale. Dans les pays
européens, |'utilisation traditionnelle des algues dans I'alimentation humaine est trés peu
connue et limitée aux zones cétieres comme la Bretagne, et quelques pays du nord de
I’'Europe. De nos jours, les algues séduisent de plus en plus les consommateurs européens du
fait de leur richesse nutritionnelle, de leur valeur diététique et de leurs nombreux bienfaits
sur la santé mis en avant par de récentes études. Cependant, en Europe, |'utilisation
alimentaire des algues et de ses produits dérivés est soumise a des réglementations depuis la
fin du 208™e sjecle. A ce jour, seulement une vingtaine d’espéces d’algues sont autorisées a la
consommation directe.

Les algues du genre Porphyra, également connues sous le nom de Nori, sont les plus
consommées et sont utilisés majoritairement dans les sushis (Taboada, Millan, et Miguez
2012). Certaines algues du genre Laminaria sont également utilisées dans I'alimentation
principalement en Asie. Elles sont également cultivées et consommées en France.

Sila consommation directe des algues est peu connue dans les pays européens et en Amérique
du Nord, leurs produits dérivés comme les phycocolloides sont largement appréciés pour leurs
propriétés texturantes. Les carraghénanes sont des additifs alimentaires (E407) retrouvés
dans la composition de nombreux produits comme gélifiant, épaississant et stabilisant. Ils sont
principalement utilisés dans I'industrie laitiere pour leurs propriétés gélifiantes. De plus, les
carraghénanes permettent de remplacer les gélatines animales pour les consommateurs

végétariens.
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Les alginates sont également des agents texturant correspondant a l'additif E400. Les
propriétés physico-chimiques des alginates sont aussi trés appréciées dans la cuisine
moléculaire pour obtenir des spheres de différents golts comme les perles assimilable au
caviar.

Depuis des siecles, les algues sont utilisées pour I'alimentation animale, aussi bien en Europe
gue dans les pays asiatiques. De nos jours les algues sont présentées sous forme de farine
pour la nutrition des animaux d’élevage. Parmi les algues les plus utilisés, Macrocystis pyrifera
et Ascophyllum nodosum peuvent étre citées (Cruz-Suarez et al. 2009 ; Chaves Lopez et al.

2016).

4.3. Les algues dans le domaine pharmaceutique et cosmétique

A limage des végétaux terrestres, les algues marines ont également développé des
mécanismes de défense contre les agressions extérieures tels que I'exposition au soleil. Ces
agressions extérieures entrainent la production d’espéces réactives de |'oxygéne (ROS)
capables de générer des dommages responsables de la destruction des cellules. De
nombreuses études ont démontré que les algues, comme les végétaux terrestres, produisent
des enzymes pro-oxydantes et des molécules antioxydantes pouvant empécher la survenue
d’un stress oxydatif (Zubia et al. 2009 ; Sabeena Farvin et Jacobsen 2013).

Les molécules antioxydantes ont montré leur efficacité contre plusieurs pathologies et sont
de ce fait de plus en plus recherchées. Parmi ces molécules, certaines sont également
associées a des propriétés anti-inflammatoires agissant en synergie avec leur pouvoir
antioxydant pour lutter efficacement contre ces pathologies (Ku et al. 2013 ; Mikami et
Hosokawa 2013).

Dans le domaine de la cosmétique, les antioxydants sont également appréciés pour leurs
nombreux bienfaits. Ils peuvent étre utilisés pour la conservation des produits cosmétiques
contre I’oxydation et le rancissement. Cependant leur intérét majeur dans ce domaine est leur
pouvoir antivieillissement sur les cellules de I'épiderme. Lors du vieillissement de la peau, un
déséquilibre entre la production de ROS et celle des molécules antioxydantes est instauré.
L'utilisation de produits cosmétiques contenant des composés antioxydants permet de

restaurer cet équilibre et de préserver la structure des cellules (H.-M. D. Wang et al. 2015).
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Les phycocolloides des macroalgues sont largement utilisés dans le domaine pharmaceutique.
Leurs propriétés biocompatibles permettent leur intégration dans la formulation d’excipient
de médicaments. Les alginates sont utilisés comme étant des agents stabilisant, de viscosité
ou peuvent servir de liant pour comprimés. Les alginates sont également utilisés dans la
fabrication de pommade et de pansement pour leur capacité a accélérer le processus de
cicatrisation (Pereira et al. 2013 ; T. Wang et al. 2015).

Dans I'industrie cosmétique les alginates et les fucanes extraits de macroalgues sont connus
pour leurs effets contre I'acné et le vieillissement. Ils sont ainsi retrouvés dans la composition

de nombreux produits de soin pour la peau (Thomas et Kim 2013 ; Kang et al. 2013).

4.4. Les algues dans le domaine biomédical

Dans le domaine médical, la recherche de nouveaux matériaux biocompatibles pouvant
favoriser la régénération d’organes défaillants ou véhiculer des principes actifs suscite
beaucoup d’intérét. Ces polymeres ont I'avantage d’étre non toxiques, biodégradables et
abondants.

Ces dernieres années des études ont montré la capacité de certains phycocolloides a aider a
la réparation de tissus endommagés. Les alginates ont largement été évalués pour la
reconstruction des os du squelette (Venkatesan et al. 2015). Les polysaccharides sulfatés
comme les carraghénanes ont montré leur capacité a favoriser la régénération du cartilage
articulaire (Silva et al. 2012).

Les phycocolloides ont un intérét majeur dans le domaine des nano-médicaments pour leurs
propriétés physico-chimiques et leur biocompatibilité. Des études sont focalisées sur
I'utilisation des polymeéres extraits d’algues pour la vectorisation de principes actifs dans
I’organisme. Différents types de nanovecteurs ont pu étre développés au cours des dernieres
décennies pour véhiculer différents types de principes actifs en utilisant les phycocolloides. Ils
peuvent étre sous forme de nanosphéres, de nanocapsules ou encore présentés sous forme

de micelles (Ahn et al. 2014 ;Cavalli et al. 2014, Sarei et al. 2013).
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Partie Il : Résultats et travaux
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Chapitre 1 : Extraction et caractérisation de polysaccharides de macroalgues

Les algues marines sont une source importante de molécules d’intérét telles que les vitamines,
les minéraux, les acides gras et les polyphénols. De ce fait, ces végétaux marins trouvent leur
place dans différentes filieres de valorisation comme les industries alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. Dans les Mascareignes, les algues constituent une ressource abondante et
invasive mais tres peu valorisée. Dans cette partie de I’étude, des algues issues de La Réunion,
Maurice et Madagascar ont été évaluées pour leur potentiel de valorisation notamment pour

leur teneur en polysaccharides.

Les polysaccharides de macroalgues ou phycocolloides sont les composés majoritaires de ces
végétaux marins. Cette étude s’est intéressée aux alginates provenant d’algues brunes
(Sargassum binderi) et aux carraghénanes extraits d’algues rouges (Kappahycus Alvarezii et
Euchema denticulatum). Ces polymeres sont principalement valorisés dans les domaine
alimentaire, pharmaceutique et médical comme cela a été présenté dans la partie I. En effet,
les alginates et les carraghénanes sont retrouvés dans la composition de nombreux produits
alimentaires pour leurs propriétés texturantes. Les polysaccharides de macroalgues sont
également présents dans I'industrie pharmaceutique comme excipients de médicaments ou

pour leurs propriétés biologiques.

L'objectif de cette partie était d’extraire les polysaccharides des macroalgues et de
caractériser leur structure. Pour ce faire, un nouveau protocole utilisant les ultrasons a été
développé. Il s’agit d’'une méthode d’éco-extraction visant a extraire rapidement les
polymeres tout en conservant leur structure et leurs propriétés physico-chimiques.
L’optimisation des parametres (puissance des ultrasons, température etc.) permet d’atteindre
en quelques minutes des rendements obtenus en quelques heures par des protocoles
conventionnels. Les extraits ont été ensuite analysés par spectroscopie RMN (Résonance
Magnétique Nucléaire) et chromatographie d’exclusion pour vérifier I'intégrité structurale des
polysaccharides. En effet, I'objectif final de ce travail de these étant d’utiliser ces polymeres
naturels pour la confection de nanovecteurs de médicaments, il était important d’extraire ces

molécules sans altérer leur structure et leurs propriétés physico-chimiques.
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La méthode est décrite sur I'article suivant soumis au journal Carbohydrate Polymers:
« ultrasound-assisted extraction and structural characterization of polysaccharides from

seaweeds ».

57



Ultrasound-assisted extraction and structural characterization of polysaccharides from
seaweeds

Latufa Youssouf 2, Laura Lallemand ®, Pierre Giraud ?, Faiza Soulé 2, Archana Bhaw-Luximon ¢, Olivier
Meilhac 2, Christian Lefebvre D’Hellencourt ?, Dhanjay Jhurry ¢, Joél Couprie

@ UMR DéETROI, Inserm U1188 - Université de la Réunion, Diabete athErohrombose Thérapies Réunion
Océan Indien CYROI, 2 rue Maxime Riviére, 97490 SAINTE CLOTILDE, La Réunion, France

b plateforme de recherche CYROI, 2 rue Maxime Riviére, 97490 Sainte Clotilde, La Réunion, France

¢ Centre for Biomedical and Biomaterials Research (CBBR), University of Mauritius, MSIRI Building,
Réduit, Mauritius

* Corresponding author. Tel.: +262 262 93 33 65; Fax: +262262 93 82 37; E-mail address:
joel.couprie@univ-reunion.fr

Abstract

Polysaccharides from seaweeds are interesting materials for food and pharmaceutical applications
such as drug delivery due their biocompatibility and biodegradability. Extraction of these biopolymers
is usually performed during several hours to obtain a significant extraction yield. In this paper, we
report on a new process to extract alginates from brown seaweeds (Sargassum binderi and Turbinaria
ornata) and carrageenans from red seaweeds (Kappaphycus alvarezii and Euchema denticulatum) with
the assistance of ultrasound. The effect of several parameters (pH, temperature, algae/water ratio,
ultrasound power and duration) was investigated to determine optimal extraction conditions. The
extracted polysaccharides represented up to 55% of the seaweeds dry weight and were obtained in a
short time (15-30 minutes) as compared to 27 % in 2 hours for conventional extraction. NMR and SEC
analysis were used to characterize the extracted polymers. Ultrasound allowed the reduction of
extraction time without affecting the chemical structure and molar mass distribution of alginates and

carrageenans.

Key words: Alginates, Carrageenans, Extraction, Ultrasound, NMR, SEC

1. Introduction

Seaweeds represent a natural resource of numerous valuable compounds such as polyphenols,
vitamins, peptides and polysaccharides (Garcia-Rios et al. 2012, Sabeena Farvin & Jacobsen 2013,
Skrovankova, 2011). These bioactive components find their applications in food, pharmaceutical and

cosmetic industries. The economic potential of seaweeds is getting more and more important with the
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seaweed industry representing more than USS$7.4 billion (Bolton et al. 2012, FAO 2014). Many studies
have focused on the use of polysaccharides from seaweeds for drug delivery systems (Wang 2014,
Nesamony et al. 2012, Silva et al. 2012). Polysaccharides, including alginates and carrageenans, are the
major components of seaweeds where they constitute the cell wall (Holdt et al. 2011).

Alginates are a family of natural brown seaweed polymers consisting of 1-4 linked B-D-mannuronic
acid (M) and 1-4 linked a-L-guluronic acid (G) residues. The two monomers can be arranged in
homopolymeric and heteropolymeric blocks (Davis et al. 2003). A high proportion in guluronic acid
gives gel forming properties to alginates appreciated for food applications (Brownlee et al. 2009). In
the pharmaceutical industry, alginates are used for their capacity to activate the healing process
(Catanzano et al. 2015, Doyle et al. 1996, Yanova et al. 2012).

Carrageenans are a family of linear sulfated polysaccharides from red seaweeds. The repeat unit is a
disaccharide of 3-linked beta-D-galactopyranose (G) and 4-linked alpha-D-galactopyranose (D) or 4-
linked 3,6-anhydro-alpha-D-galactopyranose (DA). There are several types of carrageenans that are
classified according to the number, the position of sulfate groups and also by the presence of the 3,6-
anhydro-bridge on the 4-linked-galactopyranose unit (van de Velde et al. 2002). Carrageenans are
widely used in many food products as gelling agents, emulsifiers, thickeners or stabilizers (Djaeni et al.
2013).

Extraction of alginates and carrageenans is usually carried out in hot water during several hours (Al-
Alawi et al. 2011, Andriamanantoanina et al. 2010, Fertah et al. 2014). Nowadays, eco-friendly
methods are increasingly developed in order to improve extraction processes. Ultrasounds and
microwaves can be used to limit energy consumption by reducing the time of the process. Microwave-
assisted extraction of carrageenans from E. cottonii and E. spinosum in aqueous organic solvents
allowed a substantial reduction of extraction time and low consumption of organic solvents (Uy et al.
2005) and the same method was also applied successfully to extract carrageenans from Hypnea
musciformis (Vazquez-Delfin et al., 2014). The efficiency of ultrasound to extract phenolic compounds
and essential oils has already been demonstrated and show better yields of extract than conventional
processes (khan et al. 2010, Tekin et al. 2015, Wong Paz et al. 2015). However, there are few studies
on the use of ultrasound to extract compounds from marine resources.

In the present study, we report on the extraction of alginates from Sargassum binderi using ultrasound.
The effect of temperature, time, pH, algae/water ratio and ultrasound power on the yield of
polysaccharide extraction was analysed. Ultrasound-assisted extraction efficiency was also assessed
on carrageenans from Kappaphycus Alvarezii and Euchema Denticulatum. After extraction and
purification, the extracted polysaccharides were fully characterized by Nuclear Magnetic Resonance

(NMR) and Size Exclusion Chromatography (SEC).
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2. Material and experimental methods

2.1. Collection and preparation of the seaweeds

Species of brown seaweeds (Sargassum binderi and Turbinaria ornata) were collected in Mauritius in
May 2014. A specimen of Sargassum was harvested from Pointe-aux-Piments. A second sample of
Sargassum and Turbinaria were collected from Baie-du-Cap. Red seaweeds (Euchema Denticulatum
and Kappaphycus alvarezii) were provided by IBIS Algoculture (Madagascar). Voucher specimen of
each sample were deposited at the Herbarium of the Mauritius Sugar Industry Research Institute
(MSIRI).

Once harvested, the seaweeds were washed with water to remove sand, salts and epiphytes. The algae
were then dried, milled into a powder with a home blender and stored under vacuum until extraction

stage.

2.2. Extraction of polysaccharides

Before polysaccharide extraction, dried seaweeds were treated overnight with an 80 % ethanol
solution at room temperature. Pre-treated algae were filtered with a 10 um Millipore nylon mesh and
washed with distilled water. Ultrasound-assisted extraction of the polysaccharides was then
performed using a PEX3 Sonifier (REUS, Contes, France) consisting of a temperature-controlled inox
jug with maximal capacity of 3 L topped by a stirring system and equipped with a transducer operating
at a frequency of 25 kHz at the base with maximum input power of 150 W.

Temperature, pH, algae/water ratio and the ultrasound power were varied to determine the optimal
conditions of extraction for each type of polysaccharides (alginates and carrageenans). To remove
algae residues after extraction, hot filtration was realised because of the viscosity or the rapid gelling
of polysaccharides. The calculated yield of polysaccharides corresponded to the mass ratio of sugar

over the quantity of extracted seaweeds.

2.3. Experimental design for alginates extraction using ultrasound

To evaluate the influence of several parameters (pH, algae/water ratio, ultrasound power) on the yield
of polysaccharides, a 32 fractional experimental design with 3 replicates at the centre point was used
(Supplementary data 1). The pH was varied from 8 to 12 using NaOH, the algae/water ratio from 10 to
30 g/l and the duration from 20 to 40 min. The response corresponded to the yield of extracted

polysaccharides.
2.4. Purification of alginates
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Two methods adapted from Gomez et al. (2009) were performed to isolate extracted polysaccharides
from others compounds. The first technique consisted in adding ethanol slowly into the suspension
under stirring. The precipitate was then isolated and freeze-dried to obtain sodium alginate in powder
form. The second way used to purify alginates was the precipitation of these biopolymers using
calcium chloride. A 5 % solution of CaCl, was added slowly to transform sodium alginate into calcium
alginate. A 1 N hydrochloric acid solution was added up to pH 4 in order to convert polysaccharides
into the insoluble alginic acid form. The formed precipitate was first filtered using a 0.45 um Millipore
filter to eliminate calcium ions and washed. The precipitate was then suspended in water and all alginic
acid molecules were changed into sodium alginates with a 0.5 % Na,COs solution. Polysaccharides were
isolated by precipitation using ethanol and then filtered. Finally, the precipitate was washed with
ethanol and freeze-dried.

2.5. Extraction of carrageenans using ultrasound

To extract carrageenans, 10 g of pre-treated seaweed (Kappahycus Alvarezii or Euchema Denticulatum)
were suspended in water (10 g/l) at pH 7 and subjected to ultrasound (150 W). After extraction, a hot
filtration was performed to remove algae residues. The filtrate was placed at 4 ° C for several hours to
obtain a gel. Carrageenans were isolated by filtration, washed with cold water (4°C), frozen and

lyophilized.

2.6. Size exclusion chromatography (SEC)

SEC was performed on a 1260 Infinity GPC/SEC System (Agilent Technologies) with a PSS Suprema
column. After filtration using a 0.22 um Millipore filter, 400 pl of the sample (1 mg/ml) was injected
into the column. Elution was realised with a 0.5 g/l NaNOs solution at a flow rate of Iml/min. The
calibration was performed using a mixture of dextran with various molar weights (180 Da, 4400 Da,
21400 Da and 277 000 Da). The molecular weight of extracted polysaccharides was estimated using

the obtained calibration curve.

2.7. Structural characterization

To perform NMR analysis, 10 mg of sample (either alginates or carrageenans) were dissolved in 1 ml
of D,0, tetramethylsilane (TMS, Sigma-Aldrich, Germany) was used as reference. Spectra were
recorded on a 600 MHz Avance Ill Bruker NMR spectrometer equipped with a *H/*F, 3C and >N
cryoprobe. All NMR data such as 'H, 3C, 2D COSY, 2D TOCSY, 2D ®H -3C HSQC and 2D *H -3C HMBC
were obtained at 344 K. *H NMR spectra were recorded with 128 scans using a sweep width of 10 ppm.
2D spectra were obtained with 32 scans and a sweep width of 10 ppm for *H and 120 ppm for 3C. In

all spectra, the carrier was placed at 4.7 ppm for *H and 50 ppm for 3C.

2.8. Statistical analysis
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All statistical analyses were carried out using Minitab 17 software. The Student t-test was used to
compare the yields of alginates obtained with ultrasounds against the extract obtained without
ultrasounds (p < 0.01). One-way analysis of variance (ANOVA) was performed to compare the yield of
carrageenans with the control obtained without ultrasounds. When data showed significant

differences a Tukey post-test was used (p < 0.05).

3. Results and discussion

3.1. Optimisation of the temperature and ultrasound power for alginate extraction

The effects of temperature and ultrasonic power on the yield of polysaccharides were investigated
while keeping the other parameters constant (algae mass/water volume, pH and extraction time).
Alginates can be extracted in alkaline conditions and ideally at temperature varying between 60°C and
100°C (Andriamanantoanina et al. 2010, Fenoradosoa et al. 2009, Garcia-Rios et al. 2012, Gomez et al.
2009). The optimal temperature and ultrasound power were determined by setting the algae/water
ratio to 10 g/l and the pH to 11. For ultrasound power optimisation, the temperature was set to 50°C
and for temperature optimisation, the ultrasound power was set to 150W.

In all tested conditions, the extraction process was stopped after 30 min and polysaccharides were
isolated and dried. The results showed that the yields of extracted polysaccharides increased with
temperature (Fig. 1a) and the best yield (27 %) was obtained at 90°C. Increasing ultrasound power
from 75 to 150 W also improved the extraction process efficiency (Fig. 1b). The optimal ultrasound
power corresponds to the limit of the extractor device (150 W) but was enough to enhance by tenfold
the extraction yield compared to the extraction without ultrasound.

NMR analysis was performed on extracted alginates exposed to ultrasound (50°C, 150 W, 30 minutes)
and without ultrasound to compare the structure of the polysaccharides. No significant difference
between the *H NMR spectra was seen (Fig. 1c and 1d). In the light of these results, the temperature
was increased to 90 °C and the ultrasonic power at 150 W during 30 minutes, in order to maximize the

extraction yield.

62



W
=]
Q
-
N
o

§ 25 E 10
E __ 20 = ‘g 8
- o
SS g
e2 55 2z 6
S ..
2 T 10 ) ® 4
5 T
= 5 = 2
]
- o T T T T T T 1 0w Y T T 1
30 40 50 60 70 8o 9o 100 0 50 100 150 200
Temperature (°C) Ultrasound (W)
C

50 45 40 [opm]

Fig. 1. Effect of the temperature (a) and the ultrasound power (b) on the yield of polysaccharides (n=3). Extractions were
performed during 30 min and the pH was set at 11. IH NMR Spectra of alginates extracted with ultrasound at 150 W (c) and
without ultrasound (d).

3.2 Parameters affecting alginate extraction by ultrasound

The influence of pH, algae/water ratio and the time of exposure to ultrasound on the extraction
efficiency was analysed using a fractional experimental design with 3 replicates at the centre point.
The highest extraction yield of alginates (54%) was obtained by applying ultrasounds for 40 min at

pH=12 using an algae/water ratio of 10g/| (see Supplementary data 1).

The results showed that both ultrasound and pH strongly influenced the extraction yield (Fig. 2a).
When the pH was lower than 10, the extraction yields remained weak regardless of the other variables.
Na*ions interact with the carboxylic groups of the alginates. A very basic pH led to a faster diffusion of
alginates from the seaweed extracts to the solvent. Furthermore, figure 2a shows that the lowest
algae/water ratio gave the highest yield of polysaccharides. The difference of concentration between
the intracellular medium and the extraction solvent helped the diffusion of the polysaccharides to the
external environment. Thus, the higher the algae/water ratio, the lesser was the polysaccharides

diffusion. The effect of time on alginate yield was investigated in the established optimal conditions
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(ultrasounds: 150 W, algae/water ratio: 10 g/l, pH 12). The use of ultrasounds required 30 minutes to
reach a plateau for extraction (Fig. 2b). NMR data showed that application of ultrasound for more than
1 hour probably led to polysaccharide degradations with the appearance of additional signals at 3,8

ppm, 3,9 ppm and in the anomeric region (between 4,75 and 4,85 ppm) (see supplementary data 2).
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Fig. 2. Response surface of alginates yield corresponding to tested experimental points presented in Supplementary
data 1 (a). Extraction efficiency in optimized conditions of ultrasound power (150 W), pH (12), temperature and
algae/water (10g/l) ratio (b). The bars represent the standard deviation (n=3).

Based on these results, an optimized process for alginates extraction to maximise yields (Fig. 3) as
compared to conventional methods was thus established. First, a pre-treatment with an ethanol
solution allowed the elimination of compounds other than polysaccharides such as pigments, fatty
acids and polyphenols (Hong et al. 2007, Nawaz et al. 2006, Norziah & Ching 2000). The efficiency of
alcoholic solvents to extract this type of molecules from plants has already been demonstrated (Gironi
& Piemonte 2011, Metivier et al. 1980, Zhao & Li 2015). Acid pre-treatment is often performed before
alginate extraction (Fenoradosoa et al. 2014, Torres et al. 2007, Vauchel et al. 2008). In our study, NMR
analysis showed that ethanol was highly effective for eliminating impurities (fig. 4). Indeed, the *H NMR
spectrum of untreated algae (Fig. 4a) shows peaks which are not corresponding to alginate signals and

that are effectively suppressed by ethanol pre-treatment (fig. 4c).

Second, the extraction of polysaccharides was performed on pre-treated seaweeds using determined
optimal conditions of pH (12), temperature (90°C), algae/water ratio (10 g/l) and ultrasounds (150 W).
Purification of alginate extracts was adapted from Gomez et al. (2009) as presented in figure 3. NMR
analysis did not reveal significant differences of composition between the sample obtained by CaCl,
precipitation and those purified with ethanol only (Fig. 4b and 4c.). The latter process may be preferred

for economical reasons since both purification methods gave approximately the same alginate yields
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(50-55 %). Conventional extraction methods required 2 hours to obtain 25 % of polysaccharides on
average (Andriamanantoanina et al. 2010, Gomez et al. 2009). In our study, the optimization of all
parameters which influence the alginates yield (pH, temperature, algae/water ratio) allowed us to
reach a 28 % alginate yield without ultrasound in only 30 min (Supplementary data 3). Ultrasound-

assisted extraction process allowed doubling the yield of extracted polysaccharides in only 30 min.

.
Dried and milled seaweeds w

80 % ethanol Pre-treatment

Room temperature

Pre-treated seaweeds w
2% NaOH , Extraction with
Ultrasounds {150 W, 30 min)
90°C ultrasounds

Sodium alginate solution

Ethanol

Precipitate of calcium alginate Precipitate of sodium alginate

1N HCl
Room temperature

Filtration
Precipitate of acid alginic Freeze drying
0,5 % Na,CO, Polysaccharides
purification
Sodium alginate solution Powder of sodium alginate

Ethanol

Precipitate of sodium alginate

Filtration
Freeze drying

Powder of sodium alginate 1

Fig. 3. Essential steps involved in alginates extraction and purification. A pre-treatment with 80 % ethanol was
performed overnight. Then alginates extraction was realised under sonication (150W) at pH 12 for 30 min.
Subsequent alginates purification was carried out using CaCl; (left) or ethanol only (right).
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Fig. 4. 'H NMR Spectra of alginates extracted from Sargassum binderi using ultrasounds: (a) untreated algae. Impurities are
indicated by arrows. Figure (b) and (c) IH NMR spectra of alginates from pre-treated algae with 80% ethanol at room
temperature. The impurities observed in (a) are effectively suppressed in (b) and (c). Purification was realised either by
precipitation with CaCl; (b) or with ethanol only (c). Letters correspond to Mannuronic acid (M) and guluronic acid (G) forming
alginates. The numbers indicate the position of protons in each monomer (see representative alginate MGM sequence on the
upper left of Figure b).

3.3 Ultrasound-assisted extraction of carrageenans

The effect of ultrasound on the yield of extraction was also tested on carrageenans from red algae. A
hydro-alcoholic pre-treatment was carried out on dried and milled algae. This first stage allowed the
extraction of numerous molecules as shown on the 'H NMR spectra (Fig. 5) where pre-treatment lead
to the elimination of signals not originating from carrageenans.

Based on previous experiments performed on alginates, extraction of carrageenans was carried out at
90° C with ultrasound during 15 and 30 minutes. The ultrasound power was set to 150 W as no

degradation was previously observed on alginates for a 30 minutes treatment. Ultrasounds allowed
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reaching a 50-55% % yield of carrageenans in 15 minutes with similar results using two different red
seaweeds (Fig. 6a). Interestingly, a longer ultrasound treatment (30 min) did not further improve the
extraction vyield. It was reported that Kappaphycus, Gigartina, Eucheuma, Chondrus, and Hypnea
species contain carrageenans up to 50% of their dry weight (McHugh, 1987). The resulting eco-

extraction protocol of carrageenans is presented in Figure 6b.
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Fig. 5. 1H NMR Spectra of an extract of Euchema Denticulatum obtained using ultrasounds: (a) Untreated algae, (b) pre-

treated algae with 80% ethanol. Signals corresponding to kappa-carrageenan monomers (letter coded G4S-DA) are
identified.
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Yield of carrageenan
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20 -

L
K. Alvarezii E. denticulatum
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80 % ethanol
L Room temperature

Pre-treated algae Pre-treatment

Filtration/washing

L

Carrageenan solution

Water (90°C, pH 7) Carrageenan
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Hot filtration
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isolation

Freeze drying
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Fig. 6. (a)Efficiency of ultrasounds on carrageenans extraction from two red seaweeds (Kappaphycus
Alvarezii and Euchema denticulatum). The bars represent the standard deviation (n=3). Significant
differences were determined by Tuckey test (* p < 0.05; ** p < 0.01). (b) Essential steps of carrageenans
extraction method with ultrasounds (150 W).

3.4. Determination of polysaccharides molar masses

The molar mass of polysaccharides extracted from seaweeds using ultrasound was determined by size
exclusion chromatography. All polysaccharides from Sargassum binderi, Euchema denticulatum and
Kappaphycus alvarezii were detected in elution fractions ranging from 8.5 ml to 19 ml corresponding
to molar masses varying from 103 to 10° Da (Supplementary data 4). A wide range of molar masses was
observed for each type of polysaccharide extract reflecting heterogeneity in the length of
polysaccharides. Analysis of polysaccharides obtained without ultrasound showed similar

chromatograms (data not shown) indicating that chain length was unaffected by ultrasound.
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3.5  Structure analysis of alginates using 1D 'H, 2D *H-*3C HSQC, 2D COSY and TOCSY NMR

Extracted alginates were analysed by NMR for their purity and integrity. All NMR data, namely 1D H,
2D H-13C HSQC, 2D COSY and TOCSY spectra enabled the identification of signals corresponding to
alginates. NMR assignments for alginates extracted from two specimens of Sargassum binderi
harvested from Mauritius are reported in supplementary data 5.

Alginates quality was assessed using the ratio between mannuronic acid (M) and guluronic acid (G).
The M/G ratio defines the rheological properties of alginates and varies according to the species of
algae (Ballance et al. 2005) .The mannuronic acid gives viscous solutions whereas the guluronic acid
forms gels. 'H NMR spectrum allowed the estimation of the M/G ratio of alginates from three
Mauritian brown seaweeds (Fig. 7). Frequencies corresponding to anomeric proton signals G-1 and M-
1 were used to determine the M/G ratio. HSQC spectrum did not show any superposition concerning
these anomeric signals (supplementary data 6). Alginates from Sargassum binderi 1, collected from
Pointe-Aux-Piments, presented the lowest M/G ratio (table 1). Alginates from Sargassum binderi 1 has
a strong capacity to gelling, unlike those extracted from Sargasum binderi 2 and Turbinaria ornata.
These ratios were unaffected by ultrasound treatment, as evidenced by the similarity between the H

NMR spectra of alginates extracted with or without ultrasound (Fig. 1c and 1d).
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Fig. 7. 'H NMR spectra of alginates from (a) Sargassum binderi 1 harvested from Pointe-Aux-Piments
and (b) Sargassum binderi 2 from Baie-Du-Cap

Fe Fm M/G

Sargassum binderi 1 0.83 0.17 0.2
Sargassum binderi 2 0.43 0.57 1.32
Turbinaria ornata 0.38 0.62 1.63

Table 1. Composition of different samples of alginates in mannuronic acid and guluronic acid. Sargassum binderi
1 was harvested from Pointe-Aux-Piments. Sargassum binderi 2 and Turbinaria ornata were collected from Baie-
Du-Cap (Mauritius)

3.6. Structural analysis of extracted carrageenans by NMR

Carrageenans extracted from Euchema denticulatum were further investigated by NMR. HSQC spectra
(supplementary data 7) confirmed that Euchema denticulatum is composed of kappa-carrageenan
(letter coded G4S-DA) and allowed the detection of signals corresponding to iota-carrageenans (letter
coded G4S-DA2S). NMR assignment are presented in supplementary data 8 and did not reveal signals
corresponding to carrageenan degradations. Kappaphycus alvarezii from Madagascar was also
composed of kappa-carrageenan and iota-carrageenan. Quantification using *H NMR spectra showed
that Kappaphycus Alvarezii contains 68 % of k-carrageenans and 32 % of -carrageenans. Euchema

denticulatum is mainly made up of (-carrageenans (87%).

4. Conclusion
The extraction method by means of ultrasound described in this paper allowed the optimization of the
yields of polysaccharides (alginates and carrageenans) extracted from seaweeds. The time of the

process was significantly reduced compared from 2h with conventional methods to 15-30 min with
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ultrasound assistance. NMR analysis did not show degradation or structural modification of the
extracted polysaccharides due to ultrasound exposure for up to 30 minutes. At the end of the process,
only polysaccharides were detected in the extracts by the NMR technique. This method using
ultrasounds is more eco-friendly than conventional methods and affords good quality extracts for both
alginates and carrageenans. Red and brown seaweeds represent abundant sources of alginates and
carrageenans that are used in various fields of industry such as food, cosmetics and pharmaceuticals.
These biopolymers also display a good potential for drug delivery applications. The use of ultrasounds

may improve industrial extraction of these biopolymers as presented in this paper.
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Supplementary data

Supplementary data 1. Experimental conditions of alginate extraction according to afractional experimental

design.
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Supplementary data 2 : 'H NMR Spectra of alginates extracted from Sargassum binderi using ultrasounds at 150 W for 1
hour (a) and 30 minutes (b). Degradation signals are indicated by arrows.
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Supplementary data 4. Size-exclusion chromatography of alginates from Sargassum binderi 2 (a), Carrageenans from
Euchema Denticulatum (b) and Kappaphycus Alvarezii (c). Detection of polysaccharides was monitored by refractive index
measurement.

73

PSE WINGPE UNIC hrom, Bulll 115, GF € USER-PE , slance ¥1



Sargassum binderi 1 Sargassum binderi 2
Annotation Proton (ppm) Carbone (ppm) Proton (ppm) Carbone (ppm)

G-1 5.04 103.26 5.05 101.06
G-2 3.88 67.39 3.91 65.15
G-3 4.00 72.26 4.02 69.63
G-4 4.11 80.42 4.13 80.20
GG-5 4.43 69.83 4.46 67.75
GGM-5 4.76 70.30 4.73 67.98
MGM-5 4.73 70.00 4.65 67.75
MM-1 4.65 102.73 4.66 100.41
MG-1 4.65 104.14 4.70 101.35
M-2 3.95 67.19 3.98 64.93
M-3 3.71 74.09 3.73 7151
M-4 3.87 80.59 3.91 78.32
M-5 4.43 69.83 4.14 70.8

Supplementary data 5. 'H and 3C chemical shifts of alginates extracted from Sargassum binderi 1 and
Sargassum binderi 2 collected from Pointe-Aux-Piments and Baie-Du-Cap, respectively.

MGM-5
MGM-5 / - Le
/ A d
sz =
L T TR i I
i N
— L
G-1 M-1
[ 5

55 50 45 40 35 F2 [ppm]

Supplementary data 6: HSQC spectrum of alginates extracted from Sargassum binderi using
ultrasounds at 150 W for 30 min.
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Supplementary data 7. HSQC spectra of carrageenans from Kappaphycus Alvarezii (a) and Euchema Denticulatum (b)
extracted using ultrasounds for 30 min. NMR assignment are presented as supplementary data 6.
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K. Alvarezii E. denticulatum
Annotations H (ppm) 13C (ppm) H (ppm) 13C (ppm)

DA-1 5,04 97,63 5,13 100,98

DA-2 4,11 72,34 4,19 70,73

DA-3 3,98 79,35 4,5 79,22

& DA-4 4,58 80,79 4,64 79,37
§ DA-5 4,65 81,01 4,66 77,28
g DA-6 4,26 70,28 4,26 77,26
S G4s-1 4,6 104,88 4,62 104,55
‘é_ G4S-2 3,66 73,18 3,59 71,47
E G4S-3 3,98 79,35 3,98 79,22
G4S-4 4,84 74,84 4,88 74,45

G4S-5 3,73 74,4 4,06 73,86

G4S-6 3,39 61,51 3,81 71,17

DA2S-1 5,27 94,57 5,28 94,56

DA2S-2 4,64 77,43 4,66 77,28

DA2S-3 4,81 80,81 3,79 81,75

c DA2S-4 3,94 81,28 4,66 80,71
g DA2S-5 3,57 72 4,9 78,77
gp DA2S-6 3,95 81,28 3,81 71,17

o

H G4S-1 4,6 104,88 4,62 104,55
§ G4S-2 3,66 73,18 3,59 71,47
2 G4S-3 3,98 79,35 3,98 79,22
G4S-4 4,84 74,84 4,88 74,45

G4S-5 3,73 74,4 4,06 73,86

G4S-6 3,39 61,51 3,81 71,17

Supplementary data 8. H and 3C chemical shifts of carrageenans extracted from Kappaphycus alvarezii and Euchema
Denticulatum using ultrasounds at 150 W for 30 min.
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Travaux associés

A I'image des végétaux terrestres, les algues marines sont également dotées de mécanismes
de défenses contre I'oxydation comme les enzymes (superoxyde dismutase, catalase etc.)
ainsi que des molécules antioxydantes. Ces composés naturels sont tres recherchés du fait de
leurs propriétés biologiques multiples. Comme cela a été évoqué dans la partie |, les molécules
antioxydantes sont connues pour leurs propriétés thérapeutiques contre I'inflammation, les
cancers, les maladies cardiovasculaires mais aussi pour leur pouvoir antivieillissement
(Cardoso et al. 2015 ; Park et Pezzuto 2013; Kelman et al. 2012). Dans cette partie de I'étude
la teneur en composés phénoliques ainsi que I’activité antioxydante de différents extraits de

macroalgues issues des Mascareignes a été estimée.

Matériels et méthodes

Les algues Sargassum binderi, Actinotricia fragilis et Gracilaria corticata ont été récoltées a
I'lle Maurice. Les algues rouges Kappaphycus alvarezii et Euchema denticulatum proviennent
d’IBIS Algoculture situé a Madagascar. Ces algues ont été séchées, broyées avant de réaliser
I’extraction. Pour effectuer les tests antioxydants, les algues ont été traitées avec une solution
d’éthanol 80 % (10 g d’algue pour 50 ml de solvant) afin d’extraire les molécules lipophiles
comme les composés phénoliques. L’extraction a été réalisée sous agitation, a température
ambiante et les extraits éthanoliques ainsi obtenus ont ensuite été séchés puis analysés. Cette
étape a également servi de prétraitement avant |'extraction des polysaccharides comme cela
a été présenté dans l'article « ultrasound-assisted extraction and structural characterization

of polysaccharides from seaweeds ».

Test de Folin-Ciocalteu

Le dosage des composés phénoliques totaux a été réalisé sur plaque 96 puits dans lesquels 25
ul d’extrait d’algue (1mg/ml dissout dans le DMSO) sont mélangés avec 125 pl de réactif de
Folin-Ciocalteu (10 %) et 100 pl de Na,COs. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur
jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (Hs3PMo012040). Lors de I'oxydation des composés phénoliques, ce réactif
est réduit en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite

est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits. La plaque a été
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incubée pendant 5 min a 50 °C puis I'absorbance mesurée a 760 mn. Une gamme étalon

d’acide galligue (0 a 250 uM) a permis de déduire la quantité de composés phénoliques totaux.

Test DPPH

Sur une plaque 96 puits, 25 ul d’échantillon (10 mg/ml) dissout dans le DMSO sont mélangés
avec 225 ul de solution de DPPH a 0,15 mM. Apres 30 min d’incubation a température
ambiante, 'absorbance est mesurée a 517 nm. La méthode est standardisée avec une gamme
étalon (0 a 200 uM) de trolox (acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-
benzopyran-2-carboxylique), un dérivé soluble de la vitamine E possédant de puissantes
propriétés antioxydantes. Le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), caractérisé par sa
couleur bleue, est stable a température ambiante. Les antioxydants présents dans

I'échantillon le réduisent entrainant alors sa décoloration (figure 19).

(] :
N \ﬁ\'l + AH —- N rf‘ + A
DPPH’

Figure 19 : neutralisation du radical DPPH par une molécule antioxydante AH

Test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Sur une plaque 96 puits, 25 pl d’échantillon (1mg/ml d’extrait dissout dans le DMSO) sont
mélangés avec 150 pl de fluorescéine puis incubés pendant 20 min a 37°C. Ensuite, 25 pl
d’AAPH (2,2'-azobis (2 amidinopropane) dihydrochloride) sont ajoutés puis la décroissance de
la fluorescence est mesurée sur une durée de 2H. La dégradation de la fluorescéine est induite
par la décomposition thermique (37°C) de I’AAPH en deux radicaux libres. La présence de
molécules antioxydantes dans I'échantillon retarde la dégradation de ’AAPH et donc diminue
la vitesse de décroissance de la fluorescence. La réaction est standardisée en utilisant une

gamme étalon de trolox (0 a 200 puM).

Résultats

Recherches d’activités antioxydantes
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La teneur en composés phénoliques et les activités antioxydantes des différentes algues sont
présentées sur la figure 20. L’algue brune Sargassum binderi est constituée de 4.94 % (masse/
masse d’algue seche) de composés phénoliques et les algues rouges Actinotricia fragilis,
Gracilaria corticata, Kappaphycus alvarezii et Euchema denticulatum en contiennent
respectivement 5.03, 8.58, 4.04 et 9.50 %. Ces valeurs sont similaires aux données rapportées
dans la littérature concernant les algues brunes et les algues rouges (Zubia, Robledo, et Freile-

Pelegrin 2007; Zubia et al. 2009; Connan et Stengel 2011) dont voici quelques valeurs :

- Sargassum pteropleuron : 0.76 % + 0.04
- Sargassum ramifolium : 0.95 % + 0.10

- Eucheuma isiforme : 0,36 %

- Turbinaria tricostata : 1.05 % +0.08

- Fucus ceranoides : 5.47 + 0.40 %

- Fucus serratus : 2.82 +0.23

- Fucus vesiculosus :6.28 (+1.04)

- Fucus vesiculosus :11.30 (+1.06)

Cependant la teneur en composés phénoliques des algues peut varier selon les especes, les

saisons et le lieu de récolte.

Les mesures d’activités antioxydantes ont été réalisées en utilisant les tests DPPH et ORAC.
Ces deux méthodes reposent sur la capacité des extraits algaux a piéger des radicaux libres.
Le premier test mesure la réduction du radical DPPH par les extraits d’algue en DPPHH. Le test

ORAC mesure la capacité de ces extraits a piéger les radicaux libres de AAPH formés.

Ces deux méthodes révelent que I'ensemble des algues étudiées possede des propriétés anti-
radicalaires. Actinotrichia fragilis présente une activité proche de celle de 'acide gallique
connu pour son fort pouvoir antiradicalaire. Cependant, la teneur en polyphénols de cette
algue est plus faible que celle de Gracilaria corticata ou Euchema denticulatum. De ce fait,
cette forte activité de I'extrait Actinotricia fragilis peut provenir de composés phénoliques
mais également d’'un ou plusieurs autres constituants ayant des propriétés antioxydantes.
L'indice d’oxydation (EC50) d’Actinotrichia fragilis a été estimés a 4,02 + 1,67 mg/ml. Les
autres algues montrent une activité anti-radicalaire plus faible que celle d’Actinotrichia fragilis

mais toutefois non négligeable.
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Figure 20 : Analyse des extraits éthanoliques (EtOH 80 %) de différentes algues. Détermination de la teneur en
composés phénolique (A) et de la proportion de radicaux libres piégés selon le test DPPH (B) et le test ORAC (C).
Test de Tukey: ***p < 0,001 en comparaison avec l'acide gallique, **p <0,01 en comparaison avec |'acide

gallique.
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Conclusion

La teneur en polyphénols et les activités anti-radicalaires d’extraits éthanoliques d’une algue
brune et d’algues rouges issues des Mascareignes ont été caractérisées. L'algue Actinotrichia
fragilis dont la composition est tres peu documentée dans la littérature montre une activité
antioxydante valorisable, proche de celle de composés de référence comme |'acide gallique.
Il serait donc intéressant d’identifier et de caractériser la ou les molécule(s) responsable(s) de
cette activité, en combinant par exemple les techniques de Chromatographie Liquide Haute
Performance, de Résonance Magnétique Nucléaire et de spectrométrie de masse. Des
expériences au niveau cellulaire pourraient compléter les résultats obtenus, afin de confirmer

le potentiel antioxydant de ces extraits et d’évaluer leur toxicité.

Pour la plupart des algues brunes et rouges étudiées ici, (Actinotrichia fragilis, Sargassum
binderi Gracilaria corticata, Euchema denticulatum) il serait donc potentiellement intéressant
d’exploiter les coproduits d’extraction des polysaccharides obtenus lors de I'étape de
prétraitement a I'éthanol 80% puisqu’ils présentent des teneurs en polyphénols et/ou des

activités anti-radicalaires élevées.
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Conclusion chapitre 1

L'extraction des polysaccharides de macroalgues est habituellement effectuée durant
plusieurs heures pour obtenir un rendement d'extraction significatif. Dans cette étude, un
nouveau protocole a été développé pour extraire les polysaccharides de macroalgues en
utilisant des ultrasons.

Tout d’abord, les algues séchées et broyées ont subi un prétraitement avec un solvant hydro-
alcoolique permettant d’éliminer les composés lipophiles. Cet extrait éthanolique peut étre
valorisé puisqu’il contient dans la plupart des algues brunes et rouges des molécules d’intérét
telles que les composés phénoliques ou d’autres composés ayant des propriétés
antioxydantes.

Ensuite, les algues ainsi traitées ont été soumises aux ultrasons afin d’extraire les
polysaccharides. Cette étude s’est particulierement intéressée aux alginates et carraghénanes
pour leur solubilité en milieu aqueux et leur biocompatibilité, important pour la suite de ce
travail. L'effet de plusieurs paramétres a été analysé (pH, température, le rapport algues/eau,
la puissance des ultrasons et la durée) afin de déterminer les conditions d'extraction
optimales. Les polysaccharides extraits représentent jusqu'a 55% de la masse séche des algues
et ont été obtenus sur une courte durée (15-30 minutes). En comparaison, les méthodes
d’extraction conventionnelles nécessitent plusieurs heures pour des rendements plus faibles.
L’analyse des extraits par spectroscopie RMN et chromatographie d’exclusion n’a pas révélé
de dégradations des polymeéres. Ainsi les ultrasons ont permis de réduire le temps
d'extraction sans affecter la structure chimique et le poids moléculaire des alginates et des
carraghénanes.

La suite de ce travail porte sur la valorisation de ces polymeéres extraits, purifiés et caractérisés

dans le but de former des nanovecteurs de principes actifs.
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Chapitre 2 : Fonctionnalisation de phycocolloides pour véhiculer des molécules
hydrophobes

Les principes actifs hydrophobes présentent une absorption faible et une bio-distribution
limitée dans I'organisme. Lutilisation des nanovecteurs permet de faciliter la circulation de ce
type de molécules dans I'organisme. Dans cette étude, des nanomicelles biodégradables ont
été synthétisées afin de véhiculer les principes actifs hydrophobes notamment la curcumine.
Ces nanomicelles sont obtenues a partir de polysaccharides extraits de macroalgues. La
curcumine est connue pour ses propriétés antioxydantes, antiinflammatoires et anti-
tumorales ainsi que pour sa capacité a diminuer les risques liés aux maladies cardiovasculaires
(He et al. 2015). Cependant la lipophilie de la curcumine est un obstacle a son efficacité dans
I'organisme.

Le premier objectif de cette partie était d’obtenir des copolymeéres amphiphiles capables de
s’auto-assembler pour former des micelles en milieu aqueux. Pour ce faire, les carraghénanes
ont tout d’abord été hydrolysés a I'aide d’'une enzyme spécifique naturellement secrétée par
une bactérie marine en présence de carraghénophytes. Sur les oligocarraghénanes obtenus
apres hydrolyse, des chaines de polycaprolactone (PCL), ont ensuite été greffées au niveau
des fonctions hydroxyles (OH). Le polycaprolactone est un polyester biodégradable et
biocompatible déja largement utilisé dans la synthése de vecteurs de médicament (Dash et
Konkimalla 2012). Cette réaction de greffage a été réalisée en plusieurs étapes qui sont : (i)
I’acétylation partielle des fonctions —OH libres ; (ii) la polymérisation du caprolactone sur les
groupements -OH non protégés et (iii) la déprotection des fonctions —OH acétylées. Les
copolymeres amphiphiles obtenus sont constitués d’oligocarraghénanes hydrophiles et de
chaines de polyester hydrophobes. La capacité des copolymeres obtenus a former des
micelles a ensuite été évaluée par diffusion dynamique de la lumiere (DLS) permettant de
détecter et d’estimer la taille des particules en solution. La formation des micelles a également
été vérifiée par microscopie électronique a transmission (TEM).

La deuxieme étape de travail était de réaliser I'’encapsulation de médicaments hydrophobes
et leur libération. L'incorporation de trois molécules hydrophobes (le rouge de Nil, la

rifampicine et la curcumine) dans les micelles a été effectuée et leur libération dans le PBS a
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été suivie au cours du temps a 37 °C (pH 7,4). La libération de ces composés s’étend sur une
durée de 48 a 72 heures en condition in vitro.

L’effet des micelles sur la viabilité des cellules endothéliales humaines (Eahy926) a ensuite été
déterminé. Ce modele cellulaire a été choisi puisque I'une des perspectives de cette étude
serait de pouvoir agir contre le développement de I'athérosclérose qui touche les cellules de
I’endothélium vasculaire. Par la suite, I'incorporation des micelles contenant la curcumine ou
le rouge de Nil dans ces cellules a été mise en évidence par microscopie a fluorescence et
confirmée par microscopie confocale. Le dosage de facteurs inflammatoires (IL-6, MCP-1) dans
le milieu cellulaire a permis de conclure sur la libération de la curcumine encapsulée dans les

cellules.

Ces travaux sont décrits dans I'article suivant (en préparation) :

« Design of carrageenan based nanomicelles for hydrophobic drug delivery applications,
illustrated with Curcumin ».
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Abstract

Carrageenan are marine sulphated polysaccharides widely used in food, cosmetics and pharmaceutics
for their biocompatible and biodegradable properties. These biopolymers become increasingly
investigated as drug delivery carriers such as carrageenan-based pellets, beads, hydrogels,
microparticles or nanoparticles. In the present work, we have used k-carrageenan as a starting
material to produce oligocarrageenan on which we grafted polycaprolactone chains (named
oligocarrageenan-graft-polycaprolactone). The resulting amphiphilic copolymer form spherical
nanomicelles with a mean size of 187 + 21 nm. Hydrophobic drugs such as curcumin, rifampicin as well
as the Nile red lipophilic stain were efficiently encapsulated into the micelles and released within 24
to 72 hours in solution. The effect of micelle encapsulated curcumin was investigated on endothelial
EA-hy926 cells by means of MTT assay and fluorescence microscopy. The micelles appear to be non-
cytotoxic and they facilitate the uptake of curcumin by cells. They also increase the anti-inflammatory
effect of curcumin as evidenced by the decreased secreted levels of inflammatory factors IL-6 and
MCP-1 in TNF induced inflammation experiments. Taken together our results suggest that

oligocarrageenan-graft-polycaprolactone could be an interesting way to vectorise hydrophobic drugs.

Keywords: Carrageenan, Poly-e-caprolactone, Curcumin, Nanomicelles, Drug delivery, endothelial cell

Introduction

Marine biomolecules such as polyphenols, vitamins, peptides and polysaccharides have useful
applicability in biomedicine because they are non-cytotoxic, biodegradable and biocompatible. Marine

polysaccharides represent one of the most abundant biomolecules found in the seas and as such, they
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are highly available at relatively low cost. These biopolymers are mainly found in the cell wall of macro
algae, where they can represent up to 50% of the dry weight. Although, marine polysaccharides are
mostly used in food and cosmetics industry, they become also largely present in pharmaceutical
sciences, with an increasing interest in their use as materials for the incorporation of bioactive agents
(Cardoso et al., 2016). Among them, sulphated polysaccharides represent a group of major interest for
their bioactivities such as antioxidant (Barahona et al.,, 2011), anticoagulant (Ciancia et al., 2010)
anticancer (Sithranga Boopathy et Kathiresan, 2010) antiviral (Bouhlal et al., 2011), anti-allergic (Vo et
al., 2012) and anti-inflammatory properties (Cumashi et al., 2007). This group include carrageenan in
red algae, ulvan in green algae and fucoidan in brown algae. Carrageenan is the most widely used of
the three, mainly for its ability to form thermoreversible gels or highly viscous solution. It is thus
commonly used as gelifying, stabilizing or emulsifying agent. The backbone structure of this
polysaccharide consists of linear chains of repeating galactose units in D configuration and 3,6-
anhydro-galactose copolymer, joined by alternating a-(1->3) and B-(1->4) linkages. Depending on
their degree of sulfation, the position of the sulfate groups and the presence of 3-6-anhydro bridges,
carrageenans are classified into different groups, the three main being kappa (k), iota (1) and lambda
(1) carrageenans (supplementary figure 1a). The use of carrageenan as drug delivery carriers such as
carrageenan-based pellets, beads, nanoparticles, microparticles, hydrogels, film and matrices has
already been investigated (Cunha and Grenha, 2016). A major advantage of polysaccharides including
carrageenan is the presence of hydroxyl groups (OH) on their structure that can be chemically modified
to modulate their properties or to target specific cells.

Curcumin (diferuloylmethane) is the main curcuminoid present in turmeric (Supplementary figure 1b).
This molecule possesses significant anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-carcinogenic, anti-mutagenic,
anticoagulant and anti-infective effects (Mahmood et al., 2015). Curcumin also exerts a protective
effect against cardiovascular diseases, including atherosclerosis, mainly through diverse mechanisms
such as oxidative stress, inflammation and cell death (He et al, 2015). However, due to its hydrophobic
nature, its rapid metabolism and its physicochemical and biological instability, curcumin has a poor
bioavailability. To circumvent these problems, several approaches have been proposed like
encapsulation of curcumin in liposomes and polymeric micelles, inclusion complex formation with
cyclodextrin or formation of polymer—curcumin conjugates (Mahmood et al., 2015).

In this article, we have used k-carrageenans extracted and purified from the red seaweed Kappaphycus
Alvarezii as a starting material to form nanomicelles and encapsulate curcumin. k-Carrageenans were
first hydrolysed into oligocarragenans with «-carrageenase isolated from the bacteria
Pseudoaltermonas carrageenovora. Then, polycaprolactone (PCL) was grafted on these

oligosaccharides to form amphiphilic copolymers (oligocarrageenan-graft-PCL). The capacity of these
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copolymers to form micelles, to encapsulate and to release lipophilic molecules (namely curcumin,
rifampicin and Nile red) was studied using Dynamic Light Scattering (DLS), Transmission Electron
Microscopy (TEM), fluorescence and absorbance measurements. In addition, to evaluate the potential
beneficial influence of curcumin encapsulated into oligocarrageenan-graft-PCL against atherosclerosis,
which affects vascular endothelium cells, their effect was evaluated on endothelial EA-hy926 cells. The
cytotoxicity of curcumin encapsulated into micelles was studied using MTT assay and its incorporation
into cells was visualized by fluorescence and confocal laser scanning microscopy. Finally, the anti-
inflammatory effect of curcumin encapsulated micelles was evaluated by measuring the secreted

levels of inflammatory factors IL-6 and MCP-1 in TNF induced inflammation experiments.

Materials and Methods
Cell line

EA-hy926, human endothelial cells were cultured in DMEM medium (HF scientific technologies,
Réunion) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) at 37°C in a 5% CO; humidified

atmosphere.

NMR analysis

All NMR analyses were performed on a 600 MHz Avance Il Bruker NMR spectrometer equipped with
a H/*F, 3C and N cryoprobe. 1D *H, 1D 3C, 2D COSY and 2D *H-13C HSQC spectra were recorded in
100% D,0 or CDCls (Eurisotop, France) at room temperature and tetramethylsilane (TMS, Sigma-
Aldrich, Germany) was used as reference. *H NMR spectra were recorded with 128 scans using a sweep
width of 10 ppm. 2D spectra were obtained with 32 scans and a sweep width of 10 ppm for 'H and 120

ppm for 3C. In all spectra, the carrier was placed at 4.7 ppm for *H and 50 ppm for 3C.

Size exclusion chromatography

Size Exclusion Chromatography (SEC) was performed on a 1260 Infinity GPC/SEC System (Agilent
Technologies) with a PSS Suprema column. The sample was filtrated with a 0.22 um Millipore filter and
400 pl of the solution (1 mg/ml) was injected on to the column. Elution was carried out at a flow rate
of 1ml/min with a 0.5 g/I NaNOs solution. A calibration curve was obtained using a mixture of dextran

with various molar weights (180 Da, 4400 Da, 21400 Da and 277 000 Da).
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Carrageenan sample preparation

carrageenans were extracted from the cultivated red algae Kappaphycus Alvarezii received from lbis
Algoculture (Madagascar) as described previously (Youssouf et al., submitted). Briefly, algae were first
pre-treated with an hydro-alcoholic solution (80% ethanol), and carrageenans were then hot extracted
in water (90°C, pH 7) with the assistance of ultrasounds (150W, 15min). Afterwards, a hot filtration
was performed to remove algae residues. Carrageenans were then jellified by lowering the
temperature to 4°C, isolated by filtration, frozen and lyophilized. The resulting carrageenans are
composed of k-carrageenan (68%) and t-carrageenan (32%) as evidenced by NMR (Youssouf et al.,

submitted).
Production and isolation of kappa-carrageenase from P. carrageenovora

Production of x-carrageenase for k-carrageenan degradation

K-carrageenase was expressed and isolated from Pseudoaltermonas carrageenovora (DSMZ, Germany)
after stimulation with a k—carrageenan solution. The protocol was adapted from the production of A-
carrageenan from the same bacterial strain (Guibet et al., 2007). Bacteria were grown in 1 liter of
Marine Broth culture medium (HF scientific technologies, Réunion) in erlen flasks incubated at 21°C
under shaking. After 3 to 4H of culture, when the ODgsoonm reached 0.6, the expression of x-
carrageenase was stimulated with a k—carrageenan stock solution dissolved in Tris-HCl 100mM pH=8,5
at a 0.15 % final k—carrageenan concentration (Mass/Volume of culture). After 24 h of culture, bacteria
were eliminated by centrifugation (4000 rpm, 30 min, 4°C). The supernatant was filtered twice through
a 0.45 um filter (Millipore) and a 300 kDa membrane (HF scientific technologies, Réunion), respectively.
The enzyme was then concentrated using a 10 kDa centrifugal filter and a desalting was performed
with a 3 KDa centrifugal filter (HF scientific technologies, Réunion). The protein content was

determined using Bradford assay.

Enzymatic degradation of x-carrageenan

Enzymatic degradations were carried out to obtain oligocarrageenans using k-carrageenase isolated
from Pseudoaltermonas carrageenovora. 150 mg of carrageenans were dissolved in a tris-HCl solution
(100 mM, pH 8.5) and incubated with k-carrageenase (75,3 pg in 1 ml). Different durations of
degradation (2 h, 6 h and 24 h) were tested. An ultrafiltration using a 10kDa centricon device was then
performed to eliminate the enzyme, non-hydrolysed «-carrageenan and t-carrageenan.
Oligocarrageenans were then isolated by precipitation with methanol and the product was freeze-

dried and analysed by NMR and SEC.
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Reducing sugar measurement

The enzyme activity was evaluated by measuring the amount of reducing sugar according to the assay
describe by Kidby and Davidson (1976). After hydrolysis, 100 pl of substrate were mixed with 900 ul of
ferricyanide solution 1X (300 mg potassium hexacyanoferrate Ill, 28 g of Na,COs3, 1mL NaOH 5M, QSP
1 L). The mixture was boiled during 10 min and the absorbance at 420 nm was measured at room
temperature. The control was obtained in the same condition by using a boiled-inactived enzyme. The

method was calibrated using a glucose solution ranging from 0 to 300 ug. mL™.

Synthesis of oligocarrageenan-graft-polycaprolactone

The synthesis of oligocarrageenan-graft-polycaprolactone involve three steps: (i) a partial acetylation
of oligocarrageenan; (ii) polymerisation of caprolactone on the partially acetylated oligocarrageenan;
(iii) deprotection of the hydroxyl groups. The protocol was adapted from a previous work in which

polycaprolactone was grafted on oligoagarose (Bhaw-Luximon et al., 2009)

Partially acetylation of oligocarrageenan

To realise a partial acetylation on oligocarrageenan, 4 ml of pyridine and 644 pl of acetic anhydride
were added on 500 mg of oligo-kappa-carrageenan. The mixture was placed at room temperature
under stirring during 3 hours. The reaction was stopped by adding ice to the mixture to hydrolyse
unreacted acetic anhydride and partially acetylated-oligocarrageenan were isolated by precipitation
using cold methanol. The precipitate was then frozen, lyophilized and a characterization by NMR was

performed.

Polymerisation of caprolactone

To obtain hydrophobic chains of the copolymer, 200 mg of acetylated-oligocarrageenan were dissolved
in 2 ml of toluene and 20 pl of the catalyst tin (II) ethylhexanoate was added. After 2 hours of stirring
at 40 °C under nitrogen atmosphere, 330 mg of e-caprolactone was used to build the hydrophobic
chain of the copolymer by polymerization during 20 h at 110 °C. The resulting totally hydrophobic
product called Acetylated-oligocarrageenan-graft-PCL was dissolved in chloroform. Then, cold
methanol was used to obtain a precipitate. After freezing and lyophilization, the product was

characterized by NMR.

Deprotection of hydroxyl groups from acetylated-oligocarrageenan-graft-PCL

To remove acetyl groups from acetylated-oligocarrageenan-graft-PCL, copolymers were diluted in a

solution of THF/methanol (v/v=1/1). A sodium methoxide (NaOCHs) solution was added drop by drop
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up to pH 8 and the mixture was kept under stirring at room temperature. After 4 hours, the pH was
neutralized with HCl 0.5M and solvents were evaporated under vacuum. This reaction permits to
obtain the amphiphilic copolymer named oligocarrageenan-graft-PCL. The product was analyzed by

NMR.

Acetone volatilization method for curcumin, rifampicin and Nile Red encapsulation in micelles

curcumin, rifampicin and Nile Red were purchased from Sigma (Sigma-Aldrich, France). Encapsulation
of these hydrophobic molecules was performed using the acetone volatilization method. 500 mg of
oligo-carrageenan-graft PCL and 50 mg of drug were dissolved in 10 ml of acetone. Deionized water
was added slowly drop by drop (250 ml) and the mixture was kept under stirring at room temperature
overnight to maximise the encapsulation and allow the precipitation of free drug. Acetone was then
evaporated at 30 °C and precipitate of free drug was eliminated through a 0.22 um filter (stericup GP
Millipore). A dialysis was performed using a membrane with a MWCO of 2000Da (Cellu-Sep H1; Orange
Scientifics, Belgium) to remove residue of soluble free hydrophobic molecule. Nanomicelles loaded
with either curcumin, rifampicin or Nile Red were then frozen and lyophilized. The amount of
encapsulated curcumin was determined by fluorescence measurements (excitation wavelength =
550nm — emission wavelength = 630nm) for Nile Red, or by absorbance (at 420nm for curcumin and

475nm for rifampicin).

Morphology, particle size

The Particle size and distribution of micelles were recorded on a Dynamic Light Scattering (DLS) particle
size analyzer (90 Plus Particle Size Analyzer, Dynamic Light Scattering (Brookhaven Instruments
Corporation). The analyses were conducted in aqueous solution after filtration through a 0.45-um pore
size PTFE syringe filter to remove free drug/small polymer aggregates. Each analysis was performed at
25°C in triplicate with an angle detection of 90°. The CMC was determined by DLS analysis of
oligocarrageenan-graft-PCL dissolved in H,O at concentrations ranging from 0.2 to 2 mg.mL™. To obtain
the CMC, the logarithm of intensity of the scattered light was plotted as a function of oligocarrageenan-
graft-PCL concentration. The resulting curve can be fitted as two straight lines whose intercept
correspond to the CMC (Topel et al., 2013 — Supplementary figure 3). The morphology of NPs was also
examined using a transmission electron microscopy (TEM). After dilution with distilled water, the

samples were negatively stained for observation.
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In vitro release of encapsulated drug

10 mg of drug-loaded micelles were dissolved in 5 ml of PBS and subjected to dialysis at 37°C using a
Cellu-Sep H1 dialysis membrane (MWCO = 2000 Da) immersed in 100 ml of PBS. The amount of
released drug in the external medium was measured either by fluorescence (excitation wavelength =
550 nm ; emission wavelength = 630 nm) for Nile Red, or by absorbance (at 420 nm for curcumin and

475 nm for rifampicin) during several days.

Cellular cytotoxicity study of oligocarrageenan-graft-PCL micelles

Cellular cytotoxicity of curcumin-loaded and empty micelles was evaluated by MTT assay (Sigma-
Aldrich) with EA-hy96 endothelial cells. Cells were seeded in 96-well plates in 200 puL of DMEM medium
to obtain a concentration of 50 000 cells per well, and incubated at 37 °C for 24. The medium in each
well was then removed and replaced with 200 pL of fresh medium containing either a blank vehicle,
curcumin-loaded micelles or free curcumin. Free curcumin was dissolved in DMSO, empty micelles and
curcumin-loaded micelles were diluted in culture medium at concentrations ranging from 0.1 pg/ml to
1000 pg/ml. After 48h, the supernatant was removed and a MTT solution (100 ul, 0.5 mg/ml) was
added to each well and the cells were incubated during 4 hours at 37 °C. The supernatant was then
eliminated and 100 ml of DMSO was added to each well to dissolve the formazan crystals. The
absorbance at 570 nm was measured with a microplate reader (Tecan, Infinite M200Pro). Cell viability

(%) correspond to (Optical density of test group/Optical density of control group) X 100.

Cellular uptake of micelles imaging by Fluorescence microscopy and confocal laser scanning

microscopy

EA-hy926 cells were cultured in 12-well microplates containing cover slips with 2 mL of DMEM media
(10% fetal bovine serum) to about 70% confluency. After 24h, the culture media were replaced with
fresh media containing curcumin or curcumin-loaded micelles and incubated at 37°C for 4 h, 6 h, 8 h,
16 h and 24 h. After incubation, the culture media were removed and the cells were washed three
times with PBS to remove micelles or free curcumin that were not incorporated in the cells. EA-hy926
cells were then fixed using PFA (4%, 10 min), treated with DAPI (200 ng/ml, 20 min) and visualized
using an Eclipse 80i fluorescence microscope (Nikon, France) equipped with a Hamamatsu ORCA-ER
digital camera (Life Sciences, Japan). To confirm the incorporation of micelles inside cells, confocal

laser scanning microscopy using a Nikon D Eclipse C1 (Nikon, France) was then employed.
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Effect of oligocarrageenan-g-PCL loaded with curcumin on inflammation

To confirm the capacity of micelles to release curcumin inside cells, the protective effect of curcumin
on EA-hy926 cells was evaluated. Cells were seeded in 6-well microplates containing 2 ml of culture
medium and cultured to about confluency (24 h). The medium was then replaced with solutions of
either empty micelles, curcumin-loaded micelles or free curcumin. Two concentrations of curcumin
were evaluated, 5 umol.I'* and 15 pumol.It. After 24 h, the medium was removed and cells were
stimulated with TNF-a (tumor necrosis factor-alpha) overnight, diluted in culture medium (200 ul, 10
ng/ml). The supernatants were then subjected to ELISA assay (e.Biosciences, France) to measure the
secretion of inflammatory factors (IL-6 and MCP-1). ELISA was performed according to the

manufacturer instructions.

Results and Discussion

1. Synthesis of oligocarrageenan-graft-polycaprolactone

Carrageenan and poly-g-caprolactone are both biocompatible and biodegradable molecules that are
suitable to design copolymeric nanoparticles for drug delivery applications (Cunha and Grenha, 2016;
Dash and Konkimalla, 2016). The synthesis of copolymers able to form micelles was performed using
a method described by Bhaw-Luximon et al. (2009) to obtain oligoagarose-graft-polycaprolactone
starting from oligoagarose. First carrageenan was degraded into oligocarrageenans using a x-
carrageenase enzyme isolated from Pseudoaltermonas carrageenovora. Then a partial acetylation on
oligocarrageenan was realized. A polymerization of &-caprolactone on free hydroxyl groups allowed
the addition of hydrophobic chains on the oligocarrageenans. Finally, acetyl groups were removed to
recover hydrophilic oligocarrageenan chains grafted with polycaprolactone. The resulting amphiphilic

copolymer was expected to be able to assemble itself in micelles in aqueous solution.

1.1 Hydrolysis of k-carrageenan

Kk-carrageenase (EC3.2.1.83) is a member of the GH16 (glycoside hydrolase 16 family). This enzyme
hydrolyses B-(1->4) linkage with retention of the anomeric configuration (Potin et al., 1995). It can be
isolated from the cell free culture medium of the bacteria Pseudoaltermonas carrageenovora (MclLean
and Williamson, 1979). k-carrageenase was produced from a carrageenan stimulated culture of
Pseudoaltermonas carrageenovora and the enzyme was recovered from the bacterial culture medium.

A reducing ends measurement was performed to check the activity of the enzyme. The results

96



presented in Figure 1a indicate that the amount of reducing sugar increased during the degradation of
carrageenan with k-carrageenase, while this amount remained weak on a control reaction performed
with a boiled- inactived enzyme. Degradation of carrageenan was further characterized using
permeation gel chromatography as shown in Figure 1b. A calibration curve obtained using a mixture
of dextran of different lengths allowed the determination of molar masses of the hydrolysate. After 2
hour of hydrolysis, a majority of carrageenans were converted into octamers (DP8). At 24 hours of
degradation, hexamers (DP6) and dimers (corresponding to neo-k-carrabiose) could be identified. A
previous study on oligoagarose-graft-polycaprolactone copolymers showed that oligosaccharide
chains between 8 and 15 repeated unit were best suited for functionalization to form micelles (Bhaw-
Luximon et. al 2009, Bhaw-Luximon et al. 2011). Thus, to obtain a good yield of oligocarrageenan in
the DP8 form, hydrolysis of carrageenan was performed during 6 hours and oligocarrageenan where

then separated from the enzyme and unreacted carrageenan by ultrafiltration.
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A Kinetic of polysaccharides depolymerization
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Figure 1: Hydrolysis of k—carrageenan using k-carrageenases isolated from Pseudoaltermonas carrageenovora.
Degradation was analysed by quantification of reducing ends of carrageenan (A). Size exclusion chromatography
allowed to determine carrageenan chain length after hydrolysis (B). DP correspond to the degree of polymerisation
(or number of repeat unit).
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1.2 Partially acetylation of oligocarrageenan

Our objective was to synthesize amphiphilic copolymers consisting of hydrophilic hydroxyl-free
oligocarrageenan and hydrophobic grafted polycaprolactone chains (see supplementary Figure 2).
Therefore, it was necessary to protect a fraction of free hydroxyl groups before the polymerization
with caprolactone to prevent a high degree of grafting of polycaprolactone on free hydroxyl groups in
the next step. This protection was achieved by a partial acetylation of free hydroxyl groups with acetic
anhydride in the presence of pyridine at room temperature. The reaction efficiency was confirmed on
the *H NMR spectrum which reveal a peak corresponding to the acetyl function at 2,13 ppm (figure
3A). The acetylation yield was expected to fall in the range 30-70 % to obtain a good stability between
the hydrophilic oligocarrageenan chain and the hydrophobic core added in the next stage (Bhaw-
luximon et al.2009). *H NMR spectra allowed an estimation of the oligocarrageen acetylation yield of
60 % (which correspond to the number of acetyl function compared to the initial amount of hydroxyl
groups) using the integration values of protons at 5.04 ppm and 4.6 ppm (corresponding to anomeric

H in oligocarrageenan) and at 2.13 ppm (acetyl groups).

1.3 Polymerization of caprolactone
The polymerization of caprolactone on free hydroxyl group was performed to obtain the hydrophobic
core of the micelles. This was achieved in the presence of an initiator system consisting of an alcohol
and tin(ll) octanoate (Bhaw-luximon et al.2009). Several length of polycaprolactone chain were tested
and finally copolymers with 10 caprolactone unit showed the best stability and were selected for this
study. 'H NMR spectra of the resulting products showed 4 peaks which correspond to the 4 groups of
protons present on caprolactone as described in figure 3B. Assignments of the polycaprolactone
moiety were completed using information from 1D 3C, 2D COSY and 'H-3C HSQC spectra
(Supplementary figure 4). The peaks at 3,99 and 2,23 ppm were assigned to -CH»-0-C=0 protons and -
CH»-C=0 protons respectively. -CH,-CH,-CH, proton groups were detected at 1,58 and CH,-CH,-CH,
protons at 1,31 ppm. This results indicate that the polymerization of caprolactone was successfully

realised.

1.4 Deprotection of hydroxyl groups

Deprotection of hydroxyl groups was the last stage to obtain the amphiphilic copolymers consisting of
hydrophilic oligocarrageenan chain grafted with polycaprolactone chains for the formation of micelles.
Acetyl groups were removed by hydrolysis under mild conditions to remove acetyl groups without
cleavage of the grafted PCL chains. The *H NMR spectrum (figure 3C) of this oligocarrageen-graft-PCL

showed polycaprolactone signals between 1.3 and 4 ppm and oligocarrageenan signals from 3 to 5,5
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ppm. The peak corresponding to acetyl proton at 2,09 ppm was not detected after this last step

indicating that complete deprotection of hydroxyl groups was achieved.
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Figure 3: (A) IH NMR spectra of oligo-carrageenan (a) and acetylated-oligocarrageen (b)obtained in D,0. Acetyl-group protons
were detected at 2.13 ppm. GA-1 and G4S correspond to anomeric protons of the repeat unit of k-carrageenan. (B) 'H NMR
spectrum of acetylated-oligocarrageen-graft-PCL obtained in CDCls. a, b ¢, d and e correspond to caprolactone protons. R represent
the partially acetylated-oligocarrageen chain. (C) 'H NMR spectrum of oligocarrageen-graft-PCL obtained in D,0. Signals
corresponding to oligocarrageenan (between 3ppm and 5.5ppm) and caprolactone (between 1.3 ppm and 4 ppm) are both
observed.

2. Formation and characterization of micelles

Carrageenan-graft-PCL copolymers were studied by dynamic light scattering (DLS). The amphiphilic
copolymer self-assemble in micelles in aqueous solvent and showed a mean particle size of 187 £ 21
nm (figure 4A.a). The CMC (Critical Micelle Concentration) estimated by DLS was 0.8 mg/mL (see
supplementary figure 3). Encapsulation of lipophilic molecules namely curcumin, rifampicin and Nile
Red was performed using the acetone volatilisation method. The loading capacity was estimated at 16
% and correspond to the mass of encapsulated drug compared to the amount of copolymer. After
encapsulation of a hydrophobic molecule, a thin decrease of particle size could be noted (figure 4A.b).
This could be explained by a high affinity between the micelle and the hydrophobic molecule. The
spherical nature of empty, Nile red-loaded and curcumin loaded micelles was confirmed by
transmission electron microscopy (figure 4B). Spherical particles were observed in all cases although
the diameter of the micelles appear generally smaller than the value determined by DLS, probably
because of the dry state of samples in TEM measurements. Fluorescence analysis of curcumin either
free in solution or encapsulated into Carrageenan-graft-PCL micelles showed a maximum emission at
558 nm for free curcumin and 517 nm for curcumin-loaded micelles (figure 4C), which reflects the
different environment of curcumin in the micelles compared to free curcumin. The fluorescence or
absorbance properties of encapsulated lipophilic molecule were used to follow the kinetics of their

release from the micelles in aqueous buffer (figure 4D). Curcumin and Nile red were progressively
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liberated from the micelles during about 72H and 60H hours, respectively. Rifampicin was released

faster from the micelles; the majority of this antibiotic being released in solution within 24H. The time

of release could depend on the affinity between the micelle core and the encapsulated molecule. It

can be noted that rifampicin, the biggest, and the most hydrophobic molecule (MW: 822,953 g/mol ;

logP: 4; PUBCHEM data base), is released faster than curcumin and Nile red.

A
" a "y e e
5 i ! !
< 40 < &0 ! !
E E i i
2 % ; ;
04 0 : f
5.0 a000.0 50.0 5000.0
Diametar (nm) Diameter (nm)
Lagnommal Size Distribution Lognomal Size Distribution
B

C so0om

400000

300000

ity (cps)

200000

intens

100000

0
400 430

—free curcumin

encapsulated
curcumin

500 550 600 650 700

wavelenght {nm)

Release %

80
70
60
50
40
0
20

_.—40’
o .-
¢ %t
Ed L ¢
v S ’
! . !
¢ ‘! .f
I 2 - - P
K o~ w ~#==Rifampicin
£ e -~~~ Nile red
- P
» Ll --#--Curcumin
-" 1
o -
R
s
20 40 80 g0 100
Time (hours)

Figure 4: Characterization of Carrageenan-graft-PCL: (A) Size distribution of empty micelles (a) and curcumin-loaded
micelles (b) by Dynamic Light Scattering (DLS); (B) TEM images of empty micelles (a) Nile red loaded micelles (b) and
curcumin-loaded micelles registered at a concentration of 0.5 or 1 mg.mL?; (C) Characterization of free curcumin and
encapsulated curcumin by fluorescence. Excitation was performed at 420 nm, and the maximum emission wavelength of
free curcumin and curcumin-loaded micelle was detected at 558 nm and 517 nm respectively. (D) kinetics of release of
curcumin, Nile red and rifampicin from Carrageenan-graft-PCL micelles. The concentrations of lipophilic molecule released
in the medium during time was measured either by fluorescence (excitation wavelength = 550nm — emission wavelength
=630nm) for Nile Red, or by absorbance (at 420nm for curcumin and 475nm for rifampicin).
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3. Cytotoxicity of oligocarrageenan-graft-PCL particles

To determine the relative toxicity of oligocarrageenan-graft-PCL particles to endothelial cells, the MTT
assay has been used. Even if the MTT is not a direct viability measurement, the quantification of the
mitochondrial activity is, in most of the case, proportional to the number of cells and thus give an
indirect idea of the toxicity. The empty micelles did not affect the viability as determined by the MTT
assay in concentrations up to 1000 ug/ml (Fig 5a). When the micelles were loaded with curcumin, the
viability was not affected to a concentration up to 250 pug/ml, however a significant decrease in viable
cells was observed at a concentration of 500 ug/ml (Fig 5b). This probably reflects a cytotoxic effect of
curcumin, which is known to be cytotoxic to a large variety of cell lines (Kuttan et al., 2007). Indeed,
this effect was observed on endothelial cells incubated with free curcumin at concentration above 5
1M (Fig 5¢). A similar effect was also noticed on another study of the effect of curcumin on EAhy926
endothelial cells, although toxicity was observed only at curcumin concentrations above 10 uM (Kam
et al., 2015). Interestingly, the vectorization of curcumin with oligocarrageenan-graft-PCL particles
seemed to decrease the cytotoxicity of curcumin. A progressive release of encapsulated curcumin may

be involved in this lower cytotoxicity. Further investigations are needed to determine the mechanism.
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Figure 5: EA.hy926 cell viability measurement using MTT assay after treatment with empty micelles (a), or curcumin-
loaded micelles (c) or curcumin (c) during 48 h., ***(p < 0.01) significant difference compared with the control without
treatment.
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4. Cellular uptake of curcumin by EA.hy926 cells

To investigate the capacity of carrageenan-graft-PCL micelles to facilitate the uptake of curcumin, EA-
hy926 cells were treated with curcumin or curcumin-loaded micelles during periods ranging from 4h
to 24 h and the incorporation of curcumin in cells was visualized using fluorescence microscopy.
Curcumin by itself was not very efficient in getting in the cell as demonstrated by the curcumin
fluorescence in cultured cells (Fig 6 a-d). When curcumin was vectorised with the micelles, the cellular
fluorescence intensity associated to curcumin was increased starting 6 hours after contact and still
elevated after 24 hours (Fig 6 e-h). The presence of curcumin inside cells has been confirmed by
confocal laser microscopy (data not shown). According to these results the oligocarrageenan-graft-PCL

micelles facilitate the incorporation of curcumin inside endothelial cells.
4h 6h 8h 24 h
4h 6h 8h 24 h

Figure 6: Cellular uptake in EA.h926 cells of free curcumin (A-D) and curcumin-loaded micelle (E-H). The incorporation was
studied between 4 h and 24 h with free or encapsulated curcumin concentrated at 15 puM. For each condition, the overlay
of DAPI staining (blue, nuclear) with curcumin fluorescence was shown and below the curcumin fluorescence only.
(Magnification X20)
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5. Effect of oligocarrageenan-g-PCL loaded with curcumin on inflammation

To stimulate endothelial cells and mimicks inflammatory conditions, TNF was added to the cells. As
previously described, TNF induce the secretion of inflammatory factors such as IL-6 and MCP-1 (Cella
et al., 1997; Scarpini et al., 1999 - fig 7). In these conditions, the biological effects of curcumin and
oligocarrageenan-g-PCL loaded with curcumin were investigated on endothelial cells in inflammatory
condition. Free or encapsulated curcumin at 5 uM did not modify the secretion of IL-6. At a higher dose
of 15 uM the encapsulated curcumin inhibited almost completely the TNF-induced IL-6 production,
while the free curcumin did not induce any significant effect compared to the control (Vehicle plus
TNF) (fig 7A). For the chemokine MCP-1, the dose of 5 UM of free or encapsulated curcumin gave a
similar inhibition. The 15 uM dose induced a higher inhibition for the encapsulated curcumin with a
level similar to the basal level (fig 7B). Similarly, to what has been observed about incorporation of
curcumin inside endothelial cells, the inhibitory effect of curcumin on inflammatory stimulated cells is

significantly enhanced when curcumin is encapsulated into oligocarrageenan-g-PCL micelles.

These results are in agreement with other studies using vectorised curcumin. For example, liposomes
used to vectorise curcumin demonstrated a reduction of IL-13 and TNF-a secretion by
lipopolysaccharide (LPS)-induced macrophages, compared to free curcumin (Basnet et al. (2012)). In
another study realized in LPS-stimulated mice, curcumin-loaded exosomes showed better anti-

inflammatory effect than free curcumin (Sun et al. 2010).
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Figure 7: Protective effect of free curcumin (Free-curc) and encapsulated curcumin (E-curc) on production of IL-6 and MCP-
1. Cells were treated during 24 h with free curcumin or encapsulated curucumin at 5 uM and 15 uM. Then production of
inflammatory factors was stimulated using TNF-a. No-TNF-a group did not receive any treatment and TNF-a cell group were

=
o

MCP-1 (pg/ml)

No -TNFa
TNF - a
Vehicle

E-curc(5pM)

Free - curc (5pM)
Free - curc (15uM)
E-curc(15pM)

treated with TNF-a. Vehicle group correspond to cells treated with empty micelles before the stimulation with TNF-a.
*p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001 compared with TNF-a group. #p < 0.01 compared to cells treated with Free-curcumin at
15 uM.
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Conclusion

Since the last decade, carrageenan has attracted major interest as drug delivery carriers for
biopharmaceutical applications. In this paper, we have developed k-carrageenan based nanomicelles
to transport hydrophobic drugs. k-carrageenan were first hydrolysed with k-carrageenase isolated
from P. carrageenovora into oligocarrageenans of defined length (DP=8). The biodegradable and
biocompatible polycaprolactone polyester was then grafted on oligosaccharides in a three steps
chemical synthesis, resulting in the formation of amphiphilic copolymers called oligocarrageenan-
graft-polycaprolactone. These copolymers self-assemble into spherical nanomicelles of about 190 nm
diameter in solution and they can efficiently encapsulate hydrophobic molecules such as the lipophilic
stain Nile red or drugs (curcumin or rifampicin). These molecules are released from the micelles in

about 24 to 72H in vitro.

Curcumin is well known for its anti-inflammatory, anti-oxidant and anti-carcinogenic effects. This drug
also exerts protective effects against cardiovascular diseases (He et al., 2015), including atherosclerosis
which affect vascular endothelium cells. We thus characterized the effect of curcumin encapsulated in
our micelles on endothelial EA.hy926 cells. The oligocarrageenan-graft-polycaprolactone micelles are
not cytotoxic and they facilitate the delivery of curcumin inside endothelial cells as evidenced by
fluorescence and confocal laser scanning microscopy. The nanomicelles also potentiate the anti-
inflammatory activity of curcumin on TNF-induced inflammation experiments as evidenced by the

decreased secreted levels of inflammatory factors IL-6 and MCP-1.

Although these results appear promising, further characterization of the oligocarrageenan-graft-
polycaprolactone micelles will be necessary to evaluate their potential use as drug delivery carriers. In
particular, in vivo experiments to study the biodistribution and the efficient release of drugs will be of
interest to evaluate a potential targeting of the micelles. In addition, the presence of free hydroxyl
groups on the oligocarrageenan-graft-polycaprolactone micelles offer the possibility to graft ligands

that would target specific cells.
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Supplementary material
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Supplementary figure 1 : structure of (a) the three main classes of carrageenans (b) curcumin.
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Supplementary figure 2: Schematic representation of the oligocarrageenan-graft-polycaprolactone
synthesised for micelle formation. The number of polycaprolactone repeats m = 10.
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Supplementary figure 3: Determination of CMC (critical micelle concentration) of oligocarrageenan-
graft-PCL. The intensity of the scattered light is expressed in kilo counts per second (Kcps).
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Supplementary figure 4: 600 MHz NMR spectra of (A) COSY; (B) *H-13C HSQC and (C) 1D *3C of
oligocarrageenan-graft-PCL recorded in D20 at 25°C. Assignments a, b, ¢, d and e refer to the
caprolactone chain atoms as indicated in supplementary figure 2. d: and e: correspond to chemical
shifts of d and e at the extremity of the polycaprolactone chain (-CH>-CH,-OH end).
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Travaux associés

Les expérimentations menées sur les cellules endothéliales humaines ont montré que les
micelles sont internalisées dans ces cellules et qu’elles délivrent la curcumine. Afin de
compléter ce travail, des essais chez I'animal sont envisagés pour soumettre les micelles a la
complexité physiologique d’'un organisme vivant. En effet, un principe actif introduit dans
I'organisme est soumis a plusieurs processus dont la distribution, la métabolisation et
I’élimination. L'utilisation des micelles a pour objectif d’améliorer la distribution, de protéger
le principe actif de dégradations qui surviennent lors du métabolisme et éventuellement
d’orienter cette molécule vers un organe cible. Actuellement, les nanomicelles ne possedent
pas de systeme d’adressage. En premiere approche, des essais préliminaires ont été réalisés
chez la souris pour évaluer leur capacité a s’introduire dans les différents tissus de I'organisme.
Ces premiers essais ont été effectués avec le rouge de Nil, une molécule fluorescente et

hydrophobe qui est ainsi facilement détectable.

Matériel et méthodes

Distribution du rouge de Nil encapsulé ou libre chez la souris

Les souris (lignée C57/Black 6) ont regu par voie intraveineuse les micelles contenant le rouge
de Nil (3 souris) ou le rouge de Nil libre (3 souris). Le sang a été prélevé a 1 h, 2 h et 4h aprés
I'injection afin d’extraire et doser le rouge de Nil. Au bout de 4 h, les souris ont été sacrifiées
et les organes (cerveau, foie, poumons, tissu adipeux, rate et reins) prélevés pour extraire le

rouge de Nil et réaliser une quantification.

Extraction et dosage du rouge de Nil

Les échantillons de sang traités avec I’héparine ont été acidifiés a pH 3 avec du HCI 6 N avant
d’étre repris dans un mélange acétate d’éthyle/propanol (9 :1). Aprés quelques minutes sous
agitation, les échantillons ont été centrifugés pendant 20 min a 5000 g. Les phases organiques
ont été récupérées pour mesurer la fluorescence du rouge de Nil (excitation: 550 nm,

émission : 630 nm). Une gamme étalon de rouge de Nil a permis de réaliser une quantification.
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Les organes ont été prélevés apres sacrifice des souris puis repris dans du PBS a pH 3 (3 fois le
volume de l'organe) et broyés avant d’ajouter |'acétate d’éthyle/propanol (9 :1). Apres
centrifugation a 5000 g pendant 20 min, les phases organiques ont été prélevées et la
fluorescence du rouge de Nil mesurée selon la méme procédure que pour les échantillons

sanguins (Kim et al. 2011).

Résultats

Dosage du rouge de Nil dans le plasma

Afin de réaliser une cinétique de variation de la concentration plasmatique du rouge de Nil en
fonction du temps, des prélevements sanguins ont été effectuésa 1 h, 2 h et 4 h apresinjection
chez la souris C57/Black 6. La figure 21 met en évidence des concentrations plasmatiques
significativement plus importantes pour le rouge de Nil libre en comparaison avec le rouge de
Nil véhiculée. La concentration du rouge de Nil libre est ainsi 2,3 fois plus élevée 1 h apres
injection que celle de la molécule encapsulée. Cette différence devient plus importante entre
1 h et 2 h apreés injection puis une diminution de la concentration sanguine du rouge de Nil
libre et véhiculé est observée jusqu’a 4 h. La disparition des molécules du plasma peut étre

due a leur distribution dans les organes et/ou a leur élimination de I'organisme.
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Figure 21 : cinétique de disparition du rouge de Nil libre et encapsulée de la circulation sanguine chez
la souris. Le rouge de Nil est extrait du sang total puis quantifié en mesurant sa fluorescence.
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Etude de la bio-distribution du rouge de Nil libre ou encapsulé

La bio-distribution du rouge de Nil libre et du rouge de Nil encapsulé a été étudiée chez la
souris C57/Black 6 (figure 22) en prélevant différents organes (foie, cerveau, rein, rate,
poumon et tissu adipeux). La concentration maximale apparait dans le foie, 4 heures apres
I’'administration par voie intraveineuse. Le foie est |'organe principal impliqué dans le
métabolisme des molécules introduites dans |'organisme avant qu’elles ne soient
redistribuées ou éliminées. Dans les autres organes, les quantités de rouge de Nil libre ou
véhiculé sont moins importantes que dans le foie. Toutefois, des différences sont observées
entre le rouge de Nil libre et véhiculé dans certains organes : ainsi, dans le cerveau, le rouge
de Nil encapsulé est présent alors que le rouge de Nil libre n’est pas détecté. De facon
similaire, au niveau des poumons, la quantité de rouge de Nil encapsulé est significativement
plus importante que celle du rouge de Nil libre. A l'inverse, dans le tissu adipeux, seul le rouge

de Nil libre est détecté.

Encapsulated Nile red

]
354 * % |:| Free Nile red

Nile Red ng/g of tissue

Figure 22 : bio-distribution du rouge de Nil libre et vectorisé chez la souris, 4 h apres injection par voie

intraveineuse(n=3). Test de Tukey : ***p < 0,001, **p <0,01.
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Conclusion

Des différences de bio-distribution et de cinétique de concentration du rouge de Nil libre et
vectorisé ont été observées en condition in vivo chez la souris C57/Black 6. La molécule libre
montre une durée de vie plus longue dans le sang que la molécule encapsulée. L'étude de la
bio-distribution montre des quantités plus importantes de rouge de Nil véhiculé dans le foie,
le cerveau et les poumons. Une incorporation plus rapide des micelles dans les différents

organes pourrait expliquer les différences de concentration plasmatique au cours du temps.

Les différences de bio-distribution avec la forme encapsulée pourraient étre exploitées. Cela
pourrait notamment permettre de cibler plus spécifiguement certains tissus avec les
nanomicelles d’oligocarraghénanes-graft-PCL. La possibilité d’augmenter I'entrée de
molécules dans le systeme nerveux central est particulierement intéressante. Le cerveau est,
en effet, séparé de la circulation par des vaisseaux aux propriétés particulieres, formant la
barriere hémato encéphalique (BHE). Cette BHE évite I’entrée de molécules potentiellement
toxiques, mais est également un frein a I'entrée de molécules thérapeutiques dans le systeme
nerveux central. Des systemes de vectorisation permettant de délivrer de telles molécules ont

donc un potentiel intéressant.
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Conclusion chapitre 2

L'objectif de cette partie était de développer des nanomicelles a partir des polysaccharides
extraits des macroalgues. Sur ces polymeres naturels, des chaines hydrophobes de
polycaprolactone ont été greffées. Ainsi des micelles avec un coeur hydrophobe de PCL et une

surface hydrophile d’oligocarraghénanes ont été obtenues.

La premiére étape était de réduire la taille de ces polyméres qui est de 'ordre de 107 Da pour
obtenir des oligomeéres constitués de quelques unités répétitives. De ce fait, ce sont les
carraghénanes qui ont été utilisés puisqu’il existe des enzymes spécifiques capables de les
hydrolyser en oligomeéres. Celles-ci sont produites par la bactérie marine Pseudoaltermonas
carrageenovora stimulée avec des [chrraghénanes. Les chaines de carraghénanes ont ainsi

été hydrolysées en octameéres grace a ces enzymes.

Les oligoméres ont ensuite été fonctionnalisés en fixant des chaines de polycaprolactone (PCL)
au niveau des fonctions hydroxyles grace a un protocole constitué de trois étapes : Dans un
premier temps, I'acétylation partielle des oligocarraghénanes a été réalisée de facon a
protéger 60 % des fonctions -OH libres de chaque oligomeéere. La polymérisation du
caprolactone en polycaprolactone a alors été effectuée sur les fonctions hydroxyles libres.
Enfin, la déprotection des fonctions —OH acétylées a permis d’obtenir les copolymeéres
amphiphiles qui constitueront les micelles.

La formation des micelles est possible a des concentrations de copolyméres supérieures ou
égales a 0,8 mg/ml. En dessous de cette concentration appelée CMC (concentration micellaire
critique), les micelles ne peuvent pas se former. Ces micelles ont une taille moyenne de 187

1+ 21 nm et montrent une forme sphérique en microscopie électronique a transmission (TEM).

La capacité de ces micelles a incorporer des molécules hydrophobes a été vérifiée et trois
composés ont été testés. Il s’agit de la curcumine, de la rifampicine (antibiotique) et du rouge
de Nil qui est un fluorophore hydrophobe. La cinétique de libération de ces molécules a été
réalisée in vitro dans le PBS (pH 7,4) a 37 °C. La curcumine est libérée durant 72 heures, la

rifampicine et le rouge de Nil pendant respectivement 24 h et 60 h.
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L'une des pathologies visées par le développement de ces nanomicelles est |'athérosclérose
qui touche les cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins. Dans cette partie,
des tests in vitro ont été réalisés sur les cellules endothéliales humaines (EAhy926). Tout
d’abord I'effet des micelles sur la viabilité de ces cellules a été évalué et les résultats ont
montré I'absence de toxicité. La différence d’incorporation de la curcumine libre et vectorisée
dans les cellules endothéliales a ensuite été observée par microscopie a fluorescence. La
vectorisation de la curcumine par les micelles permet ainsi d’augmenter sa concentration

intracellulaire.

Afin de vérifier la libération de la curcumine par les micelles dans les cellules, les propriétés
anti-inflammatoires de cette derniére ont été mesurées. Pour cela, les cellules ont été traitées
avec la curcumine libre ou vectorisée durant 24 heures avant l'induction d’un stress
inflammatoire. Les cellules ayant été mises en contact avec la curcumine vectorisée montre
une meilleure capacité a empécher la production de facteurs inflammatoires (IL-6 et MCP-1)
que les cellules traitées avec la curcumine libre. Ces résultats indiquent que la vectorisation

améliore les effets protecteurs de la curcumine contre I'inflammation.

Afin de confirmer I'’ensemble de ces résultats, il sera nécessaire de réaliser différents tests in
vivo. Les premiers essais ont été effectués sur des souris C57/Black 6 traitées avec le rouge de
Nil encapsulé pour étudier la cinétique d’absorption et la bio-distribution des micelles. Les
concentrations sanguines du rouge de Nil véhiculé sont moins importantes que celles du rouge
de Nil libre et cela durant les 4 premiéres heures aprés injection. Les deux types de molécules

(libre et véhiculé) ne sont plus détectés dans le sang apres 4 heures.

La bio-distribution dans les différents organes a été étudiée 4 h aprés injection et le rouge de
Nil libre a été retrouvé dans le foie, le cceur, la rate, les poumons, les tissus adipeux et les
reins. Le rouge de Nil encapsulé a été détecté dans ces mémes organes sauf dans les tissus
adipeux, avec des concentrations plus élevées dans le foie et le poumon. Il est également
présent dans le cerveau contrairement au rouge de Nil libre.

A I'exception du foie, les concentrations observées dans les organes 4 h apres injection
apparaissent faibles (< 0,1 ng/g de tissu). D’autre part, les concentrations plasmatiques de

rouge de Nil libre ou encapsulées apparaissent également tres faibles 4 h aprées injection. Il
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serait donc intéressant de renouveler ces expériences en arrétant la cinétique dés 2 h aprés
injection. En effet, les données de la littérature montrent que I'étude de la bio-distribution de
nanoparticules et de principes actifs libres chez la souris est plus aisée durant les deux
premieres heures suivant I'administration (Kim et al. 2011 ; Z. Wang et al. 2015). Au-dela de
deux heures, les concentrations dans les organes sont souvent déja trop faibles pour avoir une
bonne estimation de la distribution.

Pour compléter ce travail, les effets de la curcumine véhiculée dans les nanomicelles obtenues
dans cette étude seront étudiés chez la souris sur un modele physiopathologique
d’athérosclérose et d’AVC. Pour un meilleur contréle de la libération de la curcumine, le

ciblage des tissus par ces nanovecteurs pourrait étre envisagé.
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Conclusion générale

Le diabete et I'athérosclérose figurent parmi les premiéres causes de mortalité dans le monde.
Plusieurs facteurs peuvent contribuer a I'apparition de ces pathologies dont I'hérédité,
I’alimentation et le mode de vie. Les facteurs communs entre ces deux maladies sont le stress
oxydant et I'inflammation chronique. Les ROS en exces activent de nombreuses voies de
signalisations (Evans et al. 2003) telles que NF-kB (Nuclear Factor Kappa-B), TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a) et MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases). L’activation de ces voies est
caractérisée par la sécrétion de cytokines et chimiokines inflammatoires dont IL-6, IL-1, TNF-
a, IL-8 et MCP-1 (Hommelberg et al. 2008). L'utilisation de molécules antioxydantes et

antiinflammatoires comme la curcumine peut inhiber ces processus.

Les effets biologiques et thérapeutiques de la curcumine ont été décrits dans plusieurs études
(Jang et al. 2008 ; Aggarwal 2005 ; Akila et al. 1998). Grace a ses propriétés antioxydantes, la
curcumine peut neutraliser les ROS et diminuer le stress oxydant. Elle est également capable
d’inhiber les voies de signalisation impliquées dans le développement de plusieurs pathologies
liées a I'inflammation comme le diabéte et I'athérosclérose. Ainsi la curcumine peut diminuer
la sécrétion des facteurs TNF-a, IL-6, IL-8, et MCP-1 (Jain et al. 2009), fortement activés lors

du développement de ces pathologies.

Cependant, la curcumine étant une molécule hydrophobe, elle est trés peu absorbée par voie
orale et peu disponible dans I'organisme. Son administration par voie intraveineuse améliore
sa biodisponibilité mais la curcumine est alors rapidement métabolisée par les enzymes de
I'organisme et éliminée. Dans ce travail de thése, des nanomicelles ont été développées afin
de véhiculer la curcumine, d’augmenter sa biodisponibilité et de contrdler sa libération. Ces

nanovecteurs ont été développés a partir de polysaccharides extraits de macroalgues.

La premiere partie de cette étude a donc consisté a isoler les polysaccharides de macroalgues
brunes et rouges sans altérer leur structure. Pour réaliser cela, un protocole utilisant les
ultrasons a été élaboré afin d’extraire rapidement et efficacement ces polymeres. L’assistance
des ultrasons a permis d’atteindre en quelques minutes des rendements généralement
obtenus en quelques heures pour les protocoles classiques. Les polysaccharides ont été isolés
puis caractérisés en spectroscopie RMN et en chromatographie d’exclusion. Les données RMN

ont montré que les polyméres n’étaient pas dégradés par les ultrasons et la chromatographie
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d’exclusion a permis de vérifier que la taille de ces polyméres était bien similaire a celle des
polysaccharides obtenus par un protocole d’extraction classique.

Ainsi le protocole d’éco-extraction mis en place a permis |’extraction efficace des alginates et
des carraghénanes. Les alginates proviennent de l'algue brune Sargassum binderi et les
carraghénanes constituent les algues rouges Kappaphycus alvarezii et Euchema denticulatum.

Ces deux polymeres ont la particularité d’étre hydrosolubles et tolérés par I'organisme.

Dans la deuxieme partie de cette étude, les carraghénanes extraits de Kappaphycus alvarezii
ont été choisis pour étre fonctionnalisés afin d’obtenir des nanomicelles visant a transporter
des médicaments hydrophobes et plus particulierement la curcumine. Ces polysaccharides
ont été combinés avec le polycaprolactone qui est un polyester hydrophobe. L’avantage de

ces deux entités est leur biocompatibilité et leur dégradation possible dans I'organisme.

Les nanomicelles obtenues ont une taille de 187+ 21 nm et permettent une libération
progressive des molécules qu’elles transportent. La libération de la curcumine se prolonge sur
une durée 72 heures en conditions in vitro. Ce temps de libération dépend de plusieurs
parameétres dont la longueur des chaines de polycaprolactone des micelles mais aussi de la
molécule encapsulée. En effet plus la longueur des chaines de polycaprolactone est
importante et plus la libération de la molécule véhiculée est prolongée (Bhaw-Luximon et al.
2011). L’affinité entre la molécule encapsulée et la micelle peut également avoir un réle sur la
durée de la libération. En effet, les temps de relargage varient selon la molécule introduite
dans la micelle. La curcumine qui est délivrée durant 72 heures présente apparemment une
plus forte interaction avec la micelle que la rifampicine et le rouge de Nil qui sont
respectivement libérés en 24 et 60 heures. Les nanomicelles d’oligoagarose développées par
Bhaw-Luximon et al. (2011) montrent également des durées de libérations compris entre 50
et 100 h pour le kétoproféene, un médicament anticancéreux hydrophobe.

Des essais réalisés in vitro sur des cellules endothéliales humaines ont montré une meilleure
incorporation de la curcumine vectorisée dans le cytoplasme. L'introduction de la micelle dans
les cellules peut étre effectuée par un mécanisme d’endocytose. En effet, des études
démontrent que les nanovecteurs sont pris en charge par les cellules via ce processus (A. T.
Singh et al. 2008). Quant a la curcumine libre, son caractére hydrophobe pourrait limiter son

introduction dans les cellules.
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Un dosage des facteurs inflammatoires secrétés (IL-6 et MCP-1) a été réalisé sur les cellules
endothéliales humaines ayant subi un stress inflammatoire aprés avoir été traitées avec la
curcumine libre et vectorisée. Les cellules mises en contact avec la curcumine vectorisée sont
mieux protégées face a ce stress inflammatoire que les cellules qui ont recu une quantité
équivalente de curcumine libre. En augmentant les quantités de curcumine disponibles dans
les cellules, I'utilisation des micelles a donc un effet positif sur les propriétés anti-
inflammatoires de ce composé. La diminution de la sécrétion des facteurs IL-6 et MCP-1 est
significativement plus marquée pour les cellules traitées avec la curcumine vectorisée. Ces
résultats indiquent que la curcumine a été délivrée dans les cellules permettant une meilleure
inhibition des voies de signalisation responsables de I'expression des facteurs IL-6 et MCP-1.
L’inhibition de leur expression par la curcumine est possible par différentes voies dont NF-kB,

MAPK ou JNK (He et al. 2015 ; Liu et al. 2014).

Par la suite, il est envisagé d’étudier l'efficacité de la vectorisation de la curcumine en
condition in vivo. Des essais ont été initiés chez la souris et avaient pour objectif de vérifier
I'internalisation des micelles dans les différents organes et de déterminer leur biodisponibilité.
Pour ce premier test in vivo, le rouge de Nil a été introduit dans les micelles a la place de la
curcumine pour une détection plus aisée par fluorescence.

Le rouge de Nil libre ou véhiculé a été administré par voie intraveineuse chez la souris. La
molécule libre a montré une disparition significativement plus lente de la circulation sanguine
qgue la molécule véhiculée par les nanomicelles. En effet, Les principes actifs ou molécules
introduites dans I'organisme peuvent étre pris en charge par les protéines plasmatiques
comme l'albumine ou la globuline (Sackett et Wolff 1987). Le rouge de Nil libre étant une
molécule hydrophobe sa fixation aux protéines plasmatiques est nécessaire a sa circulation.
Seule la forme libre peut étre distribuée au niveau des organes, lorsque la forme liée est
libérée au cours du temps. Les micelles peuvent quant a elles circuler librement grace a leur

surface hydrophile et pénétrer ainsi plus rapidement dans les organes.

Le rouge de Nil libre ou encapsulé a ensuite été dosé dans différents organes, 4 h apres son
administration par voie intraveineuse. Quelques différences ont été notées dans la bio-
distribution de ces deux types de composés. Le rouge de Nil vectorisé montre une

incorporation plus importante dans certains organes (le foie, le cerveau et les poumons).
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Cependant la molécule qu’elle soit libre ou vectorisée est retrouvée majoritairement dans le
foie et en faible quantité dans les autres organes. Afin de contréler la distribution des micelles,
il est prévu par la suite de fixer des molécules d’adressage a leur surface pour pouvoir les
diriger vers les tissus cibles. Pour ce faire, la présence de groupements hydroxyles (-OH) libres
sur les PCL-oligocarraghénanes constitue un atout majeur de ces nanomicelles car ces
fonctions sont a priori aisément substituables par des ligands qui permettraient le ciblage de

récepteurs de cellules spécifiques.

Dans la littérature, de nombreuses études se sont intéressé a la formulation de nanovecteurs
pour transporter la curcumine (Prasad, Tyagi, et Aggarwal 2014). Plusieurs types de
nanoparticules ont été développés dont des nanotubes de carbones, des liposomes et des
cyclodextrine (H. Li et al. 2014 ; L. Li, Braiteh, et Kurzrock 2005 ; Ghanghoria et al. 2012). Il
existe trés peu de données sur l'utilisation des carraghénanes pour véhiculer la curcumine.
L'étude réalisée par Xu et al. (2014) présente des particules obtenues a partir de kappa-
carraghénanes complexés avec le lysozyme. Ces vecteurs ont permis d’augmenter la solubilité
de la curcumine. Cependant, la taille de ces vecteurs étant de l'ordre de 1 um, leur
incorporation par des cellules pourrait étre limitée. Les nanomicelles développées dans cette

étude ont une taille d’environ 200 nm favorisant leur introduction dans les cellules.
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Perspectives

Des nanomicelles biodégradables ont été obtenues a partir des carraghénanes extrait de
I'algue rouge Kappaphycus alvarezii. 11 a été démontré dans ce travail de these que la
vectorisation de la curcumine augmente son incorporation dans les cellules et son activité
anti-inflammatoire, en condition in vitro. Afin de compléter ces résultats, il sera nécessaire de

réaliser des tests chez I'animal en condition physiopathologique :

O Les effets de la curcumine véhiculée pourraient étre analysés sur des souris
diabétiques afin d’étudier I'impact sur I'hyperglycémie, l'insulinorésistance et la
peroxydation des lipides et la modulation des marqueurs moléculaires de

complications vasculaires.

0 |l serait également intéressant de vérifier les résultats obtenus in vitro sur les cellules
endothéliales, en utilisant un modele animal d’athérosclérose. Cela permettrait
d’étudier l'incorporation de la curcumine encapsulée au niveau de I'endothélium

vasculaire et ainsi mesurer les effets sur 'athérogeneése.

O Les premiers essais réalisés sur la souris avec les micelles contenant le rouge de Nil ont
montré une incorporation possible des micelles a travers la barriere
hématoencéphalique. Apres avoir approfondi la bio-distribution de la curcumine
encapsulée dans les micelles et confirmé leur passage a travers la barriére
hématoencéphalique, les propriétés thérapeutiques de la curcumine pourraient étre
étudiées au niveau du cerveau sur un modele d’AVC et notamment sur les
conséquences de l'ischémie cérébrale. Il faut rappeler que I’AVC peut provenir de

I’érosion de la plaque d’athérome.

Par ailleurs, la libération de la curcumine au niveau des tissus cibles peut étre contrélée en
utilisant des éléments d’adressage fixés sur les micelles. En effet, les micelles sont constituées
d’'un  cceur hydrophobe de polycaprolactone et d’une surface hydrophile
d’oligocarraghénanes riches en groupements chimiques hydroxyles. Ces fonctions-OH a la

surface des micelles sont facilement modifiables et peuvent servir de point d’ancrage pour
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des récepteurs spécifiques. Dans de nombreuses pathologies, les cellules touchées présentent

des modifications a leur surface qui pourraient étre ciblées par les micelles.

Atitre d’exemple, lors du développement de I'athérosclérose, des molécules d’adhésions sont
exprimées a la surface des cellules endothéliales. Parmi ces récepteurs sont retrouvés VCAM-
1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) et ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1)
permettant le recrutement des monocytes et des lymphocytes au niveau des cellules
endothéliales en transformation (Nakashima et al. 1998 ; Fotis et al. 2012). Des peptides
spécifiques de ces récepteurs pourraient étre générées et fixées a la surface des micelles pour

cibler les cellules endothéliales et libérer la curcumine et freiner I'athérogeneése.
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Fonctionnalisation de biopolyméres extraits de macroalgues pour véhiculer des
principes actifs hydrophobes

Résumé

Le diabete est caractérisé par une hyperglycémie chronique mais également par un stress oxydant et une
inflammation chronique conduisant a des complications cardiovasculaires telles que I'athérosclérose.

La curcumine est un polyphénol connu pour ses propriétés antioxydantes et antiinflammatoires. Elle est
capable de neutraliser les radicaux libres et les médiateurs inflammatoires impliqués dans le
développement des maladies métaboliques. De ce fait, la curcumine peut avoir une action préventive
contre le diabéte de type 2 et ses complications cardiovasculaires.

Cependant la curcumine, comme de nombreux médicaments hydrophobes, est trés peu absorbée dans
I'organisme. De plus sa métabolisation et son élimination rapide de I'organisme limite ses effets
thérapeutiques.

Ainsi ce travail de thése a consisté a mettre en place un systeme de vectorisation pour le transport de
molécules hydrophobes comme la curcumine en utilisant les carraghénanes, des polysaccharides de
macroalgues. Pour ce faire, les polysaccharides ont été tout d’abord extraits des macroalgues issues des
Mascareignes en mettant en place et en optimisant un protocole d’éco-extraction. Ces polysaccharides ont
ensuite été caractérisés par RMN puis fonctionnalisés pour former des micelles de taille nanométrique. Nos
résultats montrent que ces nanovecteurs sont biodégradables, non toxiques et permettent d’améliorer
I'introduction de la curcumine dans des cellules endothéliales humaines, ainsi que d’accroitre ses propriétés
antiinflammatoires. Ces nanomicelles représentent donc potentiellement un moyen de transport
prometteur de médicaments hydrophobes tels que la curcumine.

Mots Clés : Macroalgues, alginates, carraghénanes, micelles, curcumine, anti-inflammatoire, diabéete,
athérosclérose

Abstract

Diabetes is characterized by high blood glucose but also by an oxidative stress and a chronic inflammation
which lead to cardiovascular complications like atherosclerosis.

Curcumin is a polyphenol known for its antioxidant and anti-inflammatory properties. It can react against
free radical and downregulate inflammatory factors involved in the development of metabolic diseases.
Therefore, curcumin can prevent the occurrence of type 2 diabetes and its cardiovascular complications.
However, as many others hydrophobic drugs, curcumin is poorly incorporated in the body. Furthermore, its
rapid biotransformation and elimination from the body limit its therapeutic effects.

This PhD work consisted in the development of a drug delivery device for hydrophobic drugs like curcumin
using carrageenans which are polysaccharide from seaweeds. For this, carrageenans were first extracted
from seaweeds of the Mascarene Islands by implementing and optimizing an eco-extraction protocol. After
their characterization by NMR and these polysaccharides were then functionalized to form nanometric
micelles. Our results showed that these biodegradable nanomicelles were non-toxic and allowed the
enhancement of curcumin uptake by human endothelial cells and its anti-inflammatory properties. They
thus potentially represent a promising device for drug delivery such as curcumin.

Keywords: seaweeds, alginates, carrageenans, micelles, curcumin, anti-inflammatory, diabetes,
atherosclerosis
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