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INTRODUCTION

Ces travaux de thése se placent dans le cadre d’un projet collaboratif a l'interface de la Science
des Matériaux et des Sciences du Vivant (Biophysique), faisant intervenir 2 laboratoires
Toulousains, le CIRIMAT et I’IPBS.

Le CIRIMAT (Centre Interuniversitaire de Recherche et d’Ingénierie des Matériaux - équipe :
Nanocomposites et Nanotubes de Carbone, NNC) regroupe des compétences relatives aux
méthodes de synthése et de mise en forme des matériaux, et plus précisément des
nanomatériaux carbonés dont en particulier les nanotubes de carbone bi-parois (DWNT).
L’IPBS (Institut de Pharmacologique et de Biologie Structurale) et plus particulierement
I’équipe Biophysique Cellulaire, est spécialiste de I’étude des mécanismes de délivrance de
molécules au travers de cellules via I'application de champs électriques, mais également du
développement d’outils innovants pour la délivrance, le ciblage ou le diagnostic in vivo.

La collaboration de ces deux équipes de disciplines différentes a permis I'émergence de ce
projet de thése visant a concevoir et fabriquer un dispositif a base de nanotubes de carbone
dans le but de délivrer des molécules pharmacologiques au travers du derme par
électrostimulation. Ce projet a été possible grdce au soutien de la COMUE et de la Région
(bourse de these "NANODERM").

Avec I'avénement des nanotechnologies, les chercheurs ont adopté une nouvelle facon de
penser les matériaux, initiée principalement par le développement de matériaux innovants aux
propriétés diverses et variées. Actuellement, ces matériaux sont utilisés dans des secteurs tels
que I’énergie, I'alimentaire, le médical et I'optique. L’utilisation de nanomatériaux et plus
précisément des nanomatériaux carbonés comme par exemple les nanotubes de carbone ou
encore le graphéne fait I'objet d’une recherche active ouvrant la voie a toutes sortes
d’applications comme les revétements, I'automobile, I'ingénierie tissulaire, le biomédical ou
encore la délivrance de molécules pharmacologiques.

Du cété des sciences du vivant et plus particulierement dans le domaine de la délivrance de
molécules par voie transdermique, les scientifiques, face a des méthodes de traitement
actuellement peu ou pas assez efficaces, se sont attelés a développer différents outils
permettant le passage de molécules pharmacologiques de différentes tailles au travers de
I’épiderme vers le derme. Différentes approches ont été développées, telles que la méthode
thermique (ablation laser), mécanique (microneedles), électrique (iontophorése,
électroporation), sans qu'aucune d'entre elles n’apporte actuellement de solution a la fois
efficace et économiquement envisageable.

Cette approche interdisciplinaire implique donc de constituer un cahier des charges solide,
prenant en compte d'entrée de jeu tous les paramétres relevant a la fois des deux disciplines
impliquées. En effet, le dispositif devra nécessairement rentrer en contact avec des tissus
biologiques (la peau) mais également sous I'application d’un stimulus électrique permettre de
libérer au travers de I'épiderme vers le derme, une molécule pharmacologique, ce qui implique
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des notions de biocompatibilité et de stabilité, en plus des caractéristiques purement physico-
chimiques requises pour le développement d'un tel dispositif. En particulier, la définition du
cahier des charges fait intervenir d'autres paramétres relevant des Sciences Humaines et
Sociales telles que la Sociologie et le Droit : en effet, si certains aspects tels que l'intérét des
médecins et des patients ou encore la réglementation en matiére de mise sur le marché ne
sont pas pris en compte dés la conception, il est probable que le développement d'un tel
dispositif ne constitue qu'une belle étude académique sans aucun avenir en termes
d'application réelle.

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons bénéficié de la participation a un projet de
plus grande envergure dans le cadre des Défis Nano du CNRS (projet CARBODERM), regroupant
les deux équipes du CIRIMAT et de I'IPBS déja décrites mais incluant aussi deux autres
laboratoire nous apportant |'expertise et les compétences complémentaires nécessaires : le
CERTOP (UMR 5044, Pr P.Chaskiel) pour les aspects sociologiques, et I'IMH (Prl. Poirot-
Mazéres) pour les aspects juridiques. Le contexte du projet CARBODERM était le diabéte,
maladie touchant 422 millions de personnes (2014) et potentiellement 622 millions d’ici a
2040.

La figure ci-dessous illustre la maniére dont les compétences de ces 4 laboratoires, relevant de
4 disciplines différentes, se sont articulées pour réaliser notre projet :

Aspects
ociologiques

T B %

Physico-
chimie et
biophysique

CAHIER DES CHARGES
COMMUN

2

SCIENCE DES MATERIAUX
/ SCIENCE DU VIVANT

P o~
P

AL O Dispositif médical vs Médicament
POLYMERE DWNT MEDICAMENTS Quelle classe?
[ Réglementation spécifique des

Bénéfices, risques

Controverse liée aux nano carbones
Implication via des associations de
consommateurs

Amélioration de la qualité de vie des
patients QO Biocompatible nano

O oCooo

O Propriétés
O Encapsulation

O Electri
O Réservoir ectriques

QO Mécaniques
O Surface spécifique

. § &

Dispositif Nanocomposite
Electrostimulable
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Grdce aux compétences du CERTOP et de I'lMH, différents aspects fondamentaux pour la
définition du cahier des charges ont pu étre étudiés, comme par exemple les besoins d’un tel
dispositif pour les utilisateurs (sociologie — bénéfices/risques technologiques), mais également
la catégorie de produit pharmacologique a laquelle un dispositif de ce genre pourrait
appartenir (droit — Iégislation des nanos), ce qui a un impact considérable en termes de codts
de développement futur et qui conditionnerait I'éventuelle mise sur le marché (relations avec
le reglement européen REACH, différence entre "médicament" et "dispositif médical").

D’un point de vue sociologique, I'étude s’est portée sur les controverses liées aux
nanocarbones, mais plus précisément sur I'acceptation d’un tel dispositif médical ou I'usage
de ce type de nanotechnologie dans la vie quotidienne de patients souffrant de diabéte. Ceci a
conduit I’étude a associer des tierces parties déterminantes, a savoir les "patients" (de maniére
collective via des associations) et les médecins (diabétologues).

La figure 1 présente également la partie matériaux qui illustre I'approche dans la conception
du dispositif. Le matériau formant le dispositif devrait contenir trois éléments ayant chacun
leurs fonctions : un polymére qui servira de matrice, biocompatible, de réservoir de stockage
et permettra d’encapsuler les DWNT au cceur du réseau. Effectivement, bien qu'aucune
publication a I'heure actuelle ne décrive de pénétration des DWNT par la peau, il demeure
préférable que I'utilisateur soit protégé d'une éventuelle pénétration cutanée (en particulier
en cas de peau lésée). Les DWNT apporteraient les propriétés électriques et mécaniques. Et
enfin, la molécule pharmacologique concernée dans le cadre de notre étude est I'insuline.

Ainsi, pour la fabrication de notre dispositif, il est donc indispensable de prendre en compte
ces différentes parties interconnectées entre la sociologie, le droit, la science des matériaux et
la science du vivant. L’unification des quatre domaines a permis de développer ensemble un
projet commun pour la fabrication d’un tel dispositif nanocomposite électro-stimulable.

S'agissant de travaux originaux a la fois au laboratoire et au niveau international, nous avons
di dans un premier temps tester différents matériaux "matrice" pour le nanocomposite, ainsi
que différentes méthodes de mise en forme, tout en essayant de déterminer leur adaptation
au cahier des charges initialement encore en cours de construction. Ce n'est que
progressivement que le dispositif s'est construit, au fur et @ mesure de I'avancement du projet.
Au final, nos travaux se sont orientés vers des polymeres biocompatibles ayant la capacité de
former des hydrogels. L’utilisation d’un polymére bio-sourcé a été privilégiée, a cause de sa
biocompatibilité naturelle, mais également pour des raisons écologiques et du fait de sa mise
en ceuvre sans solvant organique (uniquement de I'eau). Les questions relatives a la sécurité
de mise en ceuvre d'un tel type de matériau (relargage potentiel des nanotubes de carbone en
conditions d'usage) ont aussi été prises en compte. Finalement, des tests de stimulations
électriques ont été réalisés sur peau animale en conditions ex vivo (peau de souris) dans le but
de réaliser une preuve de concept en testant différents dispositifs. Ce manuscrit décrit donc les
différentes approches développées pour la fabrication du nanomatériau, mais également sa
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caractérisation du point de vue de sa capacité de stockage, de relargage ainsi que ses
propriétés électriques dans le cadre de I'application visée.

- Cabhier des charges

Le cahier des charges a été élaboré grdce a la coopération entre les différentes disciplines. Le
tableau ci-dessous énumeére de maniére non-exhaustive les différents points fondamentaux
du cahier des charges.

* Amélioration de la conductivité électrique et des

- DWNT performances mécaniques

* Nanoparticules — Législation REACH

* Hydrogel naturel (évite 'ajout de molécules chimiques
potentiellement toxiques)

_ MATRICE ¢ Biocompatible (Interaction matériau humain)
® Réservoir > 0,25ml de solution 3 1mM
* Piégeage des DWNT — Aucun relargage
* Séchage — Dispositif médical

* Biocompatible
¢ Electrostimulable

- D I S POS ITI F * Relargage de principes actifs sous stimulations

électriques
* Ni brulures, ni relargage des DWNT

14



15



16



CHAPITRE 1

BIBLIOGRAPHIE

17



18



I. Les Nanotubes de carbone
A. Définitions et structures

Le carbone peut se trouver naturellement sous forme amorphe (Fig.1-1(a)) (désorganisée) ou
sous deux formes cristallines qui sont le diamant (carbone hybridé sp?; Fig.1-1(b)) et le
graphite (Fig.1-1(c). Ce dernier est formé d’une superposition de feuillets de graphéne, a base
d’atomes de carbone organisés en hexagones (carbone hybridé sp?). Dans le plan du graphéne,
les atomes sont liés par des liaisons covalentes (sp2) d’environ 1,4 A de longueur.
Perpendiculairement au plan graphéne, ceux-ci sont liés par des interactions faibles de type
ni-it stacking (Vander Walls) qui assurent la cohésion des feuillets de graphéne entre eux avec
une distance inter-feuillets de 3,4 A 1.

(d)

Figure 1-1 : Formes allotropiques du carbone : (a) carbone désorganisé ; (b) diamant ; (c) graphite (ici avec
quatre feuillets de graphéne) ; (d) fulleréne (Cso) ; (e) nanotube de carbone monoparoi.

C'est a partir des années 1980 que les scientifiques découvrent deux nouvelles formes de
carbone a priori considérées comme non présentes sur terre (mais mises en évidence dans le
milieu interstellaire). En 1985, Kroto et al. > met en évidence les fullerénes, et en particulier le
Ceo, synthétisés par ablation laser. Cette molécule comprend 60 atomes de carbone disposés
aux sommets d'un polyedre régulier, que I'on peut représenter par un ballon de football. En
1991, S. lijima 3 observe au microscope électronique a transmission un sous-produit de la
synthése des fulleréenes (Fig.1-1(d)). Il s’agit de tubes creux, composés de feuillets de carbone
sp? enroulés sur eux-mémes, et fermés a leurs extrémités par des demi-fullerénes. Ces
structures tubulaires, avec des longueurs pouvant varier du micromeétre au millimétre (voire
plus)* selon leur méthode de préparation, seront hommées par liima « nanotubes de
carbone » ou NTC (Fig.1-1(e)). Un nanotube de carbone peut étre composé d'un ou de
plusieurs cylindres (Fig. 1-2(a, b)) et ont un diamétre variant de moins de 1nm a plusieurs
dizaines de nanometres en fonction du nombre de parois.
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Ainsi, il existe les nanotubes de carbone mono-paroi (single-wall carbon nanotubes- SWNT) ;
les nanotubes de carbone double-paroi (double-walled carbon nanotubes — DWNT) et enfin
les nanotubes de carbone multi-parois (multi-walled carbon nanotubes — MWNT) (Fig.1-2(b)).
Les MWNT sont généralement composés de 2 a 50 tubes concentriques (configuration dite en
« poupées russes »). Les DWNT sont a la frontiere entre les SWNT et les MWNT.

SWNTC DWNTC MWNTC

Figure 1-2 : (a) Enroulement d’un feuillet de graphéne sur lui-méme jusqu’a obtention d’un nano tube de
carbone mono paroi ; (b) Différentes conformations géométriques des nanotubes de carbone.>®

La structure d'un NTC monoparoi est totalement définie par un vecteur que I'on note Cj,. Ce
vecteur définit aussi un angle d’hélicité, 6 (Fig.1-3(a)). Le vecteur est défini par la relation
suivante : C;, = na,; + ma,, n et m étant deux entiers positifs, et a; a, les deux vecteurs
unitaires définissant le plan de graphéne.

(b)

" 7
o / 77/} conpucTION LARGE GAP
! /7777 7| BAND
~ CONDUCTION — 77 g fSMALL GAP
= BAND oo OVERLAP s : -
) VALENCE — R\ NN VALENCE \\| VALENCE
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Figure 1-3 : (a) Schéma représentant les vecteur Ch et angle 8 d’hélicité ou de chiralité d’un nanotube de
carbone ; (b) Bande de conduction et de valence dans un matériaux conducteur, semi-conducteur, et isolant.

Les propriétés des NTC notamment électriques, obéissent a certaines regles en lien avec leur
chiralité. En effet, lorsque la différence des indices dans le couple (n,m) est égale a un multiple
de 3 (0 inclus), alors le nanotube aura un caractére métallique (absence de gap entre les
bandes de valence et de conduction (Fig.1-3(b)). Dans tous les autres cas, il est semi-
conducteur. Cette relation permet de déterminer tres simplement dans le cas d'un NTC
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monoparoi le caractére électrique qu'il possede, a savoir métallique ou semi-conducteur. Le
caractere semi-conducteur s’exprime naturellement lorsque n#m avec n-m non
multiple de 3.

O NTC zigzag: (n,0)et@ = 0° - Peuvent étre métalliques ou semi-conducteurs
(métalliques si n est un multiple de 3)

(3 NTC armchair (fauteuil) : (n,n) et 8 = 30° - Sont uniquement métalliques.

3 NTCchiral : (n,m) et 0 < 6 < 30°

B. Meéthodes de synthese

Il existe diverses méthodes pour synthétiser les NTC. Celles-ci sont toutes basées sur le méme
principe utilisant une source carbonée, sous forme solide ou gazeuse, et le plus généralement
la présence d’un catalyseur.

Les différentes techniques disposent généralement d'une panoplie de conditions opératoires
permettant de générer, selon les conditions expérimentales, tous les types de NTC (SWNT,
DWNT, MWNT), sans que leurs caractéristiques structurales / physico-chimiques (chiralité,
qualité, pureté) soient totalement controlées. Trois techniques majeures se distinguent : I'arc
électrique, I'ablation laser et le dép6t chimique catalytique en phase vapeur (CCVD). Le dépot
chimique catalytique est une voie de synthese dite a « température modérée », contrairement
aux deux autres qui sont considérées comme des voies de synthése a haute température.

B.i. Décharge par arc électrique

Le principe de la décharge par arc électrique repose sur 'application d’'un champ électrique
intense sous atmosphére inerte et a faible pression entre deux électrodes de graphite. Cet
état provoque l'apparition d’un plasma engendrant la sublimation de I'anode (>3000°C
température de fusion du graphite) et ainsi la production de produits carbonés de différentes
natures a la cathode (électrodes imprégnés par des métaux de transitions (Fe, Ni, Co,
Yttrium))’. Ce type de synthése fut utilisé initialement pour la synthése des fullerénes8, et par
la suite des sous-produits comme les SWNT® ou MWNT3. Malheureusement, cette technique
ne peut étre industrialisée, car elle conduit a des produits hétérogenes, i.e. a une grande
variété de matieres carbonées, nécessitant plusieurs étapes de purification (et une
augmentation du colt de production). La génération de I'arc devient aussi rapidement
problématique lorsque le diametre des électrodes augmente.

B.ii. Synthése par ablation laser

La méthode de synthése par ablation laser a initialement permis de découvrir les fullerénes?.
Cette méthode consiste a insérer un bloc de graphite dans un four chauffé a une température
avoisinant les 1200°C. Le carbone est vaporisé sous I'application d’un rayonnement laser de
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haute énergie (pulsé ou continu). Les produits carbonés ainsi obtenus sont entrainés par un
flux de gaz inerte et récupérés au niveau d’un collecteur en cuivre refroidi®. En ajoutant des
catalyseurs métalliques (Co, Ni) au graphite, il est possible d’obtenir des SWNT . Cette
méthode permet d’obtenir des NTC de grande pureté, avec cependant de faibles rendements.
Elle est de plus trés colteuse.

B.iii. Dépét chimique catalytique en phase vapeur (CCVD : Catalytic
Chemical Vapour Deposition)

Cette technique est I'une des méthodes de synthése des NTC les plus utilisées, notamment
pour la production industrielle 2, permettant la production de SWNT ou de MWNT, selon les
conditions expérimentales. Des quantités industrielles allant jusqu'a la tonne peuvent étre
préparées. Le principe de cette méthode est relativement simple et basé sur la décomposition
d’un gaz carboné a la surface de nanoparticules catalytiques le plus souvent métalliques?®3, a
des températures généralement comprises entre 400 et 1200 °C *. Le carbone décomposé
diffuse en surface des nanoparticules, jusqu'a précipiter a la saturation® pour former un
"chapeau" qui se souleve suite a I'apport constant en carbone, formant ainsi un nanotube de
carbone(Fig.1-4(a)).

Growth stops

(a) CH
\.* 4
CXHY

Substrate (ii) (iii)

(b)
\Hy NSy

C,Hv CiHy C,(Hy
-«
| Substrate |

Figure 1-4 : Croissance des nanotubes de carbone sur particule métallique : (a) « tip-growth model », (b)

« base- growth model »®

D’un point de vue mécanistique, le dépot de type « tip-growth » (Fig.1-4(a)) implique une
interaction faible entre le catalyseur et le substrat et la source de carbone se décompose en
surface de la particule. Les produits migrent ensuite vers le bas via la particule métallique. Les
NTC croissent sous la particule métallique, poussant ainsi I'intégralité de la particule hors du
substrat. Pour le dépot de type « base-growth », le mécanisme fait intervenir la création d’un
chapeau de graphéne qui se forme sur le dessus de la particule. Le chapeau se décolle lorsque
la paroi du NTC croit. La taille de la particule catalytique détermine ainsi généralement le
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diametre des NTC. La nanoparticule peut donc se trouver a une des deux extrémités du NTC,
en fonction du mécanisme de croissance, comme le montre la Figure 1-4 7. Eventuellement
dans le cas des MWNT, la particule peut se fragmenter au cours de la croissance et ainsi étre
emprisonnées a l'intérieur du NTC. Un large éventail de sources carbonées peut étre utilisé,
comme par exemple le monoxyde de carbone (CO) 4, des hydrocarbures comme le méthane
(CH4) '8, I'acétyléne (CoH.) 1920, le propyléne (CsHs) 2°, ou encore le benzéne, le toluéne ou
méme les alcools?!. La composition des catalyseurs est également variée. En général, il s’agit
de nano particules métalliques, dispersées sur un substrat, soit directement mises en contact
avec le gaz carboné (aérosols), soit générées in situ lors de la synthése. Les catalyseurs sont
souvent composées de fer (Fe) *°,cobalt (Co) 2°, ou nickel (Ni). Il est également possible
d’utiliser des mélanges constitués de particules bimétalliques Co/Molybdéne %2, Fe/Co, Co/Ni
1819 |a mise en ceuvre de catalyseurs sous forme de solutions solides permet la génération in
situ des nanoparticules et donc d’éviter leur croissance exagérée?3. Cette technique sera
utilisée pour la synthese des DWNT au cours de ces travaux.

C. Propriétés et applications

La structure, la forme tubulaire et le diametre nanométrique conférent aux NTC un facteur de
forme tres intéressant pour de nombreuses applications, notamment du point de vue de leurs
propriétés mécaniques et électriques.

C.i. Propriétés mécaniques

Les scientifiques se sont rapidement penchés sur les propriétés mécaniques de ces
nanomatériaux. La résistance aux déformations s’est révélée 100 fois supérieure a celle de
I’acier, a section égale, avec une masse 6 fois plus faible 2*. D’autre part, les NTC montrent une
grande flexibilité : en effet, ils peuvent subir des flexions trés importantes et réversibles jusqu'a
atteindre des angles critiques de 110°%°. Leur dureté peut dans certains cas étre supérieure a
celle du diamant 26, Les NTC sont des candidats idéaux pour étre utilisés dans la fabrication de
matériaux nanocomposites, notamment dans les domaines de [|'aérospatial et de
I’automobile.?” lls sont utilisés comme renforts dans tous types de matrices polyméres,
céramiques et métaux.

C.ii. Propriétés électroniques

Les propriétés électroniques des NTC dépendent de leur angle d’enroulement et de leur
diametre, ainsi que nous |'avons décrit préalablement. Dans le cas des SWNT, la proportion
est de 2/3 de NTC semi-conducteurs pour 1/3 de NTC métalliques. Avec les MWNT, chacun
des feuillets est relativement indépendant du point de vue de ses propriétés électriques. En
effet, chaque feuillet peut étre soit semi-conducteur, soit métallique. Bien qu'un certain
couplage entre les parois consécutives soit décrit, il est considéré généralement que la
proportion de NTC de type métallique augmente avec le nombre de parois. Les NTC

23



présentent un tres grand intérét dans le domaine de la microélectronique. lls peuvent
transporter des densités de courant supérieures a 10° A/cm? (a 300°C pendant un temps trés
court) 28, Ces valeurs de densité de courant peuvent étre 1000 fois supérieures a celles
supportées par les métaux (cuivre, argent)?°. L’augmentation du nombre de parois provoque
I’augmentation de la proportion de défauts3’, et donc une diminution de la conductivité
électrique et une dégradation des propriétés mécaniques. Les NTC bi-parois (DWNT) offrent
la conformation géométrique idéale a la frontiere des NTC mono et multiparois. Leur caractere
métallique est trés prononcé (75-80%). Les densités de courant peuvent atteindre par
exemple 9.10% A/cm? pour les DWNT oxydés L. La distance inter-tube est quelquefois décrite
comme une variable qui influence le caractere semi-conducteur des NTC. Par exemple, plus
cette distance augmente, plus le NTC interne sera métallique pour les NTC a chiralité zig-
zag/zig-zag *?. En réalité, ce type de conformation est trés rare, et en pratique la structure de
chacun des NTC composant un DWNT n'est pas controlée lors de la synthése, bien que des
travaux récents montrent que certaines configurations (relations entre tube interne et
externe) soient favorisées alors que d'autres sont au contraire défavorisées33. Cependant, la
distance inter-parois varie peu (entre 0,34 et 0,35 nm).

C.iii. Applications biomédicales

Depuis plusieurs années, un grand intérét est porté aux NTC dans les domaines de la biologie
et de la recherche médicale. En effet, leurs propriétés électroniques remarquables, leur
sensibilité a I'environnement extérieur et leurs dimensions nanométriques en font des
candidats idéaux pour la fabrication de biocapteurs pour la détection de biomolécules 34.

Des biocapteurs a base de NTC pour la détection de protéines 3, du glucose®, de ’ADN ou
encore de 'urée ont vu le jour. D’autre part, leur composition chimique (carbone) et leurs
structures essentiellement inertes, conférent aux NTC une biocompatibilité intéressante.

Les NTC peuvent potentiellement étre utilisés dans la régénération tissulaire. En effet, il a été
montré que les cellules neuronales ont une forte affinité pour les NTC, celles-ci préférant
s’accrocher aux NTC lorsqu'elles ont le choix, et permettant donc leur guidage®’. Les substrats
de MWNT 3 et de SWNT 32 permettent d’amplifier la communication électrique entre
neurones.

Enfin, du fait de leur taille nanométrique, de leur surface spécifique élevée et de la possibilité
de remplir leur canal central par une molécule d’intérét thérapeutique, les NTC ont
rapidement été étudiés en tant que systemes de vectorisation de molécules
pharmacologiques au cceur de I'organisme %° . Toutefois, ces applications sont tout de méme
a prendre avec précaution en rapport avec la potentielle toxicité des NTC.

C.iv. Toxicité

Les risques de la fabrication et de l'utilisation de nanomatériaux a I’échelle industrielle sur
I’environnement et la santé ont longtemps été ignorés. Cependant, de nombreuses équipes
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de recherche étudient actuellement la toxicité potentielle de ces nanoparticules in vitro et in
vivo*®4, La toxicité des NTC est a I'étude afin de mieux comprendre l'interaction de ces
nanomatériaux avec notre organisme. Cette toxicité dépend de nombreux facteurs dans le cas
d’une exposition non intentionnelle dont la voie d’exposition: orale, respiratoire ou encore
cutanée.

D’une part, les résidus catalytiques (nanoparticules métalliques) peuvent potentiellement
étre toxiques pour I'organisme. En effet, des résidus de fer, provenant par exemple des
catalyseurs de synthese, peuvent entrainer la formation de radicaux libres (OH®) et ainsi
provoquer I'endommagement cellulaire. Des résidus de cobalt peuvent également, par
exemple, conduire a des défauts au niveau des chromosomes. #2 D'autre part, la modification
chimique des parois des NTC peut fortement impacter leur potentielle toxicité %3. Les parois
étant directement au contact avec le milieu, ce sont elles qui vont conditionner I'interaction
entre les NTC et les milieux biologiques. De maniére générale, plus les NTC ont un taux de
fonctionnalisation élevé (avec la conséquence de les raccourcir au cours des étapes de
préparation), et plus cela facilite leur dispersion et permet a I'organisme de les éliminer plus
rapidement 4. Dans le cas contraire, les NTC vont souvent circuler dans I'organisme avant de
s'accumuler dans différents organes tels que le foie, la rate, les poumons %°, dans lesquels ils
sont difficilement biodégradables.

Les nanomatériaux sont maintenant omniprésents. Aussi, certains scientifiques s’intéressent
a la facon dont ils peuvent étre utilisés au quotidien tout en minimisant leurs risques
potentiels des leur conception, par exemple en modifiant leurs tailles par agrégation, ou leurs
surfaces par encapsulation ou enrobage. Cette approche qui a été nommée «Safer by
design»*®%7, développe une nouvelle facon de penser et de concevoir les matériaux.

Il. Les materiaux composites

A.  Définition
Un composite est un matériau dans lequel se trouvent au moins deux phases de natures
différentes, et qui combine les propriétés de chacun des constituants*®. Un composite est

donc formé de plusieurs phases chimiquement distinctes (non miscibles) séparées par une
interface.

B. Les nanocomposites

Un composite sera appelé « nanocomposite » si au moins une des deux phases posséde une
dimension de I'ordre du nanometre, tel que décrit ci-dessous par Sanchez 4°-°0:

"Nous appellerons matériaux hybrides tout systéme organo- minéral ou biominéral dans lequel
I'une au moins des composantes, organique ou inorganique, se situe dans un domaine de taille
compris entre le dixieme de nanométre et la dizaine de nanometres. Ces diverses composantes
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peuvent étre des molécules, des oligomeéres ou des polymeéres, des agrégats, voire des
particules. Ces matériaux sont donc des nanocomposites, voire des composites a I'échelle
moléculaire.”

Selon les interactions entre les différents constituants, ceux-ci peuvent étre répertoriés en
deux grandes classes :

(3 Classe 1:
Structure ou les interactions entre les constituants sont faibles, comme typiquement
les interactions de Van der Walls, les liaisons hydrogénes ou bien électrostatiques.

(J Classe 2 :
Structure ou les interactions sont fortes et comprennent des constituants organiques
minéraux liés chimiquement par des liaisons iono-covalentes ou bien covalentes.

Les nanocomposites sont aujourd’hui largement étudiés et ce dans différents domaines,
comme par exemple I'énergie!, I'alimentaire®?, les capteurs®3, ou encore I'optique®*. Du point
de vue du matériau, un nanocomposite ne peut I'étre que si I’état de dispersion des objets au
sein de la matrice considérée est maitrisé. En effet, pour obtenir les propriétés de chaque
élément, il convient de les disperser de facon individuelle. La Figure 1-5 représente un schéma
définissant différents types de composite (de type lamellaire).

Layered silicate Poiym'er

Phase separated Intercalated Exfoliated
(microcomposite) (nanocomposite) (nanocomposite)

Figure 1-5 : Représentation des structures correspondantes aux micro et nanocomposite (lamellaire)s a base
de polymére *.

En d’autres termes, les nanocomposites (sous forme exfoliés (c)) permettent de créer plus de
surface interfaciale (par exemple =~ 2600 m?/gr théorique dans le cas du graphéne) ce qui a

26



pour conséquence d’améliorer considérablement les propriétés d’interface du matériau au
regard des propriétés macroscopiques.

B.i. Nanocomposites NTC

Au vu des excellentes propriétés mécaniques des NTC, ceux-ci ont rapidement été mélangés
avec différentes matrices afin de fabriquer des nanocomposites aux propriétés diverses et
variées. Dans les équipements sportifs par exemple, les composites polymére/NTC
permettent de diminuer considérablement la masse des objets tout en améliorant leurs
propriétés mécaniques. Ce type de nanocomposite est largement utilisé pour améliorer les
propriétés mécaniques, mais aussi thermiques et électriques des polymeéres 98, Les
recherches ont ainsi permis d’utiliser les propriétés intrinséques des NTC>°®! 3 I'échelle
macroscopique. Par exemple dans le domaine de I'aéronautique, leur utilisation permettrait
d’obtenir des avions plus légers consommant moins de carburant, tout en présentant des
propriétés mécaniques équivalentes voire supérieures. On peut les trouver également dans
les peintures anti-feu (dissipation de la chaleur), mais aussi dans les revétements anti-chaleur
ou encore dans le secteur de I'automobile (dissipation des charges électriques).

L'un des problémes majeurs des NTC dans les nanocomposites est la dispersion de ces objets.
En effet, leur nature hydrophobe induit une limitation au regard des interactions
NTC/Polymére. Ce caractére est attribué a l'interaction -t entre les tubes induisant la
formation d’agglomérats de NTC au sein du nanocomposite. Pour pallier a ce probléeme, les
scientifiques ont mis au point des techniques permettant de maximiser et de maintenir |'état
de dispersion des NTC. Ainsi, il est possible de réaliser une fonctionnalisation de surface par
des amines (NH3), hydroxyles (OH), ou encore des fonctions carboxyliques (COOH) %93, ||
existe également une autre stratégie pour améliorer leur dispersion en solution aqueuse, en
utilisant par exemple des brins d’ADN, des protéines, des tensioactifs ou des polymeres
amphiphiles dans le but de modifier leurs propriétés de surface. Une dispersion optimisée des
NTC permet d’obtenir lors de la fabrication d’un composite, un seuil de percolation des NTC
tres bas.

La Figure 1-6(a) montre la conductivité électrique d’un nanocomposite (EPOXY/NTC) en
fonction du pourcentage en masse de NTC ou l'on observe clairement trois états
fondamentalement différents. La variation brutale de conductivité indique que le seuil de
percolation des NTC est atteint. Ainsi cette étude met en évidence le phénoméne de
percolation des NTC dans la matrice polymeére, en accord avec la théorie de percolation
universelle. Selon la nature des NTC, du polymeére, du procédé de dispersion, le seuil de
percolation peut fortement varier et modifier le pourcentage massique de NTC® nécessaire
pour atteindre le seuil de percolation.
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Figure 1-6 : (a) courbe de percolation des NTC dans un composite NTC/EPOXY ; (b) représentation schématique
de la théorie de percolation. >5°

lll. Les Hydrogels
A. Définition

Les hydrogels forment des réseaux tridimensionnels composés de polyméres a caractere
hydrophile et potentiellement biocompatible. Ces matériaux contiennent deux phases une
phase solide formée par le réseau polymérique, et une seconde phase liquide (aqueuse). De
par leur affinité avec I'eau, les hydrogels sont capables d’absorber pour certains plus de 1000
fois leur masse séche. La synergie de ces deux phases permet donc d’obtenir des matériaux a
caractere mou et élastique. Les hydrogels peuvent étre chimiquement stables ou dégradables
car ils peuvent aussi se dissoudre ou encore se désagréger. Selon les conditions
environnementales, il est possible de les trouver sous différentes formes structurales :
amorphe, semi-cristalline, supramoléculaire ou encore sous forme d’agrégats colloidaux.
L'ensemble du réseau tridimensionnel (3D) des hydrogels est maintenu par des liaisons
pouvant étre d’origine physique (par exemple : liaison hydrogéne) ou chimique (liaison
covalente). Dans le domaine biomédical, leur souplesse et leur grande perméabilité
permettent de nombreuses applications.

On peut donc classer les hydrogels selon différentes catégories ° :

(J Provenance du polymére : hydrogel naturel, synthétique, hybride
(J Nature de la réticulation : physique ou chimique

(O Caractéristiques du réseau polymérique : réseau homo-polymérique ou co-
polymérique, réseau de polymeére enchevétré.

Q

Taux de gonflement de I’hydrogel (capacité de stockage)

(J Durée de vie : dégradable ou non dégradable
Les hydrogels se présentent sous différentes formes physiques ©’:

O Solide mou (Lentille de contact)
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Poudre comprimée (Pilules ou capsules pour ingestion orale)
Microparticules (Vecteur bio adhésif ou traitement de plaies)
Revétements (implants, pilules, capsules)

Membrane feuillet (réservoir dans un patch de libération sous cutanée)

aaaaaa

Liquide (formant un gel au chauffage ou au refroidissement)

Ces différentes caractéristiques démontrent bien la grande variabilité des hydrogels du point
de vue de leurs origines, ou encore de leurs formes physiques. Malgré ces différences, il est
tout de méme possible de décrire de facon générale la structure d’un réseau tridimensionnel
réticulé, que I'on peut exprimer par trois paramétres fondamentaux ©2:

(J Le pourcentage volumique de polymere sous forme hydratée.
(J La distance moyenne entre chaque point de réticulation.

(3 La taille des pores dans le réseau.

Les propriétés hydrophiles et hydrophobes des différents polymeres utilisés pour la
fabrication d’hydrogel vont directement agir sur les réactions d’auto-assemblages
moléculaires de I'hydrogel considéré. En effet, les composés hydrophiles sont solubles dans
I’eau mais pas dans les corps gras. A contrario, les composés hydrophobes sont solubles dans
les corps gras, mais insolubles dans I’eau. Les hydrogels et leurs technologies de mise en forme
ont largement évolué et trouvent des applications dans de trés nombreux domaines, tels que
I'industrie agroalimentaire ©°, I'agriculture, la pharmacie ou encore le médical 7°. A I'heure
actuelle, l'ingénierie tissulaire développe ces matériaux pour reconstituer la peau par
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exemple 7!, mais également comme vecteur médicamenteux 2 qui permet de contenir un

principe actif (PA) et de contréler sa libération.

B. Hydrogels naturels et synthétiques

Les hydrogels peuvent étre classés en deux catégories différentes en fonction de leur origine
naturelle ou synthétique. Il est également possible de fabriquer des hydrogels composés de
polymére naturel et synthétique.

B.i. Naturels

Les hydrogels a base de polyméres naturels peuvent étre fabriqués grace a une grande variété
de polymeéres « bio-sourcés », comme la matiere végétale, le blé, le mais, les algues marines.
lIs sont également appelé les polyméres bio-sourcés. En absence d’eau (par échange de
solvant : éthanol ou autres), ces matériaux peuvent subir des modifications et donc présenter
des propriétés différentes, principalement définies par la phase liquide dans le réseau.
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Les hydrogel bio-sourcés présentent des caractéristiques tres intéressantes dans de nombreux
domaines de la recherche liées a leurs propriétés uniques telles que leurs forte
biocompatibilité’3, biodégradabilité’4, mais également a leur nature hydrophile (polaire : -OH,
-COOH) permettant d’éviter I'utilisation de solvant toxique’>. A noter que dans certains cas,
les polymeres peuvent contenir des branches hydrophobes (Apolaire : -CH,-, -CH3). On parlera
alors de domaine hydrophile ou hydrophobe. Le Tableau 1-1 recense plusieurs polymeres
d’origine naturelle, ainsi que leur nature chimique.

Tableau 1-1 — Polymeéres naturels les plus couramment utilisés dans la fabrication des
hydrogels®”
Polymeres Bio-sourcés

Polymeéres anioniques : - Acide hyaluronique
- Alginate
- Pectine

Polymeéres cationiques : - Chitosane
- Polylysine

Polymeéres amphiphiles : - Collagéne
- Fibrine
Polymeéres neutres : - Dextran
- Agarose

Pour résumer, les hydrogels utilisant des polymeéres d’origine naturelle sont largement utilisés
notamment dans le domaine du biomédical, comme par exemple pour lingénierie
tissulaire’®’’, ou encore pour la délivrance de molécules’®’®. Cependant, les propriétés
physicochimiques de ce type d’hydrogel peuvent varier. En effet, cette stabilité dépend de leur
environnement (pH, ions, température...). Les scientifiques se sont donc rapidement intéressés
a 'amélioration des propriétés de ces matériaux par 'addition de polyméres de natures
différentes®, ou encore de nanoparticules’8* .

B.ii. Synthétiques

Les hydrogels d’origine synthétique peuvent étre fabriqués grace a une grande variété de
monomeres synthétiques. Tout comme leurs homologues naturels, ils possedent des
propriétés de rétention d’eau trés intéressantes. Tout comme les hydrogels bio-sourcés, ils
peuvent présenter un caractere hydrophile ou hydrophobe et ne sont donc pas forcement
solubles dans I'eau. Toutefois, le caractére hydrophobe de ces polyméres peut étre ajusté
pour obtenir un caractére plutét hydrophile et donc permettre leur solubilisation en milieu
aqueux. Par ailleurs, la structure des polymeres synthétiques peut étre modifiée de maniere
a satisfaire la biodégradabilité et la bio-fonctionnalité. A titre d’exemple, 'une des premieres
étude d’hydrogel avait comme objectif de développer des dispositifs médicaux et plus
précisément des lentilles de contact®%83, Le Tableau 1-2 recense plusieurs monoméres utilisés
pour la synthese d’hydrogels synthétiques.
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Tableau 1-2 — Monomeres synthétiques les plus couramment utilisés dans la fabrication des
hydrogels. 5768

Polymeéres Synthétiques
Hydroxyéthyl méthacrylate (HEMA) Anionique
N-vinyl-2-pyrrolidone(NVP)) Anionique
Acétate de vinyl (VAc) Neutre
Acide acrylique (AA) Anionique
Acide méthacrylique (MAA) Anionique
Ethyléne glycol diacrylate/diméthacrylate (Neutre)
(EGDA/EGDMA)

Ces différents polyméres peuvent étre réticulés de différentes facons comme les polyméres
bio- sourcés, la méthode et la nature de la gélification définissent les propriétés du gel formé.

B.iii. Synthése d’hydrogels

De ce fait, en fonction du type de propriété souhaitée, deux méthodes de fabrication des
hydrogels permettent d’obtenir soit un hydrogel « permanent» soit un hydrogel
« réversible ». Les principales méthodes de synthése chimiques ou physiques pour la
fabrication d’hydrogels, sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1-3 — Méthodes couramment utilisées pour la fabrication des hydrogels.®’

Hydrogels réversibles (Physiques) Hydrogels permanents (Chimiques)

- Chauffage ou refroidissement d’une solution (ex. Irradiation (ex. irradiation (ex :UV®*) de PEO dans

agarose ou gélatine dans I'eau) l'eau)
- Diminution du pH pour former un gel par liaisons -  Réticulation chimique (ex. traitement du collagéne
hydrogénes entre deux polymeres en solution avec du glutaraldéhyde)

aqueuse (ex. PEG)
- Copolymeérisation d’un monomere par un agent

- Mélange de solutions d’un polyanion et d’un réticulant en solution (ex. HEMA + EGDMA)

polycation pour former un gel sous forme de

o, \ ,
coacervat complexe (ex. alginate de sodium plus Polymérisation d’un monomere dans un polymere

polylysine) solide différent pour former un réseau interpénétré

(ex. acrylonitrile + amidon)

- Gélification d’une solution de polyélectrolyte avec

un ion multivalent de charge opposée (ex. alginate ~ Conversion chimique d’un polymere hydrophobe en

hydrogel (ex. hydrolyse partielle de poly (acétate de
vinyle) PVAc - PVA)

de sodium + calcium)
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a. Hydrogels réversibles

Les hydrogels « physiques » également appelés hydrogels « réversibles » sont formés d’un
enchevétrement de polymeéres maintenus par des liaisons de type hydrogene ou ionique. A
titre d’exemple, un mélange constitué d’un polyélectrolyte et d’un ion de valence différente
et de charge opposée, provoque la formation d’un hydrogel par l'interaction de ces deux
entités. Une fois réticulés, les gels physiques laissent apparaitre des défauts sous forme de
zones hétérogenes au cceur méme du réseau. En effet, ces défauts se manifestent par la
présence de chaines de polymere restant libres dans la matrice. lls forment ainsi un réseau
transitoire dans le gel formé. Les sites de réticulation d’'un hydrogel physique ne sont pas
permanents (liaisons faibles). L'un des exemples le plus parlant concerne I'alginate de sodium,
polymére qui sera décrit plus en détails dans la suite de ce chapitre. Comme décrit dans le
Tableau 1-3, la réticulation physique de ce type de gels peut étre engendrée par de nombreux
facteurs, tels que le pH, la température, la force ionique ou encore la lumiére®’. Le schéma de
la Figure 1-7 montre la formation d’hydrogels physiques ionotropique et polyionique.

“lonotropic”

multivalent Hydrogel

cation

polyanion \

“Complex
Coacervate”
or
Polyion
Complex
Hydrogel

polycation

Figure 1-7 : Schéma représentant la formation de deux types d’hydrogel physique, I'un étant ionique:
hydrogel « ionotropique » ( ex : Alginate de sodium), I'autre étant polyionique (ex : Alginate / polylysine)®’

b. Hydrogels permanents

Les hydrogels peuvent étre « permanents » lorsqu’ils sont réticulés de maniere covalente.
Comme les hydrogels physiques, les hydrogels chimiques présentent aussi des
inhomogénéités. Ainsi, il existe des régions dans le réseau ou la densité de réticulation est
élevée, qu’on appelle des « agglomérats ». Ces agglomérats sont répartis parmi les régions de
faible densité de réticulation, ol I'’eau peut s’introduire plus facilement. Il peut également se
produire une séparation de phases lors de la formation du gel, provoquant ainsi la formation
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de cavités remplies d’eau. Ainsi, dans les gels chimiques, les chaines de polymeéres libres
constituent des défauts a l'intérieur du réseau et ne contribuent pas a I'amélioration des
propriétés mécaniques (élasticité) de ces derniers ®’. La Figure 1-8 présente schématiquement
guelgues exemples de formations d’hydrogels chimiques (Poly et copolymérisation).

§+ ¢

monomer + crosslinker

-/% i g i E
copolymerize or

{\Jm crosslink macromers Hydrogel Network

macromers

NS

water soluble polymer

copolymerize

crosslink polymer

polymerize monomer
within hydrogel

Hydrogel Network

Figure 1-8 : Schéma représentant la formation d’hydrogels chimiques, par polymérisation ou réticulation de

Interpenetrating
Hydrogel Network

polymeére hydrosoluble®’.

Dans la suite de cette étude, nous développerons plus précisément deux polyméres naturels
(hydrogels réversibles) en utilisant deux méthodes de gélification différentes.

c. Hydrogels stimulables

Une des grandes particularités de certains hydrogels est leur capacité a réagir a des stimuli
extérieurs, et ainsi subir des modifications plus ou moins importantes d’un point de vue
structural (structure du réseau), gonflement, perméabilité, ou encore des propriétés
mécaniques. On peut classer les hydrogels (Fig.1-9) dans différentes catégories reflétant leurs
réponses a |I'application d’un stimulus externe.
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hydrogels responsive hydrogels responsive responsive responsive

hydrogels hydrogels hydrogels hydrogels

Figure 1-9: Classification des hydrogels stimulables selon [l'origine du stimulus, Physique, Chimique,

Biochimique °©°

Les hydrogels stimulables®> sont des matériaux qui présentent un grand intérét dans le
domaine du stockage et de la délivrance médicamenteuse. Effectivement, la structure
poreuse du réseau permet a la molécule considérée de s’introduire dans I’hydrogel, ce qui la
protege en présence d’enzymes ou de pH faible comme par exemple dans le cas d’'une
ingestion orale. La facon dont la molécule thérapeutique est incorporée dans |’hydrogel
impacte le contrdle de sa délivrance en fonction de son interaction avec la matrice’®. Malgré
le fort potentiel des hydrogels stimulables, ceux-ci semblent avoir une efficacité limitée par le
relargage de molécules due a leurs faibles propriétés mécaniques engendrant leur
détérioration stimulation apres stimulation sa détérioration. Par ailleurs il est généralement
observé qu’un relargage trop rapide de la molécule®. Quelques exemples de réponses
d’hydrogels aux stimuli sont donnés ci-aprées en fonction du stimuli :

3 Sensibilité au pH

Ces hydrogels sont constitués d’un squelette en polymére possédant des fonctions libres
« dangling bonds » a caractere ionique dont la caractéristique est de pouvoir accepter ou
donner un proton lors d’une variation de pH. Ce phénomeéne est régi par la modification du
degré d’ionisation, ce qui engendre le changement de la charge de ces fonctions et peut donc
engendrer de rapides variations de volume. Typiquement, les hydrogels anioniques (groupe
libre : acide carboxylique) ou cationiques (groupe libre : fonction amine) sont sensibles au pH.
Les mécanismes dirigeant ce phénomene dépendent de la charge ionique et du pKa des
fonctions considérées, mais également de la force ionique de la solution extérieure®®27.88,
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(3 Sensibilité a la température

Les hydrogels sensibles a la variation de température, sont appelés hydrogels
thermosensibles. Un changement de température induit une transition solide-gel (sol-gel) a
une température critique. Par exemple, la gélatine (hydrogel physique) est liquide a des
températures supérieures a 35°C. Certaines interactions moléculaires comme les interactions
hydrophobes ou encore les liaisons hydrogenes, sont des acteurs principaux dans la variation
de volume des gels. Ainsi, I'interaction des liaisons hydrogénes polymére/eau deviennent
défavorables au regard de l'interaction polymére/polymére. Ce phénomeéne entraine la
déshydratation du réseau (dégonflement) et donc sa rétractation. Plusieurs études reportent
la fabrication de ce type d’hydrogel a base de différents polyméres : methylcellulose®, ou
encore 'un des plus utilisés a savoir le Poly N-isopropylacrilamide’?. Ce type d’hydrogel est
utilisé dans le domaine de la délivrance de médicaments®.

O Sensibilité a une molécule : exemple du glucose

L’hydrogel est composé d’un mélange de polymére le plus souvent cationique®®? ayant
encapsulé de I'insuline ainsi qu’une enzyme : la glucose oxydase. En présence de glucose et
d’oxygene, la glucose oxydase convertit le glucose en acide gluconique, ce qui provoque une
diminution du pH au sein du réseau, engendrant le gonflement (groupes cationiques) de
I’hydrogel, ce qui a pour conséquence le relargage de I'insuline %23, Ces hydrogels ont pour
fonction d’améliorer la prise d’insuline par les malades. lls permettent la libération d’'une
quantité d’insuline définie par le taux de glucose présent.

Pour résumer, les hydrogels présentent des propriétés diverses :
Biocompatibilité / dégradabilité

Propriétés mécaniques variables : Gels durs, mous, cassant, etc.

Porosité variable

(N [ I R

Contréle du gonflement / dégonflement sous application de stimuli externes

Les différents points discutés illustrent bien I'étendue du domaine d’activité des hydrogels au
regard de leur nature, leur mise en forme et leurs propriétés intrinséques. Chacun de ces
critéres est a prendre en compte pour I'obtention d’un matériau aux propriétés désirées. Ces
hydrogels peuvent aussi étre « modifiés » avec des nanoparticules ce qui permet d’améliorer
certaines de leurs propriétés voire d’en obtenir de nouvelles.
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C.Hydrogels nanocomposites

Les nanocomposites hydrogels aussi appelés « hydrogels hybrides » sont définis, par un réseau
tridimensionnel réticulé de maniere physique ou chimique (similairement aux hydrogels seuls)
et incluant des nanomatériaux qui peuvent étre de nature trés variable : les nanoparticules
carbonées (NTC, Graphéne, nano diamant), nanoparticules polymériques, nanoparticules
inorganiques (hydroxyapatite, silice, silicates, oxyde de fer), nanoparticules métalliques (or,
argent). Ces nanoparticules interagissent directement avec le réseau polymérique, ce qui
permet I'obtention de nouvelles propriétés (Fig.1-10).94°

Nanocomposite Hydrogels for Biomedical Applications

/Nanoparticles D Structure / Polymers A
Synthetic polymers

Polymeric Carbon-based o
g g Poly(ethylene ghycol).
TR VARRVAV I
G 3 Poly(vinyl alcohol),
S = Poly(N-opropylacrylamide),
o a Poly(vinylpyrrolidone).

Metallic Inorganic Properties
25-300m NammLEoMnam
sesses \ r Gelatin, Aiginate, Chitosan,
%S Cellulose, Dextran, Fibrin, Starch
Hyaluronic acid, Collagen, Silk,

Mechanically Tough | Stimuli Responsive

Nanocomposite Hydrogels

%, B
Regenerative = \ 5 Drug & Gene
Medicine 7 | Delivery
| p
Microfabricated Structures | Adhesive Gels
Biodevices & \ Propolymer ik Contact
Biosensors solion % Lens

\ Wound Dressing Biossays J

Figure 1-10 : Schéma représentant le panel de nanoparticules utilisées dans le domaine du biomédical comme
les nanoparticules carbonées, polymériques, inorganiques, métal/métal oxyde, combinées avec différents
polymeres pouvant étre naturels ou synthétiques. Ces différents nanocomposites peuvent étre réticulés de

maniére physique ou chimique.®®

O Hydrogels Nanocomposites a base de nanomatériaux carbonés
Les nanomatériaux carbonés comme les NTC ou encore le graphéne, les fullerénes, les nano
diamants sont largement étudiés pour de potentielles applications biomédicales®*®’. Les NTC
et le graphéne sont utilisés pour leurs multifonctionnalités, a savoir leurs hautes propriétés
mécaniques et leurs propriétés électriques intéressantes. Par exemple, les nanocomposites a
base de NTC et de graphéne sont étudiés pour des applications en tant que biocapteurs, dans
I'ingénierie tissulaire, la délivrance de molécules, etc®*%%%°, D’autres études montrent
I'efficacité des NTC pour la délivrance passive de diclofénac de sodium(= 300g.mol?) 1% au
travers de la peau. Dans ce cas, la présence des NTC ralentit la diffusion de la molécule,
permettant ainsi de mieux réguler la cinétique de relargage, tout en améliorant la capacité de

stockage de la molécule.
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O Hydrogels nanocomposites électro-stimulés
La bibliographie décrit plusieurs travaux concernant I'étude des propriétés électriques des
hydrogels. La complexité de ce type de matériaux réside dans le fait qu’il ne s’agit ni d’'un
matériau liquide, ni d’'un matériau solide (Fig.1-11(b)). Les hydrogels peuvent contenir jusqu’a
97% d’eau et renferment trés souvent aussi des ions. La Figure 1-11(a) montre la structure
d’un matériau nanocomposite biphasique présentant une matrice isolante (polymere) et un
additif conducteur (NTC).

Matériaux Biphasique Matériaux Tri phasique
- Epoxy / DWCNT - Polymére / Eau / DWCNT

& Polymére
Poere P o Matrice

(>
‘ﬁ.:‘c:;{g";.‘ . '»ET:"‘;J;"":I‘ + / \ DWCNT Polymére

i .

Y e gy & H O OH H20

A
H,0 8)

Réseau

Tridimensionnel Tridimensionnel

DWCNT

Nanocomposite

Biphasique Nanocomposite

Triphasique

Figure 1-11 : (a) Représentation d’un nanocomposite biphasique classique ; (b) représentation d’un
nanocomposite triphasique comportant I’eau inclut dans les pores de la structure en polymére, et les NTC.

Un nanocomposite hydrogel contenant des NTC comporte trois phases (ou plus), constituées
de deux milieux isolants : I'eau contenue dans les pores (potentiellement ionisée), le polymere
(matrice), et le matériau conducteur (NTC) est illustré en Figure 1-11(b). Il semble évident que
le comportement des NTC dans un matériau biphasique a morphologie 3D (exemple :
nanocomposite époxy/NTC), n’est pas le méme que dans un hydrogel. En effet, I'expansion du
réseau pour la méme masse de NTC dans un hydrogel, provoque la diminution du pourcentage
volumique de NTC et potentiellement une modification des conditions de percolation. Pour
comprendre le comportement des NTC en phase liquide, des chercheurs proposent de
mesurer le seuil de percolation des NTC (seuls) dans un liquide, en faisant varier différents
paramétres comme la nature des NTC®, leur concentration ou encore la tension appliquée.
La percolation des NTC apparait a une concentration plus faible que celle d’un matériau solide,
de type époxy/NTC. Ceci peut étre expliqué en partie par la mobilité plus importante des NTC
lorsqu’ils sont dispersés dans un liquide et sous l'influence d’'un champ électrique.

Les hydrogels sensibles au courant électrique sont généralement composés d’'un mélange de
poly-électrolytes synthétique et naturel. Lors de I'application d’un stimulus électrique, les
hydrogels gonflent, dégonflent et se déforment, en fonction de la géométrie et de
I'orientation des électrodes'®?. En conséquence, la réponse a un stimulus d’origine électrique
provoque le relargage de la molécule par différents mécanismes. Lors de la stimulation les
molécules médicamenteuses chargées migrent a I’électrode de charge opposée, mais le plus
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souvent, la contraction de I’hydrogel induite par le champ électrique provoque |’éjection de
la molécule hors du gel considéré. Le phénomeéne de dégonflement (le plus courant) peut
s’expliquer par trois mécanismes :

(3 Apparition d’un gradient de contraintes au sein de I’hydrogel

O La variation de pH aux abords de I’électrode, provoquant I’électrolyse de I'eau
(augmentation du pH a la cathode et diminution a I’'anode)

(J Electro-osmose de I’eau en synergie avec I’électrophorese.

Ces phénomenes dépendent de la nature du matériau considéré, mais aussi des conditions
expérimentales. Les hydrogels classiques présentent une limitation d’un point de vue de ces
réponses. En effet, la non linéarité du relargage® lors de I'application d’un stimulus externe
répété engendre la fatigue du matériau'®. L'intérét d’ajouter des nanomatériaux (NTC,
graphéne) dans les hydrogels est bien d’améliorer leurs propriétés intrinseques,
particulierement mécaniques et électriques. Plusieurs équipes travaillant sur le
développement des hydrogels pour la délivrance intra-dermique (voie sous-cutanée)
démontrent I'effet des NTC sur les propriétés électriques et donc sur le relargage '%. La
plupart du temps, les mesures de conductivité (hydrogels stimulables) sont effectuées a I'aide
d’'un Ohmmeétre classiquel®. Les résultats montrent une importante diminution de la
résistance, de I'ordre de =50%, ce qui est en bien inférieur a ce qui est décrit pour des
nanocomposites biphasiques. Il semblerait que ces valeurs de résistances élevées soient dues
a la faible concentration en NTC utilisée (0,5 mg.ml 1) qui engendrerait une diminution
modérée de cette résistance. Toujours en regard des propriétés électriques des hydrogels,
d’autres équipes 1% travaillant avec des nanocomposites MWNT/gélatine, augmentent la
concentration des MWNT pour atteindre la percolation a des concentrations bien supérieures
au cas des nanocomposites biphasiques!®. Les auteurs montrent, a I'aide de mesures par
impédancemétrie (en courant alternatif), que plus la quantité de NTC augmente plus la
conductivité du nanocomposite augmente, jusqu’a atteindre la percolation. La percolation est
atteinte par la déshydratation contrélée de I'hydrogel. La variation de volume entraine la
déformation du réseau et permet aux NTC de se rapprocher pour finalement percoler. Ces
composites polymére / NTC ont des conductivités pouvant atteindre 7 ms.cm, contre 2
ms.cm™ pour I’échantillon sans nanotubes. Le gain de conductivité d{ a cette percolation n’est
pas vraiment significatif contrairement a un composite biphasique comme le montre la
Figure 1- 6(a). D’une part, la diminution de la quantité d’eau provoque I'augmentation de la
concentration en ions ce qui pourrait engendrer "augmentation de la conductivité ionique,
d’autre part la viscosité augmente ce qui devrait produire I'effet inverse. Il semble donc assez
difficile d’expliquer ce phénomene. Le courant alternatif permet aux ions de bouger librement
au sein du polymere. Ceci est toutefois limité par la fréquence en rapport a leurs tailles.

Les hydrogels ne sont pas la seule structure comprenant un liquide a laquelle les scientifiques
s’'intéressent. |l existe également les matériaux Sol-Gel. A titre d’exemple, il a été rapporté
qu’un gel de silice dopé avec des NTC présente une percolation dés 0,1%m'%. Dans ces
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travaux, les mesures d’impédance ont permis de mettre en évidence un régime de conduction
a la fois ionique (contribution des ions) et électronique (contribution des NTC). Il est montré
que la contribution des NTC intervient a basse fréquence, typiquement de 0,1 mHz jusqu’a
environ 100 Hz. La plupart de ces travaux utilisent des mesures d’impédance en tension
sinusoidale, ce qui est idéal en premiere approche pour observer I'effet des NTC sur la
conduction ionique ou électronique de I’hydrogel, et permet donc de déterminer le taux de
percolation des NTC.

IV. Les polymeres bio-sourcés
A. Définition

Une meilleure prise en compte des aspects environnementaux et la chimie « verte », pousse
a faire évoluer les méthodes de fabrication actuellement utilisées. Ainsi, les polyméres
naturels (Tableau 1-4) et particulierement les polysaccharides, jouissent d’un essor nouveau
et d’un intérét dans le domaine du biomédical dans lequel leur biocompatibilité et/ou
bioresorbabilité présentent un intérét indéniable. Leur principal défaut concerne leurs piétres
propriétés mécaniques qui peuvent étre problématiques pour certaines applications. Les
interactions des polymeéres naturels avec I’'environnement les prédestinent a se dégrader et
donc a potentiellement perdre leurs propriétés. Plusieurs travaux rapportent I'utilisation des
biopolyméres 113112 pour |a dispersion des NTC. En effet, les chaines de polymére s’organisent
autour du nanotube de carbone changeant donc ses propriétés, notamment son caractere

hydrophobe et potentiellement sa charge de surface. Certains sont connus et ce méme du
grand public, comme l'alginate, I'agar-agar, I'amidon ou encore le chitosane.

Tableau 1-4 — Quelques exemples de polyméres bio-sourcés.

Alginate de sodium Agarose Cellulose Acide Hyaluronique
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Les biopolymeéres se dégradent naturellement dans I'organisme par hydrolyse et liberent des
molécules assimilables et non toxiques. En galénique, les formulations permettant le
relargage de principe actif (PA) font appel a ces propriétés de biorésorbabilité. En effet, les
polyméres biosourcés sont généralement solubles dans I'eau et permettent donc de limiter
I'usage de solvants organiques polluants et dangereux.

39



A.i. Alginate de sodium
a. Définition

Lorsque I'acide alginique est lié a un ion métallique, il en résulte la formation d’alginates de
différents types pouvant étre solubles ou insolubles dans |’eau. Il se trouve que les alginates a
caractére insoluble possédent des fonctions carboxylate (COO') liées a un cation empéchant
leur solubilisation. Les autres a caractere soluble se solubilisent dans I'eau et ainsi peuvent
former des liaisons avec un métal mono ou divalent (i.e ; K*; Na*, Mg?*)*'3(Fig.1-12). Les
alginates sont des copolymeéres (polymeéres issus de la copolymérisation d'au moins deux types
de monomeres chimiqguement différents) non ramifiés.

Figure 1-12 : lllustration représentant la structure de I'alginate de sodium de formule (CsH7Na1/206) n

Le plus gros avantage des alginates et des hydrogels en général est leur faculté a former un
réseau tridimensionnel offrant ainsi une trés grande capacité de rétention d’eau. Leur
structure est par ailleurs stable a température ambiante. De maniére générale, I'alginate offre
des propriétés rhéologiques intéressantes. Sa dissolution permet en effet d’augmenter la
viscosité de la solution aqueuse si bien qu’elle est trés utilisée dans de nombreux domaines
industriels tels que le textile, le papier, la cosmétique, I'agroalimentaire, mais également le
médical. La configuration structurale de I'alginate définit ses propriétés mécaniques.
L’alternance de blocs de natures différentes (blocs Guluroniques (G) ou Mannuroniques (M))
permet d’obtenir des alginates aux propriétés différentes. (Fig.1-13)

MMMMGMGGGGGMGMGGGGGMGMGMGM
e e i e e

Bloc M Bloc G Bloc G Bloc MG
Figure 1-13 : Structure des différents blocs composant I'alginate a savoir les blocs G et les blocs M — (b)

distribution possible des blocs
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b. Gélification

Lors de la « gélification », les chaines adoptent une configuration géométrique dite en boite a
ceufs. Plus I'alginate est riche en blocs G, plus le réseau formé sera solide et structuré. Il sera
alors prét a étre utilisé pour la fabrication de gel (Fig.1-14). Par ailleurs, les gels a fortes
proportions de blocs M sont plus flexibles. Ceci est principalement di a la force de liaison
ionique et a la flexibilité de la chaine. Leur utilisation principale concerne les épaississants et
stabilisants 11411, Le gel d’alginate se forme instantanément en présence de cations divalents,
qui viennent se substituer a I'ion sodium associé aux fonctions carboxylates (Fig.1-12) et lier
ainsi deux chaines d’alginate entre elles formant le gel. La présence d’ions monovalents tels
que le sodium ou le potassium ne permet pas de former des ponts divalents entre les
chaines.!1¢,
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Figure 1-14 : Réticulation de I'alginate de sodium en configuration « boite a ceufs » par intercalation d’ions
calcium.

De nombreux cations divalents peuvent étre utilisés pour « réticuler » I’alginate. On observe
une plus grande affinité avec les cations Ca?*, Sr?*, Ba®* ¥ qui induisent la conformation
structurale en « boite a ceufs ». L'agrégation des chaines entre elles permette la formation du
gel 18, || est également possible que d’autres ions offrent cette possibilité. Il s’agit du plomb,
cuivre, cadmium, baryum, strontium, nickel, zinc, cobalt 1. Une liaison ionique apparait entre
la fonction carboxylate et I'ion métallique 3. La principale méthode de mise en forme de
I'alginate de sodium est la voie ionique. Plus particulierement, I'utilisation des ions Ca?*
permet d’obtenir un gel résistant et uniforme 1°. En effet sous I'action d’une autre solution
saline, il se peut que les especes en présence réagissent avec l'alginate, et entrainent la
déstabilisation des ions calcium du réseau. Typiguement ce phénomeéne pourrait se produire
dans une solution de fluide corporel (transpiration, fluide biologique) pouvant dépasser
pH 7.4 120, Par ailleurs, d’autres ions divalents ou trivalents peuvent interagir avec les chaines
et venir substituer I'ion calcium, ce qui créerait une différence d’uniformité au niveau du
réseau. Cette substitution peut conduire au relargage des chaines et donc a la déstabilisation
du réseau polymérique®’.

A.ii. L’agarose
a. Définition

L’agar agar est un polygalactoside extrait de la paroi cellulaire de certaines algues rouges. Plus
précisément, il s’agit d’espéces répondant aux noms de Gélidium et Gracilaria '?'. L’agar

41



trouve son origine au Japon, il y a 400 ans. |l était alors vendu sous forme de solution chaude
ou de gel (froid). Son industrialisation en extrait sec a démarré au début du 18eme siecle et il
est maintenant appelé Agar-agar. Le terme « Agar » est aujourd’hui le plus utilisé et I'agarose
est en fait un polymére non ramifié issu d’agar purifié. L'agarose est largement utilisée en
biologie, notamment pour I'électrophorese de ’ADN.

L’agar-agar est composé en réalité de deux polyméres, a savoir :

O L’agaropectine(anionique) est plutét hydrophile, constituée d’unités d’agarobiose
substituées (groupements polaires : pyruvates (CH,—CO-COO’), sulfates (SO*>)1?1122),

(J L’agarose, constituée majoritairement d’agarobiose contenant de nombreux radicaux
hydrophobes comme CH,.0 ainsi que des groupements OH et H responsables de la
gélification de I'agar agar. La quantité de groupements sulfates peut varier et rendre
I'agarose plus ou moins hydrophile selon leurs quantités respectives'?3,

L’agarose a une masse moléculaire d’environ 120 000 g. mole* (disaccharides) et contient
principalement du D-galactose et du 3,6-anhydro-L-galactose (Fig.1-15). L’agarose trouve son
utilisation dans l'industrie agroalimentaire comme épaississant, gélifiant ou stabilisant, ou
dans l'industrie pharmaceutique comme excipient, laxatif, ou encore agent de libération.

15 Les

L’agarose permet également la culture de microorganismes en microbiologie
propriétés les plus intéressantes de I'agarose résident dans sa température de

fusion/gélification, ses propriétés électriques?#*2> ainsi que sa facilité de mise en forme.

OH OH o
140 o LI/
OH (e}
HO
o | \ = n
D-galactose L- anhydro galactose

Figure1-15 : Structure chimique de I'agarose, présentant I'unité de répétition de I'agarose avec ; D-Galactose
et le L-Anydro Galactose.

b. Gélification

L'agarose est un polymere linéaire, les chaines forment des hélices (Fig.1-16) qui s’agregent
entre elles pour former un enroulement®?%125, Une fois la gélification effectuée, on observe

des pores de tailles variant entre 100 et 300 nm %7

, également dépendant de la concentration
en agarose. Plus la concentration en agarose augmente, plus la taille des pores diminue. La

transition « sol » vers |'état « sol-gel » se déroule en quelques étapes :

(J La solubilisation du polymere en voie humide et en température permet aux chaines de
s’étendre. Les chaines se distribuent ensuite de maniere homogene sous forme
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d’hélices lors du refroidissement. Enfin, il apparait I'agrégation entre les hélices lorsque
le point de gélification de I'agarose est atteint.*?8

Formation des
«¥_ Ligisons hydrogene
Liaisons hydrogene ‘i
intermoléculaires 5
cooL cooL
—_— —_
P . -
HEAT HEAT
Agarose solution Gel formation

Figure 1-16 : Formation du gel d’agarose — Suspension d’agarose chauffée a une température supérieure a

85°C qui perturbe la liaison hydrogéne des groupes — OH et O. Au refroidissement, les liaisons hydrogéne
129

s’interconnectent pour former un réseau hydraté
Pour obtenir un gel, la solution comprenant I'agarose doit étre portée a une température
d’environ 87°C (Température de fusion Tf) puis par la suite refroidie afin d’atteindre la
gélification compléte du systéme a environ 40°C (Tg) ?°. L’agarose comporte deux types de
groupements, hydrophiles et hydrophobes. La chaine d’agarose est pauvre en radicaux de
type hydrophiles SOs et au contraire riche en radicaux hydrophobes CH,-O. Ces différents
radicaux sont répartis de part et d’autre du réseau. Etant donné la présence de radicaux de
différentes natures, les chaines de polymeére se placent paralléelement entrent elles de facon
a ce que les radicaux hydrophobes soient tournés vers l'intérieur et les radicaux hydrophiles
vers |'extérieur. Le processus de gélification de la solution se déroule selon le schéma ci-dessus
(Fig.1-16) qui montre plusieurs états en fonction de la température. Les chaines de polymeéres
s’associent entre elles pour former une double hélice piégeant ainsi I'eau au cceur de
I’enchevétrement formé. La gélification de I'agarose a la propriété d’étre réversible, ce qui lui
confére un atout de recyclage majeur!'3130, En effet, en élevant a nouveau la température au-
dela de 87°C, on peut fondre le polymére tout en conservant ses propriétés mécaniques et
thermiques. A la différence d’autres polysaccharides, la formation du gel ne nécessite aucun
autre composant, ce qui lui confére I'appellation de polymeére « spécifiquement neutre ».

L’agar comporte des caractéristiques trés intéressantes en tant que biopolymére 21:
3 Il posséde un grand pouvoir gélifiant.

(J Aucun réactif n’est a ajouter pour produire le gel tel que le potassium ou le calcium ou
tout autre cation divalent comme par exemple pour les alginates.

a

Sa structure est stable dans un large domaine de pH (5 <pH < 8).

(J L’agarose est stable a une température méme légérement supérieure a 100°C.
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3 A1,5%m en polymére en solution aqueuse, il ne fond pas entre 30 et 40°C (température
interne du corps humain). En revanche, il se liquéfie au-dela de 85°C. C’est I'une des
propriétés trés originales de I'agarose.

(J Son gel a une excellente réversibilité, ce qui permet donc de le gélifier et de le refondre
a plusieurs reprises sans perdre ses qualités.

L’agarose est un polymére qui comme tous les biopolyméres se démocratise dans le domaine
des nanocomposites. Certaines études décrivent la fabrication d’un matériau (hydrogel) a base
d’agarose dans le but d’obtenir un gel conducteur électronique et possédant également des
propriétés d’autoréparation activées par la température'3® ou d’autres applications
concernant la délivrance de molécules par I'encapsulation de protéines et peptides par des
nanoparticules d’hydrogel d’agarose®!.

V. Dispositifs médicaux pour la délivrance
transdermique

La peau est un organe complexe qui comporte différentes couches ayant des propriétés
physico-chimiques et biologiques différentes.

A. Anatomie de la peau

La peau humaine a une épaisseur moyenne qui varie de 2 a 3 millimetres en fonction de sa
location sur le corps (dos, ventre, bras, jambes). Elle est constituée de trois couches définies
qui sont (en allant de la surface au cceur de la peau) : I'épiderme, le derme et I’hypoderme
(Fig.1-17). Avec une surface d’environ 2m? chez I'adulte, sa masse frole les 13 % de la masse
totale du corps humain.

Quvertures des canaux excréteurs
o :
—- des glandes sudoripares

Couche cornée
Couche granuleuse
Corps muqueux de Malpighi

A Couche basale
N7 Papille dermique
:J Lame basale

S Créte épidermique

(— Vaisseaux sanguins

E Darme papillaire
Glande sébacée
o Muscle arrecteur du poil

Epvdeme <

Peau <

Derme <
61 T Follicule pileux
——— Derme réticulaire

Glande sudoripare

Hypoderme ¢

Figure 1-17 : Coupe de la peau - Source : Perlemuter L, Perlemuter, G. Cycles de la vie et grandes fonctions, «
Cahiers des sciences infirmieres ». Elsevier Masson SAS, 2010
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La principale fonction de la peau est sa fonction barriere qui comporte différents aspects.
Cette barriere physique permet de limiter le passage d’éléments du milieu intérieur vers le
milieu extérieur et inversement. Effectivement, le stratum corneum est formé d’une structure
lamellaire qui permet d’empécher I'eau de s’évaporer. La peau possede des défenses contre
les attaques de différentes origines comme par exemple les microorganismes pathogenes. En
effet son pH acide ou encore la présence de cellules immunitaire permettent cette protection.
Le renouvellement épidermique permet également d’empécher la pénétration d’éléments
extérieurs. Celle-ci sert également de protection mécanique de par sa structure complexe.

A.i. L’épiderme

L’épiderme est la couche de la peau la plus proche de la surface. Il est délimité par la lame
basale qui le sépare du derme. Il est composé depuis la surface du stratum corneum ou couche
cornée, de la couche granuleuse et enfin de la couche basale. Dans cette zone, il n’y a pas de
vaisseaux sanguins. L'épiderme a une épaisseur moyenne de 200 um, avec un minimum de
100 um au niveau des paupiéeres et maximum de 800 um au niveau des paumes des mains et
des plantes des pieds (Fig.1-18).

Skin, thick trichrome

stratuniCorneum

stratum stratum
granulpsum mm Jucidum

stratumiSpinosum
5
~

£
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strafum |
B basafe |

Figure 1-18 : Image optique d’une coupe transversale de la peau humaine : montrant I’épiderme et le derme -
image trichrome (School of Anatomy and Human Biology - The University of Western Australia Lutz Slomianka).

Le renouvellement de cette couche épidermique s’effectue tous les 39 jours. Les cellules qui
se trouvent dans la couche basale de I'épiderme migrent lentement en direction de la surface
en se transformant progressivement et perdant leur noyau. La kératine synthétisée par les
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kératinocytes est une protéine fibreuse qui confere au stratum corneum des propriétés
diélectriques particuliéres. Dans la matrice de I'épiderme, composée a 90% de kératinocytes,
se trouvent également les mélanocytes qui sont eux responsables de la couleur de la peau. S’y
trouvent également les cellules de Langerhans qui jouent un réle dans la défense immunitaire.
Le stratum corneum est la couche en extréme surface de I'épiderme, la lame basale est la plus
profonde des strates, ces deux couches sont décrites ci-dessous.

a. Le stratum corneum

Le stratum corneum (Fig.1-18) est la partie en surface de la peau. Cette partie ne représente
qgu’une petite portion de I'épiderme d’épaisseur de 10 a 20 um a I’état sec mais de 40 um a
I'état hydratée!3%133, La couche cornée comprend approximativement 15 couches de cellules
mortes (cornéocytes) comprenant une centaine de doubles couches lipidiques, qui se
présentent sous la forme d’écailles. Cette couche cornée est en contact permanent avec le
monde extérieur et nous protége des agressions de par son caractére quasi imperméable a
I’eau. Elle s’exfolie constamment du fait du renouvellement des cellules agées par des cellules
plus jeunes. Les cellules mortes de surface s’éliminent par le lavage de la peau, le frottement
des vétements, etc. La couche cornée est hydratée, ce qui lui confere ses propriétés de
souplesse. D’un autre coté le stratum corneum devient trés fragile en cas d’altération (brulure,
griffure, plaie), et perd sa fonction de barriére protectrice, ce qui entraine des risques
d’infections 134, En surface extréme de la peau se trouve le premier rempart constitué d’un
film hydrolipidique. Cette protection est constituée de sébum, de débris épidermiques, ou de
sels minéraux. Cette barriere protege la peau de I'humidité, de la sécheresse, des agressions
microbiennes.

b. La membrane basale

La membrane basale (Fig.1-18) est une matrice extracellulaire aux fonctions trés élaborées.
Elle est structurée par de trés fins feuillets d’épaisseur de I'ordre de 50 a 80 nm. Cette
membrane assure une fonction non seulement de cohésion et de soutien mécanique, mais
également biologique, comme sa fonction de filtration des sels ou des petites molécules. La
membrane basale communique des signaux modulant la migration, la prolifération ou encore
la différenciation cellulaire. La membrane basale est un passage clef marquant une frontiere
entre I'épiderme et le derme.

A.ii. Le derme

Le derme, localisé en-dessous de I'épiderme, forme la premiére et la plus épaisse couche
véritable de la peau. Celui-ci est séparé de I'épiderme par la membrane basale, qui représente
un filtre de diffusion vis-a-vis des molécules qui circulent entre le derme et I'épiderme. Le
derme est un tissu interfacial (Fig.1-18, 1-19) qui comprend des cellules du derme appelées
fibroblastes, entourées par une matrice extracellulaire. Il contient plusieurs organes comme
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A.iil.

des vaisseaux sanguins et les terminaisons nerveuses. Le derme se divise en deux régions : le
derme papillaire et le derme réticulaire. Le derme et I'épiderme s’interconnectent tout au
long d’'une zone dans laquelle se trouvent les papilles (petites excroissances ou se divisent les
réseaux sanguins) ainsi que les terminaisons nerveuses, sensibles a la chaleur.

L’hypoderme

L’hypoderme est la partie la plus profonde de la peau. Il est constitué de cellules graisseuses,
organisées en lobules, séparées par des membranes fibreuses et traversées par des
vaisseaux sanguins. L’hypoderme est une couche difficile a discerner (Fig.1-19) ou se situent
les glandes sudorales qui produisent et libérent la sueur via des petits canaux invisibles a
I’ceil nu. Ces canaux, au nombre de 2 millions environ, sont répartis sur toute la surface de
la peau méme s’ils sont largement plus nombreux sur les paumes des mains.

Skin, thick H&E

N 4

Figure 1-19: Structure du derme, épiderme, hypoderme — (School of Anatomy and Human Biology - The

University of Western Australia Lutz Slomianka )

B. La perméabilité de la peau aux agents
thérapeutiques

Le stratum corneum confere a la peau ses propriétés barrieres. C'est la raison pour laquelle il
est difficile de faire traverser des molécules au travers de la peau sans déstabiliser cette
couche de protection. Il existe différents endroits sur le corps ou la peau est d’avantage
perméable comme par exemple les muqueuses, la peau du scrotum et les paupieres. D’autres
zones du corps telles que le visage, la téte, la poitrine, le dos, les fesses, 'abdomen, les bras
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et les cuisses posseédent une perméabilité intermédiaire. Généralement, pour 'application de
patches transdermiques, il est préférable d’utiliser les zones telles que les cuisses, les bras, le
dos et la poitrine (peau fine). Ainsi pour chaque substance médicamenteuse utilisée, un site
d’application doit étre déterminé. Il est donc crucial de bien choisir la zone ou le dispositif est
placé. Il faut que la peau a cet endroit, soit saine et propre. Notons également que la
perméabilité de la peau varie en fonction de I'dge et de I'état de santé. 13°

Les principaux paramétres pouvant faire varier la perméabilité de la peau sont :

3 Le flux sanguin. Celui-ci augmente au niveau du derme. Le flux sanguin peut étre
modifié par certaines affections ou certains médicaments

O L’état d’hydratation de celle-ci : une peau hydratée sera plus perméable qu’une peau
seche.

a

Les éraflures et les irritations

3 Plus la température de la peau augmente plus celle-ci sera perméable. Les brilures
provoquent également une augmentation de la perméabilité.

(J Les coups de soleil.

B.i. Absorption cutanée

L’absorption cutanée est un phénomeéne de diffusion passive qui s’applique a chaque couche
de la peau et se scinde en différentes étapes. La distribution de la molécule au travers de la
peau se produit selon une concentration qui décroit de fagon linéaire vers les couches plus
profondes.

a. Mécanismes
L’absorption cutanée d’un principe actif (PA) se déroule en 3 étapes :

(J Entrée d’un PA au sein d’une structure comme par exemple la pénétration dans le
stratum corneum.

(3 Diffusion : Passage d’un PA d’une couche a une autre comportant des propriétés
structurelles et fonctionnelles différentes.

(J Absorption : Passage du PA dans la circulation sanguine.

Les trois principales voies de pénétration cutanée (Fig.1-20) sont la voie intercellulaire (entre
les cellules), intracellulaire (passage dans la cellule) et annexielle, c’est-a-dire par le biais de
chemins annexes au stratum corneum (glandes sudoripares, follicules).
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Figure 1-20 : Voies de pénétration cutanée : entre les cellules, au travers des cellules, ou encore profitant de
chemins annexes (glandes sudoripares, follicules pileux, etc.)*3®.

Les voies folliculaires ne sont pas considérées comme les voies principales de pénétration, ne
couvrant qu’une surface infime comparativement a la voie transcutanée. De maniere
générale, les molécules de petites tailles empruntent la voie intracellulaire.

La diffusion d’'une molécule au travers d’une membrane semi-perméable, dans notre cas la

peau, est proportionnelle a la différence de concentration de part et d’autre de la membrane.
Ce phénomeéne de diffusion est régi par la loi de Fick.

K., D Ac

J = K,Ac= mT

3 ] : Flux percutané (ug.cm™2.h™1)

O Ky:Coefficient de permeabilité (cm/h) = %
Ce coefficient correspond a la vitesse de diffusion. Il est fonction de la nature de la molécule,
des excipients, ainsi que de I'épaisseur de la membrane considérée. (K, lyposoluble >

K, hydrosoluble )

O Ac : Variation de concentration au sein de la menbrane
(O e épaisseur de la couche cornée en pm

O K,,:Coefficient de partage couche cornée/véhicule (Le véhicule permet le transport
d’une molécule.)
K., représente le rapport de solubilité substance diffusante / couche cornée /excipient.
L’augmentation de K,, traduit une bonne affinité.

(3 D : Coefficient de dif fusion (cm?/s) — Constantes de diffusion correspondant a
chaque structure traversée (couche cornée, épiderme, derme)

Le coefficient D permet de déterminer comment la molécule diffuse au travers des différentes
couches de la peau jusqu’a atteindre la circulation. Plus la taille de la molécule augmente et
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plus la diffusion diminue. Le coefficient D détermine également I'imperméabilité de la peau,
par exemple D= 107 cm?.s™1 pour le stratum corneum contre 10°° cm?.s* pour I'épiderme et le
derme. Ces chiffres montrent bien I'effet barriere du stratum corneum. Ce phénomeéne
d’absorption transcutanée est fonction de différentes variables :

(3 L’épaisseur « e » de la couche cornée (um)
Changement du taux d’hydratation de la peau
Diffusion de la molécule dans la couche cornée

Libération / diffusion de la molécule dans ou de son véhicule

aaaa

Modification de la molécule en surface de la peau

Les mécanismes de diffusion au travers de la peau dépendent de nombreux paramétres. Pour
ces raisons, des dispositifs divers et variés ont vu le jour dans le but d’améliorer la perméabilité
de la peau. Ces dispositifs utilisent différentes méthodes qui sont décrites dans la suite de ce
manuscrit.

VI. Meéthodes de délivrance de principes actifs au
travers de la peau

A. Introduction

Il existe plusieurs techniques de pénétration de la peau. Elles peuvent étre passive/chimique
ou active/physique. Celles-ci peuvent modifier les propriétés de barriére de la couche cornée
de maniere plus ou moins réversible. La Figure 1-21 rassemble les différentes techniques
permettant le passage transcutané de molécule a travers la peau comme la méthode de jet
injection, les micro-needles, la micro-poration thermique et I’électroporation.

Injection tachniques Microporation techniques LTR techniques Disruptive approaches Passive approach
Jot Powder Micronsadles Thermal micraporation
injection Injection
Lasai
Soid  Coated Dissolving Hollow Resistive flaments  POraton Tape sipping  Occlusive patches

Liposomi
Abrasion Hydrogel paiches  formulati

Figure 1-21 : Récapitulatif des différents techniques permettant la délivrance de molécules au travers le peau,

incluant le méthodes passives et actives.'>

L’injection par exemple est définie comme étant I'introduction sous pression dans I'organisme
d’une substance médicamenteuse fluide au moyen d’une seringue. Celle-ci permet le dosage
exact d’un produit, amené dans la circulation sanguine sans avoir subi de modification
digestive. Ce type d’action permet une efficacité du médicament bien plus rapide que par la
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voie orale (i.e. : diabéte). L'injection est une méthode bas co(t, rapide et directe, pour la
délivrance de tout type de molécules dans le corps. Elle est cependant invasive.

Il en existe 4 types :

3 Injection intradermique
3 Injection sous-cutanée (absorption lente)
3 Injection intramusculaire (absorption rapide)

3 Injection intraveineuse (action tres rapide)

L’injection est une méthode classique de délivrance médicamenteuse, largement utilisée pour
I'administration de molécules notamment a haut poids moléculaire mais invasive et
nécessitant un savoir-faire. Ainsi, les recherches concernant I'amélioration de la perméabilité
de la peau et le développement de technologies permettant le passage transdermique de
molécules sont toujours d’actualité.

B. Méthodes

B.i. Méthodes chimiques

Les scientifiques ont développé de nombreuses méthodes notamment chimiques pour
parvenir a augmenter la perméabilité de la peau'3®13, || existe de nombreux composés
chimiques tels que les molécules amphiphiles, les solvants, les tensioactifs permettant la
création de défauts a I'échelle du nanometre et rendant ainsi la peau perméable %0, Les
promoteurs chimiques comme les solvants ou les tensio-actifs sont plutét a tendance
allergéne ou encore toxique pour I’étre humain méme s’ils permettent de modifier facilement
les lipides du stratum corneum. Ce type de méthode améliore donc la perméabilité toutefois
la toxicité de ces composés réduisent leur utilisation4?. La méthode passive la plus utilisée est
le patch transdermique.

O Patch transdermique
Le patch transdermique est un dispositif de délivrance par voie passive, capable de diffuser, a
travers la peau, des molécules pharmacologiques de petite taille comme par exemple la
nicotine (Fig.1-22). Un patch est constitué de plusieurs éléments :

(J Un revétement externe permettant de maintenir la substance active. Il s’agit d’un
(revétement) feuillet externe qui sert principalement de protection.

(J Un réservoir contenant les molécules pharmacologiques et un dispositif de libération
de la substance médicamenteuse.
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B.ii.

Matrix Controlled
Transdermal Patch System

Backing layer
(impermeable)

Adhesive containing
drug

=,

Release liner

Figure 1-22 : (a) Patch transdermique en contact avec la peau d’un patient; (b) Structure d’un patch
transdermique.

Dans le dispositif se trouvent des excipients qui ont différentes fonctions : stabilisation,
modification de la cinétique de libération ou encore amélioration de la diffusion
transdermique des molécules pharmacologiques. lls sont généralement composés de
polyméres et ont comme intérét de contréler la diffusion passive des molécules
pharmacologiques vers la peau. Par ailleurs, les molécules ayant un faible poids moléculaire,
traversent plus facilement les interfaces que les molécules de haut poids moléculaire. La
masse moléculaire des molécules pharmacologiques ne doit donc pas dépasser 500 g.mol!
pour permettre la pénétration cutanée passive. Cette contrainte ne permet donc pas
d’administrer un certain nombre de molécules telles que les protéines issues des

biotechnologies. 4!

Méthodes actives

a. Définition et applications

Les méthodes actives comprennent de nombreux outils comme les ultrasons, I'assistance
électrique, thermique'*?> et mécanique (Fig.1-23). Ces méthodes utilisent une énergie
extérieure qui agit comme une force motrice dans le transport de la molécule au travers de la
peau. Celles-ci permettent également de perturber physiquement la couche cornée. 142143

METHODES ACTIVES
ELECTRIQUE ABLATION THERMIQUE
U lontophorese U Laser
U Electroperméabilisation U Radio Fréquence
AUTRES MECANIQUE
U Ultrasons U Microneedles
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C.i.

Figure 1-23: Méthodes de modification de la couche cornée par les méthodes actives (schéma inspiré de la
référence 1*4)

(J Microneedles
Les microneedles (micro-aiguilles) sont une technologie assez récente et représentent
actuellement une voie de passage transdermique trés prometteuse. En effet, le
développement de différentes géométries de matériau est utilisé afin de permettre la
délivrance de molécules*>148 par pénétration cutanée. Des études récentes sur des souris in
149

vivo *° ont permis de démontrer la faisabilité du procédé pour la délivrance d’insuline, en

réduisant significativement le taux de glucose dans le sang des souris.

(J Ultrasons
Cette technique non invasive permet d’améliorer le passage transdermique par I'utilisation
d’ultrasons a relativement basse fréquence (50KHz). De plus, les temps de traitements sont
courts de I'ordre de la vingtaine de secondes**°.

3 Laser
L’ablation laser est déja fréquemment utilisée dans le traitement dermatologique de la peau
comme par exemple I'acné. Cette méthode permet de contréler exactement I'exposition
(temps/intensité) de la peau par le laser et ainsi obtenir I'ablation du stratum corneum sans
endommager significativement les tissus inférieurs de I’épiderme?>. Cette technique permet
de sélectionner la zone de la peau a exposer.

(J Radiofréquence
L’ablation par radiofréquence expose la peau a une haute fréquence pendant une durée
inférieure a 1 secondes, engendrant la formation de micro-conduits, et ainsi permettant le
passage de molécules®.

(J Meéthodes électriques
Dans la suite de cette étude, nous allons décrire plus précisément les méthodes électriques
comme l'iontophorese et I'électroporation.

C. Techniques électriques

Il existe deux grands types de stimulations électriques pour la délivrance transdermique de
molécules pharmacologiques, I'iontophorése et I'électroporation 44,

lontophorese

a. Principe

L'iontophorese est une technique qui utilise des tensions de faible amplitude, permettant
I’amélioration du passage transdermique de molécules au travers de la peau (Fig.1-24)'%1>3,
Toutefois, méme si I'iontophorése améliore modestement la perméabilité de la peau, sa
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principale fonction reste de favoriser le transport de molécules. Les molécules chargées
migrent sous influence de I'électrophorese, alors que les molécules non chargées sont
entrainées par le flux électroosmotique 1°41°¢ généré par le mouvement des cations (i.e ; Na*)
dans le stratum corneum™®. Ces différents phénoménes permettent le guidage de molécules
ionisées ou non au travers des différentes strates de la peau jusqu'a atteindre les vaisseaux
sanguins 4157 ’iontophorése n’est pas une technique spécifiquement connue pour modifier
les propriétés barriere de la peau, celle-ci permet par l'influence de la tension électrique
appliquée de diffuser des molécules de plusieurs centaines de Daltons au travers de la peau.
Ce type de systeme se compose d’un controleur alimenté par une batterie, accompagné d’un
patch généralement a usage unique, pré-rempli, interchangeable et flexible 7. Plusieurs
parameétres sont ajustables, comme le type d’électrodes utilisées, I'intensité du courant, et |a
forme du signal 8%, 'intensité du courant appliqué, et donc la vitesse de diffusion des
molécules, est limitée par lirritation et la douleur causée par la stimulation éléctrique®®.
Actuellement I'iontophoreése est utilisée cliniquement pour I'anesthésie locale (lidocaine)?6?,
ou encore pour traiter les patients atteints hyperhidrose (transpiration excessive)'®?, mais
aussi pour I'extraction du glucose'®3. 'iontophorése est une technique non invasive pour la
peau. En effet, 'utilisation d’une tension électrique de faible intensité ne produit aucune
dégradation irréversible, contrairement a I'électroporation qui peut étre invasive>*.

Figure 1-24 : Méthode de délivrance médicamenteuse par iontophorése composée d’une anode contenant la
molécule active permettant son relargage, et la cathode qui recupére les ions de charge opposée.

Cette technique est donc non invasive et permet la délivrance de molécules au travers de la
peau. Son seul probléme est qu’elle ne permet de délivrer que des molécules de petites tailles.

b. Facteurs influents

Le passage de molécules au travers de la peau par la technique d’iontophorése dépend de
nombreux facteurs. Notamment, |a taille des molécules est un facteur important et détermine
la probabilité de passage de la molécule. Il a donc été montré que le transport de molécules
diminue avec I'augmentation du poids moléculaire (sel > acide aminé > insuline) 1°%164165 | 3
taille maximum des molécules pouvant étre délivrées par ce systéme n’est pas exactement
connue car elle dépend de nombreux facteurs (Tableau 1-5), la force ionique'®®1®’, |a
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composition du fluide ionique'®®, mais aussi de la taille de la molécule®® de sa charge!’® de sa
polarité!’! (hydrophile) et bien évidement de sa masse moléculaire’?,

Parmi les facteurs opératoires, il y’a la densité de courant!’3, la composition des électrodes
(aluminium, platine, argent), la durée de I'application ainsi que l'intensité du courant
continue/pulsé 74175, ainsi que la concentration de la molécule considéré!’®. D’un point de
vue biologique, la peau (localisation, présence de pilosité)'’” joue un réle majeur tandis que le

178 n’agit pas sur la pénétration de la molécule. Le temps maximum d’utilisation

flux sanguin
d’un tel dispositif est fonction de I'intensité du courant appliqué. En effet, un temps trop long
pourrait engendrer une irritation de la peau pouvant aller jusqu'a sa brilure. Le courant
nécessite d’étre assez élevé pour atteindre un flux convenable (maximum 0,5 mA.cm?) mais

celui-ci ne doit pas irriter la peau 7 .

Tableau 1-5 : Récapitulatif des différents facteurs affectant la délivrance de molécules par

iontophorése®>®

Propriété Molécule Facteur expérimental Facteur biologique
physico/chimique pharmacologique
Taille moléculaire pH Intensité du courant Variabilité du patient
Masse moléculaire  Force lonique Densité de courant Flux sanguin
Charge Courant pulsé pH de la peau

Solution ionique Durée d’application
Concentration Electrodes Condition de la peau

L’iontophorese est une méthode transdermique a faible tension électrique permettant la
délivrance de molécules pharmacologiques de différents types. Toutefois, celle-ci est limitée
selon la taille des molécules.

C.ii. Electroporation

Cette technique permet la création de « pores » au niveau de la membrane plasmique des
cellules sous I'application d’'un champ électrique externe. Ce procédé, selon les parametres
du champ électrique, permet l'introduction de molécules d’intérét thérapeutique (ADN) au
cceur des cellules ou des tissus. L'application d’'un champ électrique pulsé permet aux
molécules présentes dans l'espace extracellulaire de rentrer dans les cellules et ainsi
permettre I'étude de leurs effets sur des tumeurs*®, ou encore de I'expression du géne 18182,
Plus généralement, ce phénomene est aussi utilisé dans I'agroalimentaire comme par exemple
pour la pasteurisation, pour la stérilisation ou encore pour changer les propriétés mécaniques
des tissus afin de favoriser leur valorisation (fruits, [égumes)183-185,

55



a. Principe

Le phénomeéne de perméabilisation des membranes cellulaire a été largement étudié et est
bien connu depuis de nombreuses années'®®8’ Ce phénoméne a été décrit pour la premiére
fois en 19798818 | ors de I'application d’une tension électrique intense (50-1000V) pendant
une courte durée (us-ms) au travers d’une cellule ou d’un tissu, leurs structures respectives
(membrane, matrice extra-cellulaire) se réarrangent, engendrant leur perméabilisation®®
transitoire et permettant ainsi la diffusion de molécules 141917193,

L’électroporation est aujourd’hui utilisée en routine pour le transfert de molécules d’intérét
thérapeutique in vitro dans des cellules et différents tissus comme les tumeurs (in vivo) %
196, Ce transfert de molécules est particulierement intéressant du point de vue des
applications dans les domaines de la biologie, des biotechnologies ou encore de la médecine.

Les principales caractéristiques concernant I’électroporation sont 1°7:

3 L’application d’un champ électrique pulsé pendant un temps court (us-ms)
(J Chargement de la membrane lipidique (bicouche lipidique)

(J Changement local et rapide de la structure de la membrane
O

Remplissage des structures membranaires en eau, conduisant a la perforation de la
membrane (chemins aqueux ou pores)

O Augmentation remarquable du transport ionique et moléculaire

Le champ électrique appliqué sur une membrane (Fig.1-25) crée un potentiel
transmembranaire Ay qui s’additionne au potentiel natif Ay,. La différence de potentiel
induite par un champ électrique peut étre décrite par I'équation suivante:

Agg=f.gA).r .E (cosO(M)) (1 — e_%)

- f : Facteur de forme de la cellule

- g(A) : Fonction qui décrit les propriétés de conduction des milieux extra- et intra-
cellulaires et de la membrane

- r:Rayon de la cellule

- E:Intensité du champ électrique appliqué

- 8(M) : Angle entre la normale a la membrane la position (M) et I'orientation du
champ

t: durée de I'impulsion

T : Temps de charge de la membrane.
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(a)

Cathode AV, =0 Anode <

Dépolarisation Hyperpolarisation

Figure 1-25 : (a) Schéma illustrant la répartition du champ électrique dans une cellule comprise entre deux
électrodes (b) Image montrant le passage d’iodure de propidium 1 seconde apres application du champ
électrique'®?,

L’équation illustre bien la dépendance du phénomene au regard de l'intensité du champ
électrique, au point considéré au niveau de la membrane plasmique et de la durée des
impulsions. De part et d’autre de la membrane, on peut observer la réorganisation des
charges, provoquée par [|‘application du champ électrique. Ceci engendre une
hyperpolarisation du c6té de I'anode et une dépolarisation du c6té de la cathode (Figure 1-
25(a)). Le champ électrique appliqué doit étre adapté a la taille des cellules. En effet, plus le
diametre des cellules a perméabiliser est grand, plus le champ électrique a appliquer a ces
cellules sera faible pour une durée d’impulsion constante.

Par exemple, pour une durée d’'impulsion de 100 ps, il faudra appliquer environ 1000 V.cm™?
pour des cellules de type eucaryote (diamétre compris entre 10 et 30 um) et de 6000 V.cm™!
pour des bactéries comme E. Coli qui ont un diametre de 1 a 5 um. L'intensité du champ
électrique contréle également la surface perméabilisée 1% (Figure 1-25(b)).

Amplitude
du champ
|
2.3 kV/em
1 kV/em XECT
Perméabilisation !
i 1
réversible i EGT
200 V/em J __-_———...’-—:--*————LV__—--X
Absence 1 o : -
d'effet H 1

100 s 20ms  purée du

pulse
Figure 1-26 : Schéma illustrant les différents effets obtenus lors de I'application d’impulsions électriques sur

une cellule (d’aprés Aude Silve, thése universitaire, 2011).
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Les champs électriques appliqués entrainent donc un phénomeéne transitoire au niveau des
cellules, i.e. une déstabilisation transitoire de la membrane cellulaire. Ce phénomeéne a une
variable temporelle qui correspond a une perméabilisation de quelques us/ms lors de
I"application du champ électrique et qui retourne a son état perméable aprés quelques
millisecondes ou minutes (Fig.1-27). Lorsque le champ électrique est trop fort (durée,
amplitude) cela induit des dégats potentiellement irréversibles pour la cellule entrainant sa
mort, on parle d’électroporation irréversible (/RE). Au-dela, des effets thermiques peuvent
braler les cellules (Fig.1-26).
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Figure 1-27 : Schéma reprenant les différents états d’une membrane sous application d’un champ électrique -
(A) Avant I'application du champ électrique (sans perméabilisation); (B) Pendant I'application du champ
électrique (phénoméne temporel entre la us et quelques ms). La membrane devient perméable permettant
des échanges de molécules entre les milieux intra et extracellulaire ; (C) Apres application du champ électrique,
la membrane redevient imperméable aux molécules de haute masse moléculaire (quelques ms voire min pour
les plus petites), la molécule d’intérét est alors emprisonnée a I'intérieur de la cellule.**®

O Applications médicales

L’électroporation modifie donc la perméabilité de la cellule, contrairement a I'iontophoreése,
qui agit en premier lieu sur la molécule. De ce fait, en fonction de la molécule d’intérét, deux
grandes applications médicales ont émergé.

O L’Electrochimiothérapie

L’éléctrochimiothérapie (ECT) est un traitement anti-cancéreux local basé sur I'administration
par injection locale ou systémique d’'un médicament cytotoxique qui est non ou peu perméant
vis-a-vis des membranes cellulaires (bléomycine ou cis-platine) en combinaison avec
I’électroperméabilisation. Ainsi lorsque des impulsions électriques courtes seront directement
appliquées sur la zone a traiter, ces impulsions engendrent la perméabilisation de la
membrane cellulaire de fagon transitoire et réversible permettant aux médicaments d’entrer
dans la cellule (Fig. 1-25). Les premiers essais cliniques ont été réalisés en France des
1991200201 | es paramétres fondamentaux pour I'efficacité de la méthode sont les paramétres
électriques, le mode d’administration de la drogue, 'orientation des électrodes, le type et la
taille des électrodes. Cette technique est actuellement utilisée dans de nombreux pays et
permet de soigner les patients atteints de tumeurs.202-205
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O L’Electrogénothérapie
L’électrotransfert de génes in vivo a été étudié dans différents tissus comme la peau?°?, les
tumeurs??’, la cornée?®, mais également d’autres organes. Sous l'effet des impulsions
électriques, il est possible de faire migrer (influence électrophorétique) ’ADN dans les tissus
et lui permettre de pénétrer dans les cellules ou le transgéne sera exprimé?°%219, Cette
technique permet de faire de la thérapie génique, de la vaccination ADN et de
I'immunothérapie antitumorale207:211,212,

b. Propriétés électriques de la peau

L’étude des propriétés électriques des tissus biologiques permet lors de I'application d’une
tension électrique de déterminer le parcours préférentiel du courant au travers d’un tissu.
Comprendre et connaitre ces propriétés est essentiel pour permettre le développement
d’applications dans le domaine du biomédical comme par exemple I'électrostimulation,
I’hyperthermie, I'électrocardiographie etc. Les études par mesures d’'impédance sur ce type
de matériaux présentent un intérét majeur en électrophysiologie et en biophysique.

O Mesures des propriétés
La premiere expérience démontrant I’existence d’une membrane cellulaire fut réalisée a I'aide
de mesures diélectriques sur une suspension de cellules?!3, La Figure 1-28 illustre la
modélisation de la peau sous forme d’un circuit électrique équivalent. Les différents organes
de la peau peuvent étre assimilés a des modeles électriques a base de composants

élémentaires simples comme des résistances ou des capacités 24,
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Figure 1-28 : Représentation du circuit électrique équivalent de la peau, correspondant a différents organes a
savoir I'épiderme et le derme. E, est la différence de potentiel au travers de I'épiderme dont I'impédance
s’exprime par une partie résistive (R,) et une partie capacitive (C,), le derme lui peut étre représenté par une
simple résistance (R,)***.

Pour étudier les propriétés électriques des tissus, il est nécessaire de pouvoir mesurer la
conductivité électrique du tissu considéré. La grande variété de cellules ainsi que leur
distribution au sein du tissu considéré en font un « matériau » d’étude fascinant et tres
complexe. C'est notamment pour ces raisons que généralement, il est préférable de raisonner
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de fagon macroscopique en considérant I'ensemble de la distribution biologique du systeme.
La peau étant un organe trés hétérogene, la pénétration du champ électrique dépend de
plusieurs facteurs comme ['orientation du tissu, la fréquence, I'intensité du champ, mais
également de parametres spatiaux — temporels.

En effet, I'application d’un champ électrique sur un tissu engendre la variation de ses
propriétés en fonction du temps. La peau présente des propriétés dites diélectriques dues
principalement au stratum corneum. Comme précédemment évoqué, on discerne les trois
différentes couches (épiderme, derme, hypoderme).

L’épiderme contient lui-méme plusieurs couches, dont le stratum corneum qui possede
d’excellentes propriétés diélectriques du fait de la superposition des couches de cellules
mortes, en faisant du stratum corneum la partie la plus résistive de la peau. Des mesures
électriques (Tableau 1-6) sur le stratum corneum seul montrent une conductivité de 1,25 10
S.m™, alors que pour les tissus sous jacents?! la conductivité est de I'ordre de 0,2 S.m™.

Tableau 1-6 : Propriétés électriques de différents tissus vivants'°

Conductivité (S/m)
Tumeur 0,22-0,4
Graisse 0,02-0,04
Transversal  0,04-0,14
Muscle Longitudinal  0,3-0,8
Peau (Séche) 0,000002-0,0002
Peau (humide) 0,0003-0,2
Stratum corneum 0,00000125
Couche inférieure 0,227

Les résultats présentés dans le Tableau 1-6 montrent les différentes propriétés électriques des
tissus, et particulierement celles de la peau. Les valeurs mesurées sont trés dispersées
démontrant ainsi la grande hétérogénéité de la peau.

c. Electroporation de la peau

Actuellement, les molécules a hauts poids moléculaires sont généralement délivrées par voie
dermique (injection intradermique). L’électroporation de la peau est une méthode qui a été
développée afin de faciliter la délivrance médicamenteuse.

3 Mécanisme
L’éléctropermeabilisation de la peau engendre la création de passages transdermiques au
travers d’'une centaine de membranes lipidiques (stratum corneum), permettant aux
molécules de diffuser au travers de la peau afin de rejoindre le réseau sanguin. Des études ont
montré qu’il était possible de perméabiliser une simple membrane lipidique en appliquant
une tension électrique comprise entre 0.5 et 1V (impulsions courtes). En ce qui concerne la
perméabilisation des membranes lipidiques multi-lamellaires au sein du stratum corneum, les
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tensions utilisées sont plus élevées, de I'ordre de 50 a 100V °321¢ et dépend de plusieurs
facteurs tels que la géométrie et la configuration des électrodes. Il est admis que la
perméabilisation de la peau intervient pour des tensions typiquement >50V. Par ailleurs, il
semblerait que I'utilisation de tension pulsée n’induise qu’une dégradation mineure de la
peau?l’?18 Le mécanisme provoquant l'altération de la structure lipidique du stratum
corneum durant I'application d’une forte tension serait attribué principalement a I'interaction
entre I'eau (dipble) et le champ électrique engendrant I’échauffement et la fusion trés
localisée du stratum corneum . Les études pratiques sur des doubles couches lipidiques
montrent que la polarité de I’eau serait responsable de I'initiation de nanopores « aqueux »
(Fig.1-29) avec la structure lipidique®!®. Le phénomeéne d’électroporation se concentre
spontanément a des endroits bien précis que I'on nomme « localized transport région » (LTR)
ou « stratum corneum defect », qui sont répartis de maniére aléatoire a la surface de la
peau??9221 Le développement de ces régions est associé a un phénoméne thermique (effet
Joule), qui engendre ainsi une élévation tres localisée de température. Cette augmentation
peut atteindre 60°C (et plus)??272%¢ (transition de phase des lipides du stratum corneum). La
présence d’un réseau de micro-trous restreint donc I'électroporation a des sites bien
prédéfinis??’.
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Figure 1-29 : Illlustration représentant le stratum corneum (a) état du stratum corneum a I’état initial ; (b)

formation des chemin aqueux (LTR) du stratum corneum apreés électroporation.?®

Bien que la compréhension des mécanismes de perméabilisation de la peau ait largement
évolué, il demeure encore des doutes concernant la validité de ces mécanismes.

O Facteurs influencant le transport moléculaire
De nombreux facteurs affectent le transport de molécules au travers de la peau. En effet, lors
de la perméabilisation de la peau, différents mécanismes interviennent tels que la diffusion??8,
la force électrophorétique??®22° et |’électroosmose??8230, Ces différents mécanismes peuvent
coexister et ont des cinétiques différentes. La force électrophorétique est le principal
phénomeéne qui conduit le transport des molécules chargées au travers de la peau. De
nombreux (Tab.1- 7) paramétres peuvent faire varier de facon significative le transport

transdermique de molécules par électroporation.
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Tableau 1-7 : Paramétres affectant le contréle du transport de molécules par
éléctroporation?*°

Parameétres Augmentation Effets
Amplitude des impulsions +
Electrique Nombre d’impulsions +
Durée des impulsions +
Physico-chimique Charge +
(Propriété de la molécule) Masse moléculaire _
Lipophilicité
Poly ionique -
Composition du stockage de la pH +
molécule Viscosité

Les impulsions électriques sont définies par la forme du signal (exponentiel, vague carrée), la
tension (50-1500V), le temps ou la durée (us-ms), I'intervalle de temps entre les impulsions
(s/min) ou fréquence (Hz). Les impulsions en vague carrée permettent un meilleur controle et
une meilleure reproductibilité pour le transport de molécules. Cette forme est
préférentiellement utilisée pour I'électro transfert de I’ADN dans les cellules eucaryotes. La
vague exponentielle elle, est plutét réservé au transport de petites molécules par voie
transdermique?®. La Figure 1-30 met en évidence l'influence conjointe de la durée des
impulsions et de la tension appliquée sur le transport de molécule.

Cumulative fentanyl
transported after 6 h
(ng/em®)

10 pulses

Figure 1-30 : Effet de la tension et du temps sur le transport de molécules (fentanyl) par électroporation®?.

Concernant les impulsions, il en existe deux types usuellement décrits dans la littérature. La
distinction entre ces deux protocoles est principalement liée a leurs durées / amplitudes
d’impulsion?3°,

(3 Protocole 1
- Nombre d’impulsions (>100)
- Temps d’impulsions (1-2 ms)
- Haute tension
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(3 Protocole 2
- Nombre d’impulsions (>20)
- Temps d’impulsions (70-1000 ms)
- Tension intermédiaire

Dans le cas des impulsions de forme exponentielle, seulement quelques impulsions longues
permettent d’améliorer significativement le transport moléculaire plutét que de nombreuses
impulsions courtes???. Les paramétres précédemment évoqués illustrent bien la grande
variabilité de la technique et nous permettent ainsi de mieux comprendre les phénomeénes de
transport.

O Transport moléculaire

La formulation concernant le réservoir contenant la molécule joue également un réle
important sur le transport de molécule par électroporation, en effet la concentration en
molécules permet de controler le transport. Typiguement plus la concentration en molécules
est importante, plus le transport augmente. La présence d’ions dans le réservoir (solution
tampons, contre-ions, especes ioniques provenant de la peau) rentre en compétition avec la
molécule a délivrer. De nombreux phénomeénes peuvent se produire comme l'ionisation de la
molécule (pH), la compétition ionique, la variation de conductivité ou le changement de
viscosité. Ce sont autant de parameétres qui affectent le transport moléculaire??823, Le tableau
ci-apres recense les études in vitro menées sur différents types de molécules.

Tableau 1-8 : Délivrance transdermique par électroporation de molécules de tailles charges et origines

différentes?*.,
Composé Masse moléculaire(Da) Charge Références

Eau 18 0 233
Fentanyl 336 +1 228,234

FITC 390 -1 235
Calcéine 623 -4 236,237

FITC-Dextran 4000-38000 - 235
Nano-micro sphére 10 nm —45 um Fortement négatif 238,239

Cette partie illustre les différentes variables agissant directement sur le passage
transdermique de molécules. Il est donc nécessaire de procéder a I’étude de la configuration
géométriques des électrodes, des propriétés physicochimique de la molécule considérée et
également de la solution tampon contenant la molécule. Le contrble de ces parameéetres
permet d’activer et de favoriser le transport moléculaire au travers de la peau et
principalement du stratum corneum.

(J Electrodes
Concernant I'appareillage, les électrodes et notamment leur design jouent un rdle crucial dans
I’efficacité du transport de molécules. De nombreuses géométries d’électrodes existent;
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électrodes a plaque (Fig.1-31(a)) (pincement de la peau)??, réseau de microélectrodes?*°
(Fig.1-31(b)) spécifiquement dédié aux applications in vivo. L’efficacité du transport est un
facteur influencée par la géométrie d’électrodes, lié a la distribution du champ électrique au
travers de la peau?®!. Les électrodes a géométrie simple (plates et paralléles) permettent de
générer un champ électrique plus uniforme. Le réseau d’électrodes est formé d’un
enchevétrement d’électrodes plates, permettant de localiser les champs électriques au sein
de la couche superficielle de la peau, évitant les effets indésirables sur les couches inférieures.
Les électrodes sont donc un point central dans la distribution du champ électrique, mais
d’autres parametres influent tel que la charge de la molécule?33, sa lipophilicité?*? et sa masse
moléculaire?®®. Les électrodes généralement utilisées sont en acier inoxydable et parfois du
fait de leur caractere inerte, en platine.

(b) Réseau de microélectrodes
Electrode Array

(a) Electrodes a plaque

B R N \\ \“ Individual electrode pad
/R /

Epidermis aiiii

Dermis
Champ électrique localisé

Figure 1-31 : (a) Electrodes a plaque permettant de pincer la peau (b) Réseau de microélectrodes permettant
de localisé le champs électrique.
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CONCLUSION

Ce chapitre bibliographique illustre la grande diversité de paramétres a prendre en
considération dans le cadre de cette thése. En effet, la fabrication d’un dispositif pour la
délivrance transdermique doit prendre en compte les propriétés et les capacités des matériaux,
mais également étre attentive aux exigences du domaine de la science du vivant.
L’interconnexion entre la science des matériaux et la science du vivant ne peut se faire que si
les enjeux et les objectifs sont correctement définis comme dans le cahier des charges.
L’utilisation de NTC pour le développement de ce type de technologie semble étre intéressante
et permettrait, si I'objectif est atteint, d’améliorer significativement la vie quotidienne de
malades nécessitant des injections répétées tout au long de la vie comme dans le cas du
diabéte. Ce projet ouvre donc un nouveau champ de compétences a acquérir dans le but de
développer/fabriquer et également de caractériser les propriétés du matériau fabriqué.
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES
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. Matériaux
A. Préparation des DWNT

La préparation des DWNT est un procédé multi-étapes décrit en détail ci-dessous.

A.i. Poudre Composite

Les DWNT utilisés dans le cadre de ce travail de thése ont été synthétisés au sein du
laboratoire par dép6t chimique catalytique en phase vapeur (CCVD). Le procédé de synthése
de nanotubes de carbone bi-parois a été étudié et développé au CIRIMAT 223, Ainsi, la
synthése de DWNT comporte trois grandes étapes.

(0 Préparation de la poudre de catalyseur :

0,130 g d’heptamolybdate d’ammonium ((NH1)sMo070,4,4H20) sont dissous dans une
solution de 250 mL d’acide citrique (CcHsO7) diluée avec environ 15 mL d’eau distillée.
La solution est chauffée a 50/60°C sous agitation magnétique. Successivement, du
nitrate de cobalt (0,643 g) et du nitrate de magnésium (74,751 g) sont ajoutés a la
solution sous agitation jusqu’a compléte dissolution. Ensuite, la combustion de la
solution est réalisée a 550°C pendant environ 15 minutes. Le solide obtenu est broyé et
transféré dans une nacelle en céramique puis calciné a 450°C pendant 2h sous air.

(0 Synthése des DWNT a partir de la poudre de catalyseur :
On procéde ensuite a la croissance des DWNT sous atmosphere réductrice et carbonée
(H2/CH4) a 1000°C. On obtient une poudre nanocomposite contenant les DWNT ainsi

que les catalyseurs partiellement transformés. (Fig.2-1 (a))
(b)
FAISCEAUXDE

-

300 nm
18.8kVY X100

Figure 2-1 : (a) Image MEB des nanotubes bruts aprés synthése, au premier plan on observe des faisceaux de
DWNT, en arriére-plan on peut discerner le support catalytique ;(b) Image MET représentant un faisceau de
DWNT de face faisant clairement apparaitre le tube interne et le tube externe.?
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(O Extraction de la poudre nanocomposite :

La poudre composite obtenue comprend a la fois les DWNT mais aussi le support
catalytique qui constitue environ 88% de la masse totale. Les NTC ne représentent que
12% massique de cette poudre avec 80% en nombre de DWNT®Y. La méthode de
synthése par CCVD permet d’obtenir une sélection trés fine quant a la distribution des
DWNT 2281, En plus des NTC, la poudre nanocomposite contient de la magnésie, des
nanoparticules métalliques et également du carbone désorganisé. Cette poudre
(Fig.2- 2) constitue notre lot d’échantillon initial.

Figure 2-2 : Poudre nanocomposite (friable) obtenue apreés la synthése a la sortie du four de CCVD.

A.ii. Extraction des nanotubes

Les NTC sont récupérés apres extraction de la poudre composite, étape permettant de
dissoudre la magnésie, ainsi que les nanoparticules métalliques présentes au sein de la poudre
nanocomposite.

La poudre nanocomposite est introduite dans un erlenmeyer afin d’ajouter de I'eau désionisée
(DI) en quantité suffisante (typiquement 28 mL d’eau désionisée pour 1 g de DWNT, voir

Tab.2- 1).
Tableau 2-1 : Quantité de solution pour extraire 1 g de DWNT

Quantité

% Carbone dans la poudre composite (%m) =10-12
m NTC souhaitée (en mg) 1000

Masse de PC a extraire (g) ~ 8,104

V eau désionisée (en mL) =28
V HCI 37% (en mL) =122

Par la suite, on ajoute progressivement 122 mL d’HCL 37% a I'aide d’une pipette pasteur. La
réaction du mélange étant exothermique, il faut positionner I'erlenmeyer dans un cristallisoir
avec de I'eau fraiche. Une fois le mélange réalisé, I'erlenmeyer est recouvert d’un parafilm et
placé dans un bain a ultrasons durant une dizaine de minutes afin de permettre une bonne
homogénéisation de la suspension. Pour terminer le traitement, I'erlenmeyer est disposé sous
agitation pendant 16 heures. On procede ensuite a la filtration des NTC (Fig.2-3) afin de les
débarrasser des éléments solubilisés. On utilise pour cela un dispositif de filtration sur lequel
on dispose une membrane en nitrate de cellulose (Merk Millipore, 0,45 um). Un filtrat de
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couleur bleu-vert est observé, du fait de la dissolution du Cobalt et du Molybdéne. Les DWNT
sont lavés a I’eau désionisée jusqu’a atteindre la neutralité. Apres I’extraction des catalyseurs,
le rendement est de 12%. Pour une masse de 1 g poudre nanocomposite, on récupére donc
0,12 g de NTC bruts.

Poudre nano
( composite +H,0 + /

HCL37%
10 minutes de. bai.n a Filtration sous vide et
ultr?:s.ons + agitation lavage jusqu’a Récupération des NTC
magnétique pendant 16h neutralité extraits

Congélation / l . Suspension
Lyophilisation Oxydation (Humide)

(sec)

Figure 2-3 : Schéma représentant les différentes étapes d’extraction des NTC jusqu’a I'obtention de NTC bruts.

Plusieurs solutions sont a présent possibles :
(3 Congélation / Lyophilisation (séchage):
Les DWNT sont récupérés dans un pilulier, auquel on rajoute de I'eau désionisée.
L’ensemble est placé dans un bain a ultrasons pendant quelques minutes pour favoriser
la dispersion et réduire la présence d’agglomérats. Enfin, le pilulier est placé dans un
congélateur ou dans un bain d’azote liquide en vue d’étre lyophilisé pendant 48h.

(A Voie humide :
Les DWNT récupérés dans un pilulier sont immergés dans une solution d’eau désionisée,

en vue d’étre utilisés a différentes fins. Cette voie de conservation (et d’utilisation) est
préférable a la voie seche, permettant de limiter les phénoménes d’agglomération des

DWNT liés au séchage.

Ces DWNT ont été utilisés dans la fabrication des différents matériaux synthétisés dans le
chapitre 3, dans les hydrogels nanocomposites obtenus est caractérisés au chapitre 4 est

testés au chapitre 5.

Il. Meéthodes de mise en forme utilisées
A. L’électrospinning
L’électrospinning, en francais « électro-filage » est une méthode de mise en forme des

matériaux qui existe maintenant depuis plus d’un siecle. Elle a été étudiée par Lord Rayleigh
qui cherchait au départ a déterminer le nombre de charges nécessaire pour vaincre les
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tensions de surface d’une goutte d’eau ?*3. Quelques années aprés ces études, un dispositif a
vu le jour permettant de produire un spray a partir de solutions liquides soumises a un champ
électrique. Le premier dispositif a fabriquer des fibres de polymeres synthétiques a été
fabriqué en 1934. Bien plus tard, dans les années 90, les premiers dispositifs de fabrication
apparaissent sur le marché, pour d’abord s’orienter vers I'industrie du textile, puis dans le
secteur de la recherche?**. L’électrospinning est une technique simple, reproductible,
uniforme, permettant de mettre en forme de nombreux matériaux. A contrario pour d’autres
techniques de filage usuelles (wetspinning), les fibres fabriquées ont un diametre compris
entre le nanometre et le micromeétre. Les applications sont nombreuses dans les domaines de
I’énergie, la filtration et bien sir le secteur biomédical pour le développement de systémes de
relargage de médicament ou encore pour l'ingénierie tissulaire 24>247,

a. Principe de fonctionnement

L’électrospinning est gouverné par des phénomeénes physiques assez complexes?4824°. Cet
instrument est composé d’'un générateur a haute tension (U > 20 kV en courant continu), une
ou deux pompes, une ou deux seringues d’injection placées a la perpendiculaire d’un
collecteur métallique (récepteur de la fibre), ou un cylindre rotatif (permettant I'orientation
uniaxiale de la fibre) (Fig.2-4(a)). A noter que la seringue peut étre ponsitionée de facon
horizontale, mais également verticale.

(a) (b)
1T
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Fem——-- Needle variables Taylorcone

Ty
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“% @0e® "

1
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Target

SLOW ACCELERATION

von Recum Lab

o o

Figure 2-4 : (a)Schéma de principe du dispositif expérimental et des composants additionnels de
I'électrospinning ; (b) Effet du champ électrique sur une solution polymérique dans le cadre de I’électrospinning.
(The New Zealand Institute for Plant and Food Research Ltd)

Lorsque le champ électrique est suffisamment intense, il se produit alors I'étirement continu
de la solution polymeére/solvant vers la surface métallique opposée sous forme de jet de
matiere (Fig.2- 4(b)). Dés que le jet est fabriqué, plusieurs phénomeénes apparaissent. Dans un
premier temps, la fibre est soumise a une accélération lente dominée par I'apex de la buse
provoquant la disposition des charges en surface (Fig.2-4(b)). Ensuite, il se produit une
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transition provenant de I'accélération rapide de la fibre qui I’entraine dans un phénomene de
giration permettant I'’évaporation du solvant ce qui conduit a I'augmentation de la viscosité.
Enfin, le matériau prend une forme solide en surface du collecteur, formant un réseau de
fibres.

La buse possede différentes configurations géométriques qui permettent de fabriquer des
fibres unique, mais aussi de fabriquer des structures « ceeur-coquille » 2482°0-253 3 un ou deux
cceurs voire plus. La fabrication d’une structure « cceur-coquille » nécessite I'utilisation de
deux buses disposées de fagon coaxiale, la buse externe contient un polymeére tandis que la
buse interne contient un autre polymere ou une solution non-miscible au premier. A I'apex de
la buse, deux gouttes se forment, I'une étant la coquille et I'autre le coeur. La goutte interne
n’est pas reliée au potentiel, elle n’est donc pas chargée en surface contrairement a la solution
externe. Il est possible de fabriquer également des structures poreuses, ou des nano fibres
ayant un rapport volume / surface élevé 2°*2>° Le Tableau 2-2 regroupe les différents
parameétres jouant sur la morphologie de la fibre fabriquée.

Tableau 2-2 : Effet des différents paramétres sur la morphologie des fibres 2¢°

Parameétres Effet sur la morphologie des fibres
Potentiel appliqué (entre 15 kV et 30 kV) ™ Diametres des fibres NE
Débit (entre 0.5 et 3 mL /h) ™ Diametres des fibres ™
Distance aiguille/collecteur (entre 15 et 25 cm) ™ Diameétres des fibres NE
Concentration en polymeére (viscosité) (entre 1% et 1T Diamétres des fibres ™

30% (m/V))

Conductivité de la solution ™ Diamétres des fibres J
Volatilité du solvant 1 Génération de pores en surface des fibres ™

Le matériel utilisé pour I'électrospinning est un « Super-ES 2 » provenant de E-Spin NANOTech.
Le Tableau 2-3 contient un récapitulatif succinct des différents parameétres utilisés lors de ces

travaux.
Tableau 2-3 : Parameétres de filage utilisés
Tension(kV) Débit des pompes Distance inter électrode  Position T°C injection
(mL/min) (cm)
0-30 50 uL/min — 3 mL/min 5-20 Verticale / T°C Ambiante

Horizontale

B. Fluides Supercritiques
a. Généralités

Le diagramme de phase en pression-température d’un corps pur décrit les différents états de
la matiére comme I'état solide, liquide ou encore gazeux. Comme le montre la Figure 2-5 ces
trois états sont délimités par des courbes d’équilibre : Solide-gazeux, solide-liquide et encore
liquide-gazeux. Au-dela de ces trois états se situe un quatrieme état dit « supercritique ». Tout
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corps possede un point critique qui correspond a une température et a une pression donnée ;
cette phase est considérée comme un « quatrieme » état, qui n’est ni liquide ni gazeux ni

solide.

1,000

liquid

pressure
P (bar)
[=)
o
o

10

® triple point

1 T T
200 250 300 350 400
temperature
T (K)

Figure 2-5 : Diagramme de phase du CO: représentant la température en Kelvin en abscisse et la pression en
bar en ordonnée. (d’apres Ben Finney Mark Jacobs)

Expérimentalement, les lignes séparant les différents domaines de stabilité (gaz-liquide)
indiquent les valeurs de pression et température d’équilibre des phases considérées (Fig.2-5).
Lorsque I'on suit ces lignes d’équilibre pour les valeurs élevées de pression et température,
on note que celles-ci convergent vers un point appelé « point critique ». Au-dela de ces valeurs
il n’y plus vraiment de distinction entre |'état liquide et gazeux, on appelle cet état I'état

supercritique.

A titre d’exemple dans cette zone, |'eau est trop chaude pour étre liquide et trop comprimée
pour étre gazeuse. Cet état particulier présente des propriétés intéressantes. En effet, celui-
ci a une faible viscosité comme celle des gaz tout en ayant la masse volumique d’un liquide
ayant également une grande diffusivité. La température critique de I'eau est de 374°C et sa
pression critique de 221 bars. Le Tableau 2-4 reporte les valeurs de température et de pression
de I'état supercritique de différents solvants. On note que certaines valeurs sont trés élevées,

ce qui implique un cout énergétique élevé.

Tableau 2-4 : Propriétés super critiques de différents solvants

Fluide Température (Tc, °C) Pression (Pc, bar)
CO: 31,1 73,8
Eau 374,2 220,5
Toluéne 315,6 41,147
Ethane 32,2 48,8
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b. CO,supercritique

L’état supercritique du CO; a été évalué a la fin des années 1970 ce qui a permis de préciser
les conditions de température (31,1 °C) et de température (74 bar). Dans cet état le CO,
présente des propriétés de solubilisation de substances organiques. Sa non toxicité et ses
propriétés en font un acteur principal dans de nombreux domaines tels que l'industrie
pharmacologique, agroalimentaire et bien évidement dans le milieu de la recherche.

(J  Séchage supercritique

Le séchage supercritique est un procédé qui permet de sécher un échantillon, en remplagant
la phase liquide par un fluide supercritique. Le passage de liquide a gaz est effectué sans
diffusion de matiere a travers une interface gaz-liquide en travaillant au-dela du point critique
du solvant considéré. Pour des séchages de matériaux comportant de I'eau, il est nécessaire
de remplacer I'eau immiscible dans le CO; par de I’éthanol, qui est miscible dans le dioxyde de
carbone.

Dans le cadre des travaux de la these, les échantillons subissent une déshydratation par
échange progressif de solvant dans des bains successifs d’éthanol/eau de concentration
croissante (10, 30, 50,70 ,90, 100% en volume avec un intervalle de 15 min). Le dernier bain
est constitué d’éthanol absolu, ce qui permet d’éviter les changements brusques de
concentration. L’hydrogel devient par la suite alcool gel, il est immergé dans une autoclave,
mis sous pression jusqu’au domaine de stabilité liquide du CO; a environ 50 bar et 20°C. On
procede encore a un échange consécutif de solvant entre I'éthanol et le CO; liquide jusqu’a
obtenir uniquement du CO; dans toute I'enceinte et I'échantillon. Une fois I’échantillon
complétement purgé de I'’éthanol et donc rempli de CO; liquide, quand la température atteint
31,1°C et la pression a 73,8 bars, il se produit un changement d’état en fluide supercritique.
Le CO; supercritique est évacué par dépressurisation tres lente (pour préserver la structure)
de I'autoclave, on obtient alors un échantillon solide se présentant sous forme d’aérogel.

C. Lyophilisation

La lyophilisation est également un procédé basé sur le séchage mais cette fois ci par
sublimation d’un produit préalablement congelé. En regle générale, le solvant sublimé est de
I’eau, mais il peut aussi étre de I'alcool. On distingue trois phases majeures dans un cycle de
lyophilisation :

(0 Congélation : dans une gamme comprise entre 0°C a -80°C, I’eau se transforme en
glace. On peut également fabriquer de la glace amorphe si celle-ci est congelée
dans I'azote liquide (-195,79°C)
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(A Lyophilisation primaire qui permet de sublimer la glace libre (interstices) et qui doit
se dérouler avec une pression partielle inférieure a la tension de vapeur de la glace.
Plus cette température sera basse et plus le vide devra étre poussé.

(0 Lyophilisation secondaire qui permet d’extraire par désorption les molécules d’eau
piégées a la surface des matiéres seches. Elle permet d’éliminer les derniéres traces
d’eau.

On récupeére par la suite un produit sec contenant entre 1 et 5% d’eau.

lll. Techniques de caractérisation
A. Caractérisations morphologiques des échantillons

La morphologie de la surface des échantillons est observée en utilisant la microscopie optique
en contraste de phase et en fluorescence ainsi que la microscopie électronique a balayage
(MEB).

A.i. Microscopie optique en contraste de phase

La surface des échantillons est observée a faible grossissement en microscopie optique avec
un microscope optique 3DKeyence VHX-1000 (Variation de focus, x20, x5000, topographie
3D). Ce microscope a contraste de phase est un microscope optique qui transforme en niveaux
de contraste les différences d'indices de réfraction entre les structures transparentes de
I’échantillon. Elles se traduisent alors en différences de phase pour les ondes lumineuses les
traversant. Pour cela, deux dispositifs (anneaux de phase) sont placés sur le trajet optique :
['un dans le condensateur (systeme optique qui focalise la lumiére sur I'objet) et I'autre dans
I'objectif. Quand le bord d'une structure produit une diffraction suffisante, la lumiere qui le
traverse subit un déphasage par rapport aux autres rayons lumineux. Les anneaux filtrent ces
rayons déphasés et il en résulte sur I'image un contraste accentué de la structure.

A.ii. Microcopie optique a fluorescence

Cette technique utilise le fait que certaines molécules une fois exposées a une longueur
d’onde d’excitation d’énergie spécifique, typiquement des photons de plus haute énergie,
émettent a leur tour des photons détectables dans le visible (fluorescence). Certains
échantillons sont fluorescents dans leur état naturel, comme par exemple la chlorophylle et
certains minéraux. Il est également possible d’utiliser une molécule fluorescente appelé
fluorophore comme par exemple l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC, fluorescein
isothiocyanate en anglais) en la couplant de facon covalente a la molécule d’intérét non
fluorescente ou encore le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) qui quant a lui permet de
marquer le noyau des cellules en s’intercalant entre les bases de ’ADN cellulaire.
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On peut donc dissocier deux phénomeéenes qui sont :
(O L’auto-fluorescence ou fluorescence primaire : les objets émettent naturellement de la lumiére
fluorescente.

(O Fluorescence secondaire : une substance fluorescente est ajoutée pour permettre I'observation
de I'objet considéré.

a. Principe

Cette technique de microscopie repose sur la formation d’une image par détection d’une
longueur d’onde spécifique. Lorsque que I'on excite une molécule avec une longueur d’onde
adaptée celle-ci absorbe un photon qui lui permet d’accéder a un état excité (Fig.2-6(a)).
Lors des interactions de type collision inélastique entre une molécule et un photon incident,
une longueur d’onde, supérieure a celle qui a permis I'excitation, est émise. Le phénomeéne
en jeu est appelé, déplacement de Stokes (Fig.2-6(b)). Le déplacement de Stokes est la
différence d’énergie entre la longueur d’onde incidente (excitatrice) et la longueur d’onde
émise. Donc, plus la différence entre la longueur d’onde absorbée par I'objet et émise est
grande, plus il est facile d’observer la fluorescence.

(a) (b)
SJJ
l’( : ) Déplacement
s, (Stokes shift)
w c
g hv S Profil 5
& 1 hvEK 3 EM =3 d’absorption Profil d’émission g
z 5 £
"
=] ‘ud
<
So

Longueur d’ondes

Figure 2-6 : (a) Diagramme d’énergie de fluorescence (Jablonski, inspiré de sagascience CNRS) ; (b) Diagramme
des longueurs d’onde entre la lumiére émise et la lumieére incidente (inspiré de Eigenes Werk).

Le diagramme de Jablonski peut se dissocier en trois étapes interdépendantes (Fig.2-6(a)).
(0 Un photon d’énergie (hvex) émis par la source est absorbé par le fluorophore créant

ainsi le passage d’un électron (S1’) sur une orbitale d’énergie plus élevée

(O L’état d’excitation ne dure qu’entre 1 et 10 nanosecondes. Pendant cette courte
période, la molécule opére des changements de configuration et ainsi interagit avec
son environnement moléculaire.

(0 L’émission de fluorescence se produit lorsque la molécule retourne a son état
énergétique initial, un photon d’énergie hvem est émis. L’énergie étant dissipée durant
I’état excité, le photon émis est moins énergétique (longueur d’onde plus grande) que
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le photon incident. Cette différence d’énergie s’appelle la différence de Stokes
(Fig.2- 6(b)).
Il peut également se produire le phénoméne inverse, appelé déplacement Anti-Stokes qui
signifie que la longueur d’onde incidente est supérieure a la longueur d’onde émise

b. Instrumentation

L’acquisition des images est effectuée a I'aide un "MacroFluo" microscope a fluorescence
(Leica Microsystems SA, Rueil-Malmaison, France), équipé d'une caméra HQ Cool SnapHQ
(Roper Scientific, Photometrics, Tucson, AZ, USA), au grossissement 2,5x, grace au logiciel
Metavue®©.

c. Les molécules fluorescentes

Caractéristiques des fluorophores :
(3 Longueur d’onde: Correspond aux pics maximums des spectres d’excitation et
d’émission.
(A Coefficient d’extinction molaire : Relie la quantité de lumiére absorbée a une longueur

d’onde donnée, a la concentration de la solution.

(0 Rendement quantique : Définit la quantité de photons émis par rapport a la quantité
de photons absorbés.

L

Durée de vie : Durée pendant laquelle les molécules sont excitées

(0 Aptitude au photo blanchiment : phénoméne résultant de réactions chimiques de la
molécule lors de son excitation. Le fluorophore perd alors ses propriétés de
fluorescence. L’excitation d’une solution de molécules fluorescentes provoque
également la dégradation d’une partie d’entre elle. Ainsi a chaque instant, 'intensité
de fluorescence diminue.

A.iii. Microscopie électronique a balayage (MEB)

L’observation topographique par MEB repose sur le balayage d’un faisceau d’électron sur une
surface de préférence conductrice. Les électrons sont accélérés a une tension d’accélération
comprise entre 3 et 30 KV, I"échantillon exposé réémet des électrons d’énergies différentes
(électrons secondaires, rétrodiffusés, Auger, Rayons X) rapportant des informations
différentes sur la nature et |la topographie de surface de I’échantillon. Cette méthode est tres
souvent utilisée pour I'étude topographique des matériaux. Les observations de surface
d’échantillon de différentes structures Polymeére / nanotubes par MEB ont été effectuées a
I"aide d’'un microscope MEB-FEG JEOL JSM 7800F Prime — EDS. Celui-ci est particulierement
destiné a I'observation d’objets a trés haute résolution (0,8 nm) ainsi qu’a faible tension
d’accélération (entre 1 et 3kV), ce qui permet de faciliter I'observation d’échantillons a
caractere isolant.
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B. Techniques spectroscopiques

B.i. Spectroscopie a fluorescence

a. Principe

La spectroscopie a fluorescence s’appuie sur le phénomeéne de la luminescence. Les
molécules excitées par une onde électromagnétique émettent un rayonnement puis
retournent a leur état d’énergie inferieur par désexcitation. La luminescence est divisée en 2
catégories selon la nature de I'état excité : la fluorescence et la phosphorescence.

Le principe de fonctionnement est le suivant (Fig.2-7): la source d’excitation est
généralement une lampe au Xénon. Celle-ci irradie une cellule en quartz (transparente entre
200 et 2500 nm) contenant une solution fluorescente. Le spectre d’émission continue du
Xénon a une intensité quasi constante entre 230 et 1700 nm. Une fois la solution exposée, les
molécules sont excitées et émettent a leurs tour un photon, détecté a un angle de 90° par
rapport au faisceau incident. Entre |’échantillon et le détecteur, un filtre ou un
monochromateur est positionné pour sélectionner la longueur d’onde ou la fenétre de
longueur d’onde a observer.

( Cuvette en quartz Détecteur

jivd

Fluorescence

N

/ ~

Faisceau
d’excitation

\'\ T
4

K Filtre /

Monochromateur

K Source

d'excitation
Figure 2-7 : lllustration présentant le schéma de principe d’un spectrométre a fluorescence (inspiré de B.M
Tissue 2001).

Dans ce travail de these, les mesures de relargage de nos différents échantillons ont été
effectuées a I'aide d’un Spectrométre Edimburg FLSP920, ayant une puissance de 450 W et un
domaine de longueur d’onde compris entre 230 et 1700 nm. Les parametres d’excitation
associés a la lampe Xénon lors des expériences sont fonction de la longueur d’onde
d’absorption maximale du FITC, soit 490nm (bande passante 0,8 nm) et le monochromateur
du détecteur est paramétré sur la longueur d’onde d’émission maximale a 515 nm (bande
passante 1 nm).

Nous nous proposons donc d’étudier le comportement de notre dispositif dans la sueur
reconstituée 261, Nous avons choisi des conditions expérimentales (extrémes) dans lesquelles
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le dispositif est completement immergé dans une solution de sueur artificielle et les mesures
sont relevées a intervalle de temps régulier. Pour mimer au mieux le contact dispositif / peau
(fluide corporel), il serait nécessaire d’étudier comment le dispositif et les sécrétions de la

peau interagissent.

b. L’isothiocyanate de fluorescéine

La molécule fluorescente utilisée pour ces travaux est de l'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) (Fig.2-8(a)). Cette molécule une fois excitée a 490 nm émet un rayonnement a 515 nm
(Fig.2- 8(b)), ce qui permet par microscopie a fluorescence ou par spectroscopie a
fluorescence, d’observer et de mesurer la présence du FITC. La masse molaire de cette
molécule est de 390 gr.mol ™. Celle-ci est aujourd’hui largement utilisée dans le domaine de la

biologie ainsi que de I'électroporation?3*262,
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Figure 2-8 : (a) Molécule d’Isothiocyanate de fluorescéine ; (b) Spectre d’émission du FITC entre 490 et 600nm.

Nous avons choisi d’utiliser du FITC Dextran (Dextran-FITC) ayant une masse molaire comprise
entre 3000 et 5000 g.mol-1 de maniére a s’approcher le plus possible de la masse molaire de

Iinsuline qui est de 5800 g. mol 1.

c. Protocole de mesure

Pour évaluer le relargage de la molécule fluorescente, nous avons congu et fabriqué une
dispositif s’adaptant (Fig.2-9) a la cellule en quartz classiquement utilisée pour la
spectroscopie a fluorescence. Le but est de permettre I’étude précise du relargage de notre
dispositif pour un suivi en temps réel. L'ajout d’'une nacelle dans la partie supérieure et d’un
barreau aimanté dans la partie basse permet d’homogénéiser la solution et donc d’obtenir
des profils de relargage précis en minimisant le taux d’erreur. La nacelle a été modélisée en 3D
a I'aide du logiciel Blender©, puis imprimée au FabLab mis a la disposition des étudiants par
I’Université Paul Sabatier sur une imprimante 3D Makerbot©Replicator 2. Le matériau utilisé
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B.ii.

pour réaliser cette nacelle est constitué d’acide polylactique (PLA). La température de mesure
est comprise entre 20 et 25°C.

Echantillon

Nacelle
PLA
Cellule en Quartz ‘|Barreau

aimanté
]

Figure 2-9 : Dispositif développé pour I’étude du relargage du Dextran-FITC en dynamique (a) Cellule en quartz
classique comprenant la nacelle en PLA ; (b) nacelle en PLA.

Pour les études en mode dynamique, nous préparons une solution de Dextran-FITC a 1 mM
qui est disposée dans des piluliers contenant les échantillons CTRL-AG et DWNT-AG
déshydratés (préalablement mesurés) pendant 24h. Une cellule en quartz est remplie par
3,5 mL de solution de sueur artificielle. Un barreau aimanté est ajouté dans le bas de la cellule.
La cellule est disposée sur le banc de mesure ou se trouve un agitateur magnétique réglé a
une vitesse de 400 tours/minutes. Aprés 24 h d’incubation, les échantillons sont prélevés de
la solution Dextran-FITC, séchés a I'aide d’un papier microfibre pour enlever le surplus de
matiére présent sur les surfaces, puis introduits un par un dans la nacelle(Fig.2-10).

Pilulier + Dextran-FITC Cellule Quartz a 3,5ml de sueur
. (2ml - 1mM) + Echantillon artificielle + Nacelle +
Echantillons . . . N
= . . déshydraté éechantillon
déshydratés (
s W <
A 7
S — & — B8 —
’ ECH CTRL-AG
Masse séche, — Gonflement Transfert dans la Dextran-FITC
épaisseur, pendant 24h cellule de mesure et
diamétre mesure de

fluorescence en f(t)

Figure 2-10: Schéma représentant les différentes étapes du dispositif mis en place pour la préparation des
échantillons CTRL-AG et DWNT-AG pour I’étude du relargage du Dextran-FITC en dynamique.

Spectroscopie Raman

a. Principe

La spectroscopie Raman est une technique de spectroscopie moléculaire qui permet d’étudier
les transitions vibrationnelles a partir d’un phénomeéne de diffusion de la lumiére. C’est en
1928 que Sir C.V Raman s’est penché sur ce phénomene de diffusion particuliere de la
lumiére?®3, En effet, lorsqu’un rayonnement est émis par des molécules irradiées, celui est
dans 99.999% des cas de la méme fréquence que le rayonnement incident mais dans 0.0001%
des cas un photon sera émis a une fréquence différente. Cet effet ce produit lorsque la
molécule considérée est excitée de son état fondamental vers un état d’excitation
électronique virtuel produit par le faisceau incident. Une fois la molécule excitée, celle-ci
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revient a son état fondamental par I'’émission d’un photon d’énergie différente qui est
récupéré par le détecteur mesuré et confronté au signal d’origine. Cette diffusion
est réalisable uniquement s’il y'a changement de polarisabilité (moment de charge électrique
de I'atome) de la molécule.

(3  Propriétés Raman des NTC
Pour les NTC, ainsi que le carbone?®*2%¢ de facon générale, les raies d’émission ont largement
été étudiées et sont maintenant trés bien connues. On discerne que pour les NTC, il existe
guatre principaux modes de vibration caractéristique représentés en Figure 2-11.
(0 RBM (Radial Breathing Mode)
Il s’agit d’un mode de vibration radiale, cette émission se produit aux petits
nombres d’ondes (& basse fréquence), typiquement entre 100 et 300 cm™1. La
position de chacune de ces bandes est directement reliée au diamétre ainsi qu’a
la chiralité (n,m) des NTC considérés.?®’
(O Bande du Désordre (D)
Cette bande est caractéristique des défauts présents au cceur de la structure
sp?, celle-ci se trouve entre 1320 et 1340 cm™!. Cette bande permet de

déterminer la qualité structurale d’un échantillon par le rapport j—D
G

(O Bande du Graphite (G)
La bande G est spécifique de la structure hexagonale sp?, du carbone.

O La bande 2D (G’)
Cette bande provient de la seconde harmonique de la bande « D ». La bande D
est proportionnelle a la quantité de défauts au cceur de la structure, a contrario
de la bande 2D qui n’est pas fonction de ce phénoméne.
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Figure 2-11 : Spectre Raman caractéristique des DWNT représentant la bande G, D, 2D ainsi que les RBM.
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(3 Protocole d’évaluation de relargage de NTC en conditions extrémes

Dans le cadre de ces travaux, les expériences en spectroscopie Raman ont été menées a l'aide

d’un microscope confocal « Raman Labram HR800 Horiba YvonJobin ». Cet instrument a été

utilisé pour permettre I'étude du relargage des NTC en solution de sueur artificielle et aux

températures élevées. Pour les échantillons, il s’agit donc le plus souvent de solution de sueur

artificielle filtrée sous vide a la surface d’'une membrane en nitrate de cellulose disposée sur
un fritté.

Dispositifs

10’"'?;:::;:;’:?““"" nanoco.n?p.osite +°sueur f Q

\ artificielle 50 c\ Zone defiltration et

d’analyse (quelques

mm?) \

Filtrationde la Séchage et analyse Raman
solution sous vide

— —

24 h a l'étuve a 50°c

Filtration de la sueur
artificielle + ringage 20
ml H20 désionisée

Figure 2-12 : Schéma représentant les différentes étapes permettant la détection potentiel des DWNT dans une
solution de sueur artificielle aprés incubation.

Les dispositifs sont mesurés en termes de surface de contact avec I'extérieur, puis insérés dans
un pilulier contenant de la sueur artificielle (Fig.2-12). Par la suite, I’échantillon est disposé a
50°C pendant 24 h. On récupére le pilulier pour le laisser refroidir a température ambiante,
puis on préleve la solution de sueur artificielle pour la filtrer sur une membrane en nitrate de
cellulose (Merk Millipore, 0,45 um). La filtration s’effectue toujours au méme endroit sur le
filtre pour concentrer au maximum les DWNT sur une surface réduite. Pour éliminer les sels
présents en surface de la membrane, on procéde immédiatement a un ringage avec 20 mL
d’eau désionisée. On récupéere la membrane puis on la fait sécher sous protection pendant
plusieurs minutes.

Paramétrages expérimentaux :

(0 Laser A =633 nm

Filtre : 10%

Diamétre (trou) : 100 um

Réseau : 600 traits

Acquisitions (a des positions différentes sur I’échantillon analysé) : 3-5

Exposition : 5 s

N [ [ [ N R

Accumulations : 5

(0 Fenétre d’observation 10 a 4000 cm-1
Cette technique obéit également aux mémes lois physiques que la spectroscopie a fluorescence
(Stokes-Anti stokes/Diagramme de Jablonski).
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B.iii.

C.i.

Mesure de turbidité

Les suspensions d’un mélange DWNT/Polymére ont été étudiées a I'aide d’un turbiscan
(Fig.2- 13), instrument permettant de mesurer la transmission d’un faisceau infrarouge (880
nm) en fonction du temps au travers d’une cellule de mesure contenant une suspension. En
effet, la transmission du signal se trouve modifiée lorsque I'on insére diverses matieres en
suspension telles que des particules fines, des composés organiques, micro-organismes. Ceci
nous permet de comprendre et d’observer quel type de déstabilisation se produit, dans la
limite de détection de la technique. Nous avons donc effectué des mesures sur I'agarose et
I'alginate de sodium, ainsi que sur la carboxyméthylcellulose, polymére trés utilisé pour la
dispersion des NTC?%® , qui servira de référence. Les courbes de sédimentation ainsi obtenues
permettent d’évaluer tres simplement la stabilité des suspensions.

Détecteur en
*| transmission

Source
lumineuse

Détecteur en
rétrodiffusion

Figure 2-13 : (a) Représentation schématique d’une mesure de turbidité en transmission. (D’aprés
Formulaction)

C. Caractérisations électriques

Dans ces travaux nous avons principalement effectué des mesures par spectroscopie
d’'impédance et en potentiométrie. Ces deux techniques permettent d’obtenir différentes
informations quant aux propriétés électriques, notamment la conductivité électrique des
matériaux étudiés mais également déterminer les mécanismes gouvernant la conduction.

Spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)

Le mot impédance provient du verbe anglais « to impede » signifiant retenir, en d’autres
termes ce concept physique permet de mesurer I'opposition d’un circuit électrique appliquée
sur le passage d’un courant alternatif sinusoidal et nous permet d’extraire des composantes
tel que l'induction, la résistance ou la capacité.

a. Principe

La spectroscopie d'impédance électrochimique (S/E) est une méthode transitoire permettant
de déterminer la contribution des phénoménes chimiques et électrochimiques se produisant
aux interfaces métal-solution, mais également celles de I'électrolyte compris dans I'espace
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inter-électrodes. Sous application d’'une modulation sinusoidale de faible amplitude du
potentiel AE en fonction de la fréquence f on peut mesurer la réponse de I'électrode.

— AE = |AE| sin(wt)
Dans le cas ci-dessus AE correspond a I'amplitude du signal d’entrée et w = 27f a la pulsation.
L'idée est d’appliquer un signal de faible amplitude, typiquement de I'ordre de 5 mV jusqu’a
100 mV, permettant de rester dans un domaine pseudo linéaire. La perturbation sinusoidale
du potentiel induit un courant sinusoidal Al qui se superpose au courant stationnaire et
également déphasé d’un angle ¢ par rapport au potentiel imposé.

- Al = |Al| sin(wt — @)

De ce fait, lorsque I'on trace les deux signaux, on obtient le cycle de Lissajous en Figure 2-14.

|AIl sin(wt — @)

-
AE

|AE| sin(wt) < i

Figure 2-14 : Graphique représentant l'intensité en fonction de la tension appliquée qui décrit une ellipse de
Lissajous 2%°

E

L'impédance de ces systemes est décrite par le rapport de ces deux composantes a savoir, la
tension sinusoidale imposée et le courant résultant. On peut exprimer ces éléments sous
forme complexe :

Z_AE_ |AE|ejwt e — 1 .
TeT Al |A[|ej(wt—¢)_| le/? = |Z| cos @ + j|Z]| sing

Donc:
- Z = ReZ + jImZ
Egalement nous avons :
- |Z|? = (ReZ)? + (ImZ)?

tan-1 ImZ
N = —
=N rez
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L'impédance Z peut ainsi étre présentée sous forme de coordonnées polaires grace a son
module |Z| ainsi que sa phase ¢ par le diagramme de Bode (Fig.2-15(c, d)). Il est aussi possible
de la représenter en coordonnées cartésiennes par sa partie réelle et sa partie imaginaire par
le diagramme de Nyquist (Fig.2-15(b)). On remarque plusieurs phénomeénes dépendant de la
fréquence couramment observés. Sur le diagramme de Nyquist a haute fréquence, les ions ne
se déplacent quasiment pas, effectivement I'impédance d’un systeme dépend de la résistance
de I"électrolyte, mais également de la résistance des électrodes (Re). Lorsque la fréquence
diminue, les ions peuvent se déplacer et donc la résistance augmente due a la diffusion des
ions. Lorsque la fréquence diminue encore, on observe que la résistance atteint sa valeur
maximum (Rt). A trés basse fréquence, on observe une courbe verticale (45°) correspondant
a un phénoméne capacitif (Warburg). Dans le cadre de ces études, nous nous intéressons
principalement a la résistance de I'ensemble du matériau soit R:. Ces différentes
représentations permettent d’interpréter différents phénomenes de conduction, méme si
elles donnent les mémes informations quant aux valeurs de conductivité électrique.
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Figure 2-15: (a) Composante réelle et imaginaire du vecteur d’impédance dans le plan complexe ; (b)

représentation de Nyquist en coordonnées cartésiennes |Z|img en fonction de |Z|réel dans le cas d’un
phénoméne capacitif et résistif.

Le diagramme de Bode et la représentation de Nyquist permettent tous deux de traduire la
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variation de I'impédance "Z" en fonction de la fréquence "f". Les données obtenues par SIE
sont analysées et simulées. En ajustant les paramétres électriques servant de modeéle au
systeme, on peut décomposer le signal en circuit électrique équivalent (Tab.2-6).

La majorité des éléments électriques utilisés pour modéliser ces phénomeénes sont
relativement simples comme les résistances, capacités ou encore inductances explicitées au
Tableau 2-6. Le circuit ainsi modélisé est donc assemblé et permet de représenter le circuit
électrique équivalent correspondant au systéme étudié. Bien slr pour que ce modeéle soit
utile, il est nécessaire que les différents éléments ou groupes d’éléments aient une réalité
physique construite a partir d’éléments simples.

Tableau 2-6 : Circuits équivalents permettant la modélisation des différents composants.

Modéle Impédance complexe Représentation de Fresnel
Résistance
i Zr =R
R
A—
u
Inductance
ZL = jL(U
+iz -
= Lwe™2 i

i
—
L
Ap—
u

Capacité

3 Protocole
Pour déterminer les propriétés électrochimiques de notre dispositif, la SIE semble étre une
méthode incontournable. L'impédance metre (VMP3 potentiostat Bio-logic S.A, France) est un
instrument de mesure utilisant le logiciel EC-LAB ; les parametres de mesures sont décrits dans
le Tableau 2-7.

Tableau 2-7 : paramétres de mesure d’impédance

Amplitude du Plage de fréquence Points par décade
signal
100 mV 1 hZ-1 Mhz 10

Pour réaliser les mesures nous utilisons une cellule assemblée au laboratoire qui comporte
plusieurs parties comme le montre la Figure 2-16. Avant chaque mesure, la cellule est placée
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au bain a ultrasons dans un mélange eau DI/Ethanol pendant 5 a 10 minutes permettant sont
nettoyage. Aprés avoir déterminé son épaisseur |'échantillon est disposé entre deux
électrodes métalliques en acier inoxydable. La longueur de la cellule est elle aussi mesurée a
I'aide d’un pied a coulisse afin d’évaluer la déformation de I’échantillon lors de son insertion
dans la cellule.

En mesurant I'épaisseur, le diamétre et a 'aide des données obtenues par spectroscopie
d’impédance, il est possible de déterminer la résistance par le diagramme de Nyquist ou de
Bode et ainsi d’obtenir la résistivité de I’échantillon par I’équation suivante :

pe
R=—
S
Pour en déduire la conductivité
1
o=—
p

Avec "R" la résistance mesurée, "p" la résistivité , "e" I'épaisseur et "S" la surface. Dans le
cadre de ces travaux I’épaisseur ou le diamétre sont restés constants.

Echantillon

(a) (b)

Prise de contacts

Electrodes
)

()
=/

(¢

Figure 2-16 : (a) Cellule de mesure ; (b) Schéma représentant la mesure d’un échantillon a deux électrodes.

Mesures tension/courant

La littérature semble assez flou sur le sujet concernant l'identification des phénomeénes de
conduction électrique de ce type de matériaux, les travaux ont permis de développer un autre
protocole de mesure électrique permettant cette fois-ci de travailler a des tensions continues
supérieures a la tension précédemment utilisée en SIE.

On applique aux bornes de I’échantillon une tension qui permet de mesurer le courant qui
traverse le systeme. Pour ce faire, on utilise un Keitley 2410, instrument servant de source de
tension ayant une gamme comprise entre 0 et 1100V, équipé d’un ampéremetre de calibre
10° A 3 150 mA. Cette source est pilotée via un logiciel nommé Labtracer 2.0. Ce logiciel
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permet le balayage en tension par application consécutive de différents échelons de tension,
et enregistre le courant traversant notre matériau, mesuré par I'ampéremeétre (Fig.2-17(a)).
Les parametres de mesures se sont étalés de 50 mV a 1,3 V en prenant 1 point tous les
200 mV. L’échantillon est ensuite déposé sur une plaque d’acier servant de contre électrode
recouverte d’une électrode circulaire de platine. Le contact est effectué a I'aide d’une pointe
auto-rétractable (pression constante) entre le platine et les pinces « crocodile », une autre
pointe est placée en contact avec la plaque d’acier inoxydable (Fig.2-17(b)).

£ Contrdle

TENSION -
;ﬂ e ’ Dispositif

de mesure

| ELECTRODE
~INOX

Figure 2-17 : (a) Dispositif expérimental de mesure électrique Courant/Tension.( mesures effectuée au
laboratoire Laplace) ; (b) cellule de mesure.

IV. Electroporation
A. Matériels expérimentaux

A.i. Générateur

L’étude et le développement de matériaux d’électrodes a permis d’effectuer des tests ex vivo
sur peau de souris. Pour ce faire, un générateur dédié a la génération de champs électriques
pulsés en « vague carrée » (‘ELECTRO cell B10 HVLV’ (High Voltage-Low Voltage)) a été utilisé.

Le générateur d’impulsions électriques comporte deux condensateurs internes pouvant étre
chargés indépendamment a des tensions programmables et différentes. Une fois les
condensateurs chargés, il est possible d’appliquer le nombre d’impulsions nécessaire en
maitrisant parallelement la durée des impulsions positives et négatives ainsi que la période de
répétition.
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Description des différentes variables (Fig.2-18) :

(O Amplitude des impulsions positives et négatives de 0V a + 1000V, noté Upositif 0U
Unegatif

(0 Durée des impulsions positives ou négatives configurables de 5us a 50000 us, notée
Tpositis €t Tnegatif

(0 Délai entre les impulsions successives configurable de 5 us a 50000 us, notée

TIntermédiaire

a

Période des impulsions, configurable de 80 us a 9,9995 s, noté P
(O Nombre de répétitions de I'impulsion, configurable de 0 a 10000, noté R

up ™

h 4

Yy~

TF Tl L

-~
k

"l
-

Figure 2-18 :Représentation typique d’un signal carrée.

3 Molécules utilisées

Lors de ces travaux, et pour permettre d’étudier une molécule susceptible d’étre délivrée au
travers de la peau via notre dispositif, notre choix s’est porté sur I'insuline qui a une taille de
I'ordre de 5,8 kDa?’°. Pour réaliser les tests en conditions expérimentales, nous avons utilisé
de l'insuline fluorescente (marqué FITC) provenant de Sigma Aldrich « Insulin-FITC labeled
human » (recombinant, expressed in yeast, lyophilized powder 5,8 kDa) mais également et
surtout du Dextran-FITC de poids moléculaire compris entre 3 et 5 kDa. Cette molécule de
Dextran est fonctionnalisée par une molécule de FITC servant de traceur fluorescent et de
masse proche de l'insuline.

Le Dextran-FITC est solubilisé dans une solution tampon de Phosphate Buffer Saline (Fig.2-19)
a une concentration de 10°mol.L* (0,002-0,020 molécules de FITC par mol de Dextran).
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Figure 2-19 : Molécule de FITC greffée sur une molécule de Dextran (Dextran-FTIC).(Sigma-Aldrich)

B. Expériences ex vivo

Modeéle de peau

Le modele utilisé pour étudier la pénétration de molécules médicamenteuse au travers de la
peau est le plus souvent la peau de cochon et plus précisément celle des oreilles. Cependant
pour des raisons de faisabilité des expériences, et pour rendre les tests préliminaires plus
accessibles, nous avons choisi la peau de souris, ces dernieres étant utilisées comme modele
a I'IPBS. Les souris utilisées sont des souris Nude (Fig.2-20). Le phénotype de ces souris est
I’absence de poil ce qui est un avantage certain pour I'application des dispositifs lors des tests
puisque la peau peut étre utilisée telle quelle sans traitement préalable.

Figure 2-20 : Souris de catégorie Nude (Source : National Cancer Institute)

Pour permettre de prélever la peau des souris avec précaution, celles-ci sont tout d’abord
endormies a I'aide d’un anesthésique couramment utilisé appelé IsoFlurane. Une fois I’animal
endormi, il est tué avec minutie par dislocation des cervicales. La peau de I’'animal est
immédiatement découpée du bas de la colonne vertébrale jusqu’a son cou. On obtient environ
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une surface d’environ 8 cm? de peau, que I'on dispose directement sur le dispositif
expérimental.

B.ii. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental développé aux cours de ces travaux et permettant d’effectuer les
premiers tests est présenté sur la Figure 2-21. Au cours des travaux celui-ci a évolué. C'est
pour cela que nous avons développé trois protocoles :

(J Protocole 1
Le protocole 1 est la premiéere version utilisée principalement pour des expériences de
contrdle avec des électrodes classiquement mise en ceuvre a I'lPBS?’*. La Figure 2-21 décrit le
protocole expérimental de base développé pour permettre de tester différents type
d’électrodes.

La Figure 2-21(a) illustre une cellule de Franz fabriquée en Teflon, constituée d’un
compartiment donneur ou seront disposées la surface de la peau et les électrodes. La surface
utile est d’environ 6 cm?. Le compartiment receveur contient du PBS frais d’'un volume
d’environ 12 cm3. La Figure 2-21(b) présente la peau de souris (prélévement dorsal) disposée
sur une compresse imprégnée de PBS, pour étre ensuite disposée sur la cellule prise en
sandwich entre les compartiments donneur et receveur (Fig.2-21(c)). La Figure 2-21(d) met en
évidence la présence des vaisseaux sanguins sur la face interne de la peau, face qui sera en
contact avec le PBS. La Figure 2-21(e, f) illustre le générateur de tension continue ainsi que
I’ensemble du dispositif d’électroporation comprenant la position des électrodes sur la peau
et I'insertion de la solution de Dextran-FITC ou l'insuline FITC. Le compartiment donneur est
fixé avec des vis qui permettent de tendre et de maintenir la peau lors de I'expérience
d’électroporation. La Figure 2-21(g) présente la surface de la peau une fois les électrodes
retirées. La Figure 2-21(h) représente une illustration de la position et de la forme des
électrodes en surface de la peau.

Une fois le champ électrique appliqué, les électrodes sont retirées, la peau est laissée couverte
d’un film aluminium pendant 30 minutes, puis le liquide contenant la molécule fluorescente
(Dextran) est absorbé a 'aide de papier microfibre pour permettre une observation en
microscopie a fluorescence.
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SOLUTION
FLUORESCENTE

ELECTRODES

PEAU DE F

SOURIS

Electrode Electrode

métallique (-) métallique (+)
(Acier inoxydable)

W "
Zone /5

traitées ( ( ’

Distance inter-
électrodes

Peau de souris

Figure 2-21 : Protocole expérimental d’électroporation utilisant des électrodes cylindriques en acier sur peau de souris (a)
Cellule de Franz en Téflon ; (b) Peau de souris disposée sur des compresses imprégnées d’un tampon PBS ; (c) Surface de
la peau de souris ;(d) Face interne de la peau de souris comprenant les vaisseaux sanguins et les tissus adipeux situés
dans I’hypoderme ; (e) Générateur de tension continue ; (f) Mise en place des électrodes sur le dispositif ; (g) Solution de
Dextran-FITC apres application du champ ; (h) illustration de la position et la forme des électrodes métallique sur la peau
de souris.

Pour la réalisation de ces expériences, le paramétrage du générateur est une étape capitale,
en effet les impulsions électriques appliquées a la peau vont définir la potentielle
perméabilisation. Le Tableau 2-9 exprime les parametres utilisés lors des expériences et ceux
pour tous les protocoles décrits ici.
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Tableau 2-9 : Paramétres électriques utilisés lors des expériences ex vivo

Tension Up / Un 0V /1000 V
TempsTp/Tn 0ms/20 ms
Durée Ti 1s
Période 10
Répétitions 1-20

Ces parametres en fonction du matériau d’électrode utilisé peuvent varier et présenter des
effets, des résultats différents en termes de perméabilisation de la peau.

(3 Protocole 2
La Figure 2-22(b) illustre la configuration expérimentale utilisée dans le cadre du test de nos
dispositifs. La peau de souris prélevée est placée sur le dispositif de Franz (Fig.2-21(c))
contenant du PBS. Le générateur de tension continue (Fig.2-21(e)) est configuré selon les
parameétres préalablement cités (Tab.2-9). Les hydrogels, sont préalablement disposés
pendant 24 h dans du Dextran-FITC a la concentration de 1 mM dans du PBS (Fig.2-22(a)).
L’excés de liquide est brievement enlevé a I'aide d’un papier absorbant. Ici, une fine électrode
en cuivre est placée sur nos matériaux afin d’améliorer le contact électrique entre I'électrode
de contact reliée au générateur de tension et I’hydrogel nanocomposite. Le montage final est
décrit en Figure 2-22(b). La Figure 2-22(c) illustre la position des électrodes sur la peau de

I"animal.
(a) (c)
CTRL-AG & DWNT-AG Cizcontact
1mM  Fluorescein grieeeses Electrode métallique (-) Electrode métallique (+)
Isocyanate 3,5-5,5 kDa . composite u:.d'lsposltz. + dispositif
inoxydable)
pour 24 heures CATHODE ANODE Distance inter-
e — électrodes —

e
\ 2 g

K

Peau de souris

Figure 2-22 : Protocole expérimental d’électroporation utilisant les hydrogels nanocomposites développés sur peau
de souris ; (a) illustration d’un échantillon CTRL-AG regonflé dans une solution de Dextran-FITC/PBS pendant 24
heures ; (b) (f) Mise en place des hydrogels nanocomposites sur le dispositif d’électroporation; (c) Surface de la peau
de souris ; (c) illustration de la position et la forme des électrodes métalliques sur la peau de souris
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(3 Protocole 3

Ce protocole (Fig.2-23(a)) nécessite d’ajouter des prises de mesure a I'entrée et en sortie mais
également une pince ampérométrique reliée a la sortie du générateur pour permettre la
mesure du courant. Les électrodes sont des tiges cylindriques en inox équipées de ressorts
permettant d’appliquer la méme force a I'anode et a la cathode via un porte électrode en
polymeére (Fig.2-23(b)). La Figure 2-23(c) illustre le circuit électrique équivalent de 'ensemble
du dispositif. La peau d’animal est déposée sur une compresse imprégnée de PBS frais (Fig.2-
21(b)). U'assemblage de ces différents éléments est illustré par la Figure 2-23(b).

(a)

re

/

=

Générateur

R/
e

Pinces =N

Ampéremeétriques

(b)
ENTREE SORTIE
@ 4._,»
!
¥ e-
Séparateur  Electrodes Contrainte 3 g .,_f'; 3
polymeére inox S appliquée £ @ ’; s 9
23 g £ V 2
- g2 g E S
v Q ._g g @ g
Ressorts & \ 9% 2 3
/ \\ ®
/ \‘\.‘
/ \ N
/ = =S¢ \ Y - T
/ Dispositifs -
/ Peau de souris P"\. Mesure de Ground

courant
Figure 2-23 : Protocole expérimental d’électroporation utilisant les hydrogels nanocomposites développés sur

peau de souris couplé a un dispositif de mesures (tension/courant) ; (a) image représentant le dispositif
expérimental; (b) Représentation schématique de I'assemblage des différents éléments ; (c) Représentation du
circuit électrique équivalent.

Ce dispositif expérimental permet de maintenir les électrodes paralléles a la surface de la peau
durant I'application du champ électrique tout en mesurant le courant traversant la peau. Les
paramétres expérimentaux utilisés concernant le champ électrique, la distance inter-
électrodes, la concentration en Dextran-FITC, sont les mémes que pour les expériences
précédentes.
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CHAPITRE 3

CHOIX ET MISE EN FORME DU
MATERIAU
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INTRODUCTION

Le chapitre bibliographique met en lumiere le caractére pluridisciplinaire de la thése
regroupant plusieurs domaines comme la science des matériaux et la science du vivant. Dans
le but de mieux répondre aux exigences concernant la fabrication d’un tel dispositif, des
domaines comme la Sociologie et le Droit ont permis de forger une autre vision de notre
projet. En effet, la compréhension d’une maladie, d’'un point de vue humain ainsi que des
besoins et des attentes des malades sont des enjeux majeurs de notre société. Par exemple
pour la fabrication de ce matériau et le développement d’un dispositif ayant pour but la
délivrance transdermique, celui-ci pourrait appartenir d’'un point de vue juridique a deux
catégories: en effet si le matériau contient la molécule d’origine, on parle alors de
médicament ; si celle-ci est ajoutée, on parle alors de dispositif médical.

Pour cela plusieurs techniques ont été développées afin de déterminer leur faisabilité, ainsi
que leur potentiel, pour répondre aux criteres fixés par le cahier des charges. La Figure 3- 1
illustre les trois éléments de départ puis les différentes techniques de mise en forme de
matériaux envisagées. Le matériau a pour fonction la délivrance d’un médicament, ayant pour
vocation d’étre intégré en tant que dispositif médical. Pour réaliser ce dispositif, trois
matériaux d’origines différentes incluant une matrice en polymere, des nanotubes de carbone
bi-parois, et une molécule pharmacologique ont été choisis. Le polymére devra étre
biocompatible et permettre I’'encapsulation des DWNT afin d’empécher toute interaction avec
le patient. De plus, il devra posséder des propriétés de rétention, en termes de capacité a
stocker une molécule pharmacologique (cf. cahier des charges). Les DWNT apportent une
fonction électrique et mécanique et présentent une grande surface spécifique?’2. L’insertion
de nanoparticules telles que les DWNT apportera d’autres fonctionnalités potentielles au
matériau®®. La molécule pharmacologique pouvant étre incorporée au matériau peut étre
assez variable, dépendant des propriétés du matériau final fabriqué et de l'utilisation de ce
dispositif médical. Les briques élémentaires étant constituées, il faut également déterminer
par quel moyen le matériau peut étre mis en forme. Le procédé de mise en forme devra
permettre de fabriquer un matériau contenant le polymere, les DWNT ainsi que la molécule
pharmacologique.

Le matériau est prévu pour permettre le stockage ainsi que le relargage de molécules, il devra
donc présenter une porosité ouverte. C’'est pour ces raisons que la mise en forme d’hydrogel
en voie supercritique ou encore par lyophilisation peut répondre a ce type d’approche. En
effet, le matériau issu d’un séchage d’hydrogel par voie supercritique est trés poreux. Par
ailleurs I'approche par lyophilisation permet uniquement I'obtention de macropores est donc
potentiellement moins efficace pour retenir la solution. Les matériaux de ce type sont
communément appelés aérogels. La préparation des matériaux sous forme d’hydrogel par
différentes méthodes de mise en forme sera décrite dans la suite de ce chapitre.
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Enfin une toute autre approche également développée consiste a mettre en forme le matériau

par électrospinning. Cette technique, de par sa grande flexibilité, permet de mettre en forme

des matériaux a la fois fibreux et poreux si toutefois les conditions expérimentales sont

réunies

Elaboration de suspension

polymérique
PROCEDE DE MISE
EN FORME
SECHAGE ELECTROSPINNING
Air CO, SUPERCRITIQUE LYOPHILISATION SOLVANT
Q Contréle de la O Surface spécifique O Macropores U Facteur de forme
déformation U Mesopores U Aérogel U Surface spécifique
Q simple O Aérogel U Technique flexible et
U Peu couteux innovante
U Matériaux fibreux

Figure 3-1: (a) Schéma illustrant les différents éléments ainsi que les différentes méthodes de mise en forme

étudiés.

Dans un premier temps, une identification des polymeéres ainsi que leurs possibilités de mise

en forme a été réalisée. Une des options choisies pour la fabrication d’'un gel est d’éviter au

maximum de I'utilisation de solvant organique potentiellement toxique pour I'homme. C’est

pour cela que

la fabrication en voie aqueuse a été privilégiée (exception pour

I’électrospinning), notamment pour la fabrication d’hydrogels, en raison de sa non toxicité, de

son grand pouvoir de solubilisation et de son cout limité.
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I. Electrospinning

La mise en forme par électrospinning permet d’obtenir un matériau fibreux et de forme
cylindrigue. Dans ces travaux, I'intérét porté a cette technique de mise en forme est de
pouvoir réaliser un matériau combinant de multiples fonctions. En effet, I'objectif est de
développer un matériau d’électrode pouvant étre intégré a un dispositif.

L'idée était donc de fabriquer une fibre ayant une structure « Core-Shell » (cceur-coquille,
Fig.3-2(a)), comprenant au cceur la molécule active encapsulée par une coquille extérieure
formée de polymere et de NTC (Fig.3-2(b)). Par ailleurs, pour permettre le relargage de la
molécule, la présence de pores de part et d’autre de la fibre est indispensable. Cependant, la
réalisation d’une telle structure « tout-en-un» comprend de nombreux aspects assez
complexes, notamment par rapport a 'uniformité de la fibre. En effet, la fibre doit présenter
une continuité électrique ainsi qu’un remplissage effectif, tout en maintenant la solution au
cceur de la fibre pour que celle-ci ne soit relarguée que lors de I'application d’un stimulus
électrique externe.

Cette partie de chapitre effectue un état des lieux des possibilités et de la faisabilité de mise
en forme par électrospinning afin de définir les tenants et les aboutissants dans I'objectif de
fabriquer une électrode destinée a la diffusion transdermique.

(a) (b)

Solution Solution molécules
Polymeére/DWNT actives

hTd

Faisceaux de
DWNT

Coaxiale

\ Plaque

Métallique
(collecteur)

Figure 3-2 : (a) Dispositif de fabrication (électrospinning) de fibres en utilisant une buse coaxiale ; (b) Vue en
coupe d’une fibre polymére/DWNT fabriquée (buse coaxiale) contenant une solution de molécules actives

La complexité liée a la fabrication de ce type de dispositif par électrospinning provient d’une
part de la structure cceur-coquille mais également du point de vue des paramétres
expérimentaux, dépendant de nombreux facteurs comme la viscosité, le débit, la DDP
appliquée, le solvant, la distance inter-électrodes, la conductivité de la solution, la volatilité
des solvants ou encore I'atmosphére de travail. Pour ce faire, nous avons dans un premier
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A.i

temps utilisé des polymeres d’origine synthétique couramment utilisés dans la littérature.
Cette étude permet d’effectuer un état de I'art de ce type de matériau et de montrer les
possibilités et les limites pour le développement d’une électrode de ce type.

A. Choix du polymére
PMMA

Des études préliminaires ont permis de déterminer la faisabilité de mise en forme d’un
polymeére largement étudié dans la littérature, a savoir le PolyMéthacrylate de Méthyle
(PMMA)?3. De nombreux papiers rapportent Iutilisation de ce polymére d’origine
synthétique pour la fabrication de fibres poreuses®'?74, de nanocomposites a base de
NTC?°1275-277et enfin de structures cceur-coquille >°1278, ce qui souligne la grande malléabilité
de I'électrospinning et du PMMA.

a. Préparation de la solution

Le PMMA peut étre facilement dissout en utilisant différents solvants comme |’acétone et le
diméthylacétamide (DMAC), le tétrahydrofurane (THF) ou encore le N, N-Diméthylformamide
(DMF).

Des expériences préliminaires ont permis de déterminer la concentration adéquate pour
permettre le filage dans les conditions adéquates du PMMA. En effet, des essais réalisés en
collaboration a l'université libre de Berlin en début de these ont montré qu’avec une
concentration en polymere inférieure a 7,5% massique, il était impossible de fabriquer des
fibres mais plutdt des nano sphéres en PMMA, phénomene d{ a une viscosité trop faible de
la solution. La viscosité étant un paramétre fondamental pour la fabrication de fibre par
électrospinning.

Une solution composée de 61%m de DMAC et 31,5%m d’acétone en ajoutant 7,5%m de
PMMA de masse molaire de 350 000 gr.mol™? a donc été préparée. La solution est disposée
sous agitation magnétique jusqu’a atteindre la solubilisation compléte du PMMA (solution
blanchatre). La solution est récupérée puis placée dans les seringues d’injection de
I’électrospinning. Apres optimisation des parameétres de filage et wune durée
d’expérimentation de plusieurs minutes, on récupére quelques grammes de matiere fibreuse
sur un substrat de papier sulfurisé. Les paramétres pour la fabrication des fibres sont : DDP de
8 kV et un débit d’injection 1 mL.h"L, & une distance inter-électrodes de 17 cm (T°C : 24°C).

b. Analyse de la microstructure

La Figure 3-3(a, b) présente respectivement une image optique et une image en microcopie
électronique a balayage de I’échantillon obtenu. On discerne clairement une multitude de
fibres entremélées de facon multidirectionnelle formant un réseau tridimensionnel
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désordonné de fibres. La Figure 3-3(b) illustre quelques phénoménes caractéristiques. En
effet, la fleche verte présente la formation de fibres de PMMA normalement constituées,
uniformes ne présentant pas de défauts apparents. Les marquages par les fleches blanches
indiquent des malformations appelées perles (beads en anglais) qui sont caractéristiques
d’une viscosité de la solution trop faible pour permettre la fabrication d’une fibre continue et
uniforme.

(a)

Figure 3-3 : (a) Image optique de I’échantillon PMMA?7,5%m aprés électrospinning, le carré représente la zone
observée par microscopie électronique a balayage sur la Figure 3-3(b) ; (b). Image en microscopie électronique
a balayage a représentant la morphologie des fibres fabriquées I’encadrée représente un agrandissement des
malformations (perles). Paramétres : DDP de 8 kV et un débit d’injection 1 mL.h"l, & une distance inter-
électrodes de 17 cm (T°C : 24°C).

Les malformations des fibres se manifestent sous forme de perles et entravent a I'obtention
d’un matériau uniforme. Cependant, ces perles ne sont pas forcément un probléeme. En effet,
elles pourraient potentiellement intervenir dans le stockage de la molécule, jouant ainsi le réle
de réservoirs médicamenteux supplémentaires. Ces malformations ont été étudiées et sont
précisément décrites dans la littérature****’*273, Par gilleurs, il semblerait que la formation de
ces perles soit liée au diametre des fibres. En effet, plus le diamétre des fibres est petit et plus
la distance entre deux perles est petite. La microstructure des fibres est donc liée a la viscosité
de la solution, a la densité de charges ainsi que la tension de surface de la solution.

Par exemple, I’accroissement de la concentration en polymeére favorise la formation de fibres
uniformes, de méme I'augmentation de la densité de charge permet de réduire le nombre de
ces objets tout en maintenant un diamétre de fibre petit. Enfin, une faible tension de surface
de la solution permet habituellement d’éviter la présence de perles?’®.

Cette premiére étape met en évidence la facilité de fabrication de fibres en PMMA. Cependant,
I'uniformité des fibres reste assez aléatoire est influencée par les nombreux paramétres
agissant sur la configuration des fibres en polymére. Dans les études suivantes, la viscosité
(paramétre intrinséquement lié & la concentration®®) de la solution a été optimisée (10%
massique de PMMA) pour améliorer I'uniformité des fibres.
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B. Composite PMMA/DWNT

Apres avoir ajusté la concentration en polymere, |'étape suivante consiste a ajouter les DWNT
a notre mélange. La fabrication de fibre nanocomposite aura pour conséquence d’améliorer
les propriétés mécaniques mais également électriques de la fibre?>! fabriquée. Néanmoins il
est nécessaire de vérifier si le filage de ce composite est réalisable.

(J Préparation de la suspension PMMA/DWNT
La préparation de cette suspension comprend différentes étapes, dont I'une des plus
importantes est la dispersion des NTC, ici en phase organique. La Figure 3-4 schématise les
étapes de préparation des échantillons.

DMAC/ACETONE DWNT PMMA
+
PEO
AGITATION DISPERSION SOLUBILISATION
SONICATION
60 min ELECTROSPNNING

Figure 3-4 : Illustration du procédé de préparation établi pour la fabrication de fibres composites DWNT-PMMA

La préparation de la dispersion débute par I'insertion d’acétone (28% massique) et de DMAC
(56% massique), auxquels on ajoute 1% massique de DWNT (bruts) par rapport au polymere
(PMMA) ainsi que du Polyéthyléne glycol a hauteur de 5% massique?8l. L’étape suivante
consiste a disperser les DWNT par traitement a la sonde US pendant 30 min (1 sec on/1 sec
off, ce qui revient a une heure au total - 30% puissance max, @sonde= 12 mm). Pour terminer
on ajoute le PMMA a hauteur de 10% massique sous agitation jusqu’a compléete solubilisation.
Une fois la solubilisation du PMMA terminée, la suspension est placée dans la seringue
d’injection. Les paramétres pour la fabrication des fibres varient selon la composition ici on
applique une DDP de 7 kV et un débit d’injection 1 ml/h, a une distance inter-électrodes de 13
cm (T°C : 24°C).

Certaines publications démontrent que l'ajout d’objets tels que les DWNT a pour effet
d’augmenter la viscosité de cisaillement du mélange et donc de diminuer I’élasticité du
polymére?>127>, Toutefois cette viscosité est déterminée pour des vitesses de cisaillement assez
grandes, indiquant un comportement rhéofluidifiant (alignement des DWNT). Il semble peu
probable que les DWNT en sortie de buse de [’électrospinning possédent la méme
conformation rhéologique qu’a cet état « contraint ». Quoi qu’il en soit ces études semblent
montrer que les valeurs de viscosité (haut cisaillement) mesurées augmentent avec I'ajout de
NTC?>,
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B.i. Analyses morphologiques des fibres PMMA/DWNT

a. Analyses Macro/Microstructurale

(J Microscopie optique

L’observation du matériau par microscopie optique, montre sur la Figure 3- 5(a, b) des taches
noires qui s’apparentent a des agglomérats de DWNT. L’apparition de ces agglomérats semble
également trés ponctuelle au travers du matériau étudié comme précédemment observé avec
les perles. Ces protubérances, a priori carbonées, peuvent provenir d’une mauvaise dispersion
des DWNT lors de la préparation, ou encore d’'une agglomération des DWNT lors de la
procédure de filage. Néanmoins, ces agglomérats peuvent également étre tout simplement
du carbone désorganisé (provenant de I'étape de synthese des NTC). Ces étranglements de
par leurs formes provoquent un point de contrainte au niveau de la fibre pouvant
éventuellement apporter une certaine fragilité au matériau mais également provoquer une
perte de matiere. Cette perte peut potentiellement entrainer des défauts d’interconnexions
des NTC au travers des fibres composites et provoquer la perte de connectivité électrique par
exemple.

(a) | (b)

Figure 3-5: (a) Microscopie optique de [I'échantillon DWNT-PMMA (PMMA10%m / DWNT 1%m);

(b) agrandissement de I'image (a) présentant plus précisément ces agglomérats carbonés le long des fibres.
Ces observations montrent la présence de nombreuses malformations au cceur des fibres qui,
a priori, ressemblent a des perles mais n’en possédent pas les mémes caractéristiques.
L’observation par des techniques plus précises permet de répondre a cette question de maniére
plus directe.

(J Microscopie électronique a balayage
La Figure 3-6(a, b) montre des agglomérats semblables morphologiquement a des perles
précédemment observées (Fig.3-3(b)-encadré Fig.3-6(b)) mais qui n’en possédent pas les
caractéristiques. En effet, plusieurs études décrivent la formation de ces agglomérats
engendrés par la présence des NTC enchevétrés et noués, au coeur des fibres en PMMA?’>. Ce
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phénomeéne a également été observé sur des fibres nanocomposite Polyuréthane/SWNT?%2,
Les fibres fabriquées semblent plus rugueuses et plus denses que ce que I'on a précédemment
observé pour I"échantillon PMMA7,5%m. Par ailleurs, on remarque que le diamétre moyen
des fibres semble avoir augmenté, augmentation qui semble étre liée a la présence des DWNT
au cceur de la fibre et de ces agglomérats de matiére carbonée. L'encadré dans la Figure 3-
6(b) ne montre pas de différence de morphologie significative entre les perles précédemment
observées (encadré Fig.3-6(b) - PMIMA7.5%m) et les agglomérats engendrés par la présence
des DWNT dans I’échantillon DWNT-PMMA.

@ (b)

@PMMA_7,5%m

Figure 3-6 : (a) Image par MEB de I’échantillon DWNT-PMMA ; (b) agrandissement de I'image montrant la
morphologie des fibres composites et précisant I'allure des agglomérats formés de I’échantillon DWNT- PMMA
I’'encadrement montre une image présentant les perles de I’échantillon PMMA7.5%m (Fig.3-3(b)).

Comme précédemment évoqué dans le chapitre 1, la dispersion des NTC est une étape capitale
et souvent difficile a optimiser selon le polymere et le procédé de fabrication utilisé. De facon
a mieux comprendre I'influence de I'ajout des DWNT sur la morphologie des fibres, nous avons
réalisé une étude statistique afin de mettre en évidence la variation de diamétre entre les fibres
en PMMA et les fibres nanocomposites PMMA/DWNT.

b. Etude de la distribution en diamétre des PMMA et
PMMA/DWNT

La Figure 3-7 représente une étude statistigue montrant I'influence des DWNT sur le diamétre
des fibres. Il est clair que la présence des DWNT affecte significativement la forme et la
distribution en diamétre des fibres. Pour I"échantillon PMMA10% (Fig.3-7(a)) la distribution
est plutét uniforme et centrée autour de 300 nm de diameétre. A l'inverse, la distribution en
taille est beaucoup plus étendue pour le composite DWNT-PMMA (Fig.3-7(b)). En effet, on
peut constater un diamétre des fibres compris entre 650 et 1750 nm centrée autour de 1000
nm de diamétre (effet également reporté dans la littérature *’°). Cette étude illustre donc bien
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I'influence des DWNT sur la structure des fibres et plus précisément leurs tailles (p = 0,026 <
0,5 statiquement différent).

(a) (b)
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Figure 3-7 : (a) Distribution du diameétre des fibres de I’échantillon PMMA10%m (b) Distribution du diamétre
des fibres de I’échantillon DWNT-PMMA (1% massique de DWNT par rapport au PMMA). (Etudes réalisées sur
respectivement 200 et 400 fibres) - Paramétres PMMA 10%m : DDP de 8 kV / débit d’injection 1 mL.ht /
distance inter-électrodes de 17 cm / DWNT-PMMA : DDP de 7 kV /débit d’injection 1 mL.h? / distance inter-
électrodes de 13 cm (T°C : 24°C).

Cette étude démontre I'effet des DWNT sur la distribution en diamétre des fibres. Des analyses
plus détaillées par microscopie électronique a transmission et a balayage pourraient apporter
des informations concernant I’arrangement ou I'organisation des DWNT dans les fibres.

c. Conformation des DWNT au cceur de la fibre

Les clichés MET sur la Figure 3-8(a, b) illustrent une zone de I’échantillon révélant a priori un
faisceau de DWNT longeant la fibre. Ce faisceau sort et rentre a nouveau dans la fibre,
démontrant I'interconnexion des DWNT, toutefois il est difficile d’affirmer que le faisceau soit
présent tout au long de la fibre. Le grossissement effectué en Figure 3- 8(b) montre trés
distinctement qu’il s’agit de NTC sous forme de faisceau. Néanmoins celui-ci semble se trouver
a I'extérieur et non au cceur de la fibre. Les images MEB (Fig.3- 8(c, d)) montrent deux fibres
en composite DWNT-PMMA dans lesquelles on discerne trois faisceaux de DWNT
interconnectés. L'encadré de la Figure 3-8(d) illustre une autre fibre ou I'on observe
également le méme comportement. Les NTC semblent également émerger de la fibre en se
positionnant a priori essentiellement sur les bords. Cependant certaines études 2°! décrivent
la fabrication de fibre nanocomposite en PMMA/MWNT démontrant I'interconnexion des
MWNT au cceur de la fibre.
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Figure 3-8 : (a) Image MET de I’échantillon DWNT-PMMA illustrant plusieurs objets en surface de la fibre (b) un
grossissement d’une des zones observées en Fig.(a) présentant la structure de ces objets (faisceaux DWNT). (c,
d) Image MEB (différents grandissement) du méme échantillon (DWNT-PMMA) illustrant la présence de DWNT
a I'apex de fibres fracturées.

Ces études préliminaires illustrent le potentiel et la faisabilité de fabriquer des fibres
nanocomposites Polymere/DWNT par électrospinning.

C. Structure Cceur-coquille PMMA/DWNT

La suite de I"’étude consiste a fabriquer une fibre en structure cceur-coquille, suivant la méme
procédure de dispersion des DWNT précédemment réalisée. La conformation coaxiale permet
de former une goutte a I'apex de la buse comprenant une solution aqueuse contenant du
Dextran-FITC a 0,5 mM et une «solution» externe composée d’une dispersion de
PMMA/DWNT (comme précédemment décrite) (paramétres: DDP = 7 kV / débit =1 mlL.h™* -
débit 2= 0,1 mL.h 1 / distance inter-électrodes de 13 cm (T°C : 24°C)).

a. Observation optique

Pour vérifier la présence du Dextran-FITC, le matériau ainsi fabriqué est observé en
microscopie a fluorescence Figure 3-9(a). Il apparait clairement une fluorescence,
principalement localisée le long de certaines fibres. On remarque également de Ia
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fluorescence sur les fibres sous-jacentes, moins intense, di au point de focalisation de
I'objectif du microscope. La Figure 3-9(b) présente une image en microscopie optique
classique de ces mémes fibres, ol I'on peut discerner des fibres transparentes mais également
certaines de couleur jaune fluorescente pouvant correspondre au Dextran-FITC (couleur du
FITC dans le visible).

(a) (b)

Coquille
(BWNT-PMMA)

:,/ Coeur ™.
| (Solution | .

. Dextran-
e,

Structure Coeur-
coquille Y

Figure 3-9 : (a) Image en microscopie a fluorescence de I’échantillon DWNT-PMMACS-Dextran-FITC(cceur-
coquille) (b) Image en microscopie optique classique de I’échantillon DWNT-PMMACS-Dextran-FITC mettant
en évidence la présence de Dextran-FITC.

Au vu des agrégations observées au cours de I'expérience, le marqueur fluorescent se trouve
probablement a la fois a la surface et a l'intérieur de la fibre. De plus les NTC pourraient
éventuellement créer des chemins d’accés entre les surfaces interne et externe de la fibre.

b. Observation de la buse d’injection

La Figure 3-10 montre une image optique de I'agrégation localisée du polymére au niveau de
la buse, due a l'interaction DMAC/ACETONE/PMMA avec la solution fluorescente dissoute
dans I'eau (échantillon PMMACS@DWNT_DEXTRAN-FITC). En effet, le PMMA n’étant pas
soluble dans |’eau et étant donné la miscibilité des solvants organiques dans |'eau, il se produit
une agrégation du PMMA a I'apex de la buse. Ceci provoque irrémédiablement le bouchage
de cette derniere et donc l'arrét du filage, et ce quels que soient les parametres
expérimentaux. Cet effet d’agrégation survient quelques minutes apres le début du filage, ce
qui limite la fabrication a seulement quelques grammes de matériau. L'encadré dans la Figure
3-10 présente une image ou I'on peut observer la formation d’un céne de Taylor, indiquant la
stabilité de fabrication de la fibre.
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Agrégation
b

Cone de Taylor

Figure 3-10 : Image illustrant le phénomene d’agrégation en structure cceur-coquille de [I'échantillon
DWNT- PMMACS-Dextran-FITC survenant quelques minutes aprés le commencement du filage. L’encadré
présente une Image illustrant la formation d’un céne de Taylor lors de la fabrication du composite DWNT-
PMMA.

Ces résultats confirment I'insertion partielle d’une solution de Dextran-FITC au cceur des fibres.
Toutefois, les problemes rencontrés par rapport a la faisabilité, due a I'agrégation du
polymeére, entravent fortement la reproductibilité du procédé. De plus, il semblerait que la
faible quantité de solution contenue dans les fibres soit potentiellement un frein au
développement de I'application visée.

Pour permettre le relargage de la molécule, il serait nécessaire que le matériau soit poreux.
L’ajout de cette contrainte augmente fortement la complexité du procédé de fabrication.
Néanmoins cette structure semble réalisable en jouant sur différents paramétres comme la
température d’évaporation des solvants?®3, le taux d’humidité?>>?’%?%* ou encore la
conformation de I’électrospinning®* et bien sur la nature du polymeére.

Les investigations ont été poursuivies sur la fabrication de fibres en PMMA, en utilisant des
masses molaires, des solvants, ainsi que différentes configurations de la buse. Toutefois, ces
études n’ont pas permis de déterminer un procédé stable et permettant la réalisation d‘une
telle structure notamment en structure cceur-coquille et ne sont pas décrits dans ce manuscrit.

(3 Conclusion
L’essentiel de cette partie concernant I’électrospinning était de mettre en avant les larges
possibilités qu’offre cette technique pour la fabrication de nanocomposite Polymére/DWNT.
Cependant, il apparait difficile d’imaginer, au vu des difficultés rencontrées, la réalisation d’un
dispositif combinant le PMMA et les DWNT. En effet, les problemes liés aux solvants et
notamment a leur miscibilité entrainent I'agrégation et donc I'arrét du processus de filage dans
le cas des structures cceur-coquille. De plus, un risque de dégradation de la molécule existe : le
contact solvant organique / molécule active pourrait potentiellement modifier/dégrader celle-
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ci. La suite des études par électrospinning se limitera aux polyméres biosourcés permettant
I'utilisation de I’eau comme solvant. Ces polyméres sont solubles dans I’eau et permettent d’en
retenir une grande quantité. L’idée est de fabriquer un matériau fibreux et sec pour permettre,
par la suite, de I'imprégner avec n’importe quelle solution aqueuse. La présence naturelle de
pores lors de la fabrication du gel leur confére donc un plus par rapport aux polymeres
synthétiques comme le PMMA. Ces expériences ont été réalisées en utilisant différents
polyméres comme [I‘oxyde de Polyéthylene, I'alginate, I'agarose ou le chitosane. Ces
expériences ont permis d’apporter d’autres idées et d’autres approches potentiellement
viables pour la fabrication de ce type de matériaux, toutefois celles-ci ne seront pas décrites
dans ce manuscrit de these.

Il. Hydrogels

Les hydrogels, comme décrits dans le chapitre bibliographique, possedent un large panel de
propriétés et peuvent étre préparés par de nombreuses méthodes de mise en forme qui
permettent la fabrication de pores. Aprés avoir recensé différents polyméres aux origines et
aux propriétés différentes, I'agarose et 'alginate de sodium ont été retenus. Le cahier des
charges imposant la biocompatibilité du matériau, les polysaccharides répondent tres
favorablement a cette contrainte. Toutefois, pour favoriser la dispersion des NTC, il est utile
de vérifier comment les chaines de polymeres interagissent avec les NTC et affectent leur
dispersion au sein d’un liquide. Des travaux préliminaires ont permis d’étudier la dispersion
des DWNT par mesure de turbidité dans une solution contenant différents polymeres.

A. Etude des dispersions DWNT/polymere
a. Suspension DWNT/polymére

L'approche est donc de vérifier I'état de stabilité des DWNT soumis a un procédé comprenant
une étape de dispersion puis de stabilisation par I'ajout de différents polyméres. Le procédé
de dispersion illustré en Figure 3-11 se déroule en plusieurs étapes. Dans un premier temps,
on dissout 50 mg de polymere (Agarose, Alginate de sodium, Carboxyméthylcellulose (faisant
office de témoin)) dans 50 mL d’eau désionisée. Puis, on ajoute 50 mg de DWNT dans 50 mL
d’eau désionisée a la solution de polymere (0,1%m polymére et 0,1%m DWNT). Le tout est
placé aux ultrasons pendant 60 min (1 sec on/1 sec off - 30% puissance max, @sonde=12 mm).
Pendant cette étape, les nanotubes sont dispersés dans la solution contenant le polymere.
Une fois la suspension obtenue, on préleve quelques millilitres que I'on insére directement
dans la cellule de mesure (Turbiscan décrit en Chapitre 2). Différents profils peuvent étre
observés selon linteraction entre les différentes parties, comme la sédimentation, le
crémage, ou encore la floculation. Dans le cadre de ces travaux de théses, uniquement les 60
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premieres minutes seront présentées et commentées. En effet, lors de la fabrication des
matériaux les solutions préparées ne resteront pas plus de 5 min sans agitation.

POLYMERE (50mg) DWNTC (50mg)
(STEP 1) + DI H,0

N\ (step2) S
SEDIMENTATION
Mesure de
turbidité S

DISPERSION _ &

SONICATION - -
60 min & R
COALESCENCE /

Figure 3-11 : lllustration représentant les étapes de préparation a la dispersion DWNT/Polyméres.

Cette technique de dispersion suivie d’une étude de la stabilité permet de rapidement
déterminer l'interaction entre les DWNT et le polymere utilisé.

b. Turbidité des suspensions DWNT/polyméres

Pour tester la stabilité, nous avons réalisé des mesures en transmission sur les différentes
suspension polymére/DWNT. La Figure 3-12 décrit la transmission en fonction de la hauteur
du pilulier, a différents intervalles de temps, des différents systémes étudiés, a savoir
I’Agarose-DWNT (DWNT-AG), I’Alginate de sodium-DWNT (DWNT-ALG), ainsi que la
Carboxyméthylcellulose-DWNT (DWNT-CMC). On peut clairement identifier, pour les
différents échantillons, différents temps/propriétés de déstabilisation. Ainsi, le signal de
transmission de I"échantillon DWNT-AG (Fig.3-12(a)) augmente significativement au-dela de
30 min, passant de 8% a une oscillation avoisinant les 30-35% de transmission. L'image de
I’échantillon DWNT-AG (Fig.3-12(d)) met en évidence des agglomérats sous forme de
« pelotes » tres filandreuses. Par ailleurs, entre 0 et 15 min (Fig.3-12(a’)), il semble ne pas y
avoir de changement trés significatif, ce qui indique une stabilité temporaire du systeme.
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Figure 3-12 : (a) Figure représentant la transmission du signal de I’échantillon en fonction de la hauteur dans la
cellule de mesure (gamme 0,5cm a 30 cm) a intervalle de temps différents ; (a’) Zoom de (a) entre 0 et 15 min ;
(b) Echantillon DWNT-ALG ; (c) Echantillon DWNT-CMC; (d) Image illustrant I’'état de sédimentation (a

I'équilibre t > 24 h) des différents échantillons DWNT-AG, DWNT-ALG, DWNT-CMC. (0 um est le bas de la cellule
et 30000 um le haut)

Si on compare les valeurs de transmission pour les différents échantillons, on note que pour
les échantillons DWNT-ALG et DWNT-CMC respectivement, la variation du signal est bien
moindre que celle de I'échantillon DWNT-AG et ce, méme a 60 min (inférieur a 4% de
transmission). Ces résultats traduisent une bonne stabilité pour les échantillons DWNT-ALG et
DWNT-CMC. En effet, dans le cas de |'échantillon DWNT-ALG, on peut observer une
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transmission tres faible, inférieure a 0,4%. Néanmoins, si on compare DWNT-ALG et
DWNT- CMC (Fig.3-12(d)), il est clair que ceux-ci montrent des comportements différents en
termes de stabilité de la suspension. En effet, pour I’échantillon DWNT-ALG, les agglomérats
formés dans le fond du pilulier sont distinctivement séparés, ressemblant aux agglomérats
formés par I'échantillon DWNT-AG en moins « filandreux ». De plus, on peut remarquer que
la suspension est encore trouble, ce qui traduit la présence de NTC encore en suspension. La
Figure 3- 12(d) correspondant a I'échantillon DWNT-CMC montre clairement un sédiment
uniforme au fond du pilulier ainsi qu’un léger voile noir indiquant la présence de DWNT en
suspension. La stabilité de la suspensions DWNT-ALG > DWNT-CMC>DWNT-AG. Toutefois
cette stabilité ne veut pas uniquement dire que les DWNT sont correctement dispersé, elle
met simplement en évidence un état de dispersion stable.

Ces mesures pourraient étre plus approfondies en effectuant par exemple des mesures de
potentiel ZETA, afin de mieux comprendre les phénoménes mis en jeu. De plus, des
observations en microscopie électronique a transmission permettraient de préciser la
morphologie de ces agrégats. Cependant, ces mesures complémentaires ne sont pas forcément
nécessaires pour poursuivre le développement de notre procédé de fabrication d’hydrogel. Ces
études montrent que les interactions DWNT/Polymere sont principalement gouvernées par
I'affinité polymere/DWNT, et ce méme si les concentrations en Polymére/DWNT utilisées pour
cette étude sont loin des conditions expérimentales d’une situation réelle. Concernant la
faisabilité, il se trouve que chacun de ces polyméres posséde des avantages et des
inconvénients.

La fabrication d’hydrogel a base de CMC se fait généralement par réticulation chimique a I’aide
de complexes comme d’épichlorohydrine®®, de glutaraldéhyde®®®, ou la génipine®®’.
L’utilisation de ces différents réticulants codteux et pour certains toxiques*®8-2°0 nécessiterait
de laver les hydrogels plusieurs fois a I'eau désionisée afin de purifier le réseau de toute trace
de ces molécules. Pour ces différentes raisons, la CMC (malgré une bonne stabilité) ne semble
pas un candidat adapté d’un point de vue des risques cytotoxiques ainsi que de la spécificité
des réticulants utilisés. Toutefois, des recherches complémentaires sur le sujet permettraient

éventuellement d’identifier un autre type de réticulation potentiellement plus appropriée.

L’étude de I'alginate au cours de ces travaux de thése a permis de comprendre la difficulté de
mise en forme et les limites de stabilité (pH) de ce matériau. En effet, la réticulation de ce
biopolymére est principalement effectuée par des sels (cations) de différentes origines
(cinétique de gélification gouvernée par la diffusion des ions), ce qui induit une cinétique de
gélification pouvant étre lente selon la concentration en polymeére. De plus I'alginate de sodium
réticulé par l'ion calcium se déstructure a pH basique (pH >7)*?°, ce qui limite donc son
utilisation a une gamme de pH définie. Par ailleurs, il est également concevable que
I'application d’un stimulus électrique puisse entrainer potentiellement la rupture des liaisons
dans le réseau provoquant le relargage des réticulants. L’ion calcium est de surcroit toxique

pour les cellules, en effet son effet cytotoxique a plusieurs fois été rapporté?°1-2%3,
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En ce qui concerne I'agarose, celle-ci présente une stabilité en solution moindre que I'alginate
de sodium ou la CMC. Cependant son principe de gélification lui confére une certaine souplesse
d’un point de vue mise en forme. En effet, le fait qu’il s’agisse d’un gel physique permet de
s’affranchir de I’addition de molécule chimique a caractére potentiellement toxique. C’est pour
ces raisons que les études présentées dans la suite de ce manuscrit seront développées avec
I'agarose.

B. Préparation des nanocomposites agarose/DWNT

Le mélange agarose/ DWNT requiert différentes étapes fondamentales pour obtenir un
matériau homogene. La Figure 3-13 représente le protocole développé afin de réaliser des
nanocomposites hydrogels dans I'objectif de les mettre en forme par différentes méthodes
de séchage.

(a) (b)

DISPERSION DES DWNT SOLUBILISATION DE L’AGAROSE
Agarose
+
DIH,0
PREPARATION SONI(EATION Agarose T°C : 80-
60 minutes 90°C
(1SecON/1SecOFF)
\A (C) /
MELANGE
..DWNT-AG .
(d) HYDROGEL
NANOCOMPOSITE:
(e) n
PROCEDE DE LYOPHILISATION w \
SOLIDIFICATION \
UNIAXIALE _ (f)
PROCEDE PAR SECHAGE A L’AIR
DEWAR
FORMATION DU GEL o \
AZOTE A/ MISE EN FORME DISPOSITION DES ECHANTILLON
LIQUIDE (N,) 1 SUBSTRAT
(e)
PROCEDE PAR CO2 SUPERCRITIQUE
SUBSTRAT
METALLIQUE
Q ECHANGE DE SOLVANT CO, SUPERCRITQUE
LYOPHILISATION H,0 /ETHANOL =

l ETUVE — 16-24 heures
20-25°C

ETHANOL /
H,0

X5 BAINS (10, 30,
60, 90, 100%)

Figure 3-13 : Procédés de fabrication d’un hydrogel nanocomposite Agarose/DWNT et les différentes étapes de
séchage possible.(a) Dispersion des DWNT ; (b) Solubilisation de I'agarose ; (c) mélange des DWNT et de I'agarose
a une température de 85-90°C; (d) Mise en forme du matériau en boite de pétri ;(e) Procédé de séchage par
lyophilisation ; (f) Procédé de séchage par CO: supercritique ; (g) Procédé de séchage a I'air

115



Dans un premier temps, les DWNT sont dispersés a hauteur de 1% massique par rapport a la
masse en polymere (seuil auquel la percolation est atteinte d’aprés les travaux antérieurs du
CIRIMAT dans le cas des nanocomposites époxy>2). Un traitement a la sonde ultra-sonique est
effectué pendant 1 heure (1 sec on/1 sec off - 30% puissance max, @sonde=12 mm) dans 50 mL
d’eau désionisée (Fig.3-13(a)). En paralléle, on dissout 2,5 g d’agarose dans 50 mL d’eau
désionisée sous agitation magnétique (500 RPM) a 90°C jusqu'a compléte solubilisation du
polymeére(Fig.3-13(b)). Une fois ces deux étapes terminées, on mélange rapidement les DWNT
a la solution de polymeére a 90°C sous agitation magnétique jusqu'a obtenir un mélange
homogeéne (5 min) (Fig.3-13(c)). Puis on procéde a la gélification en disposant le mélange dans
une boite de pétri (T°C ambiante). La gélification est atteinte aprés quelques minutes, on
obtient alors un réseau tridimensionnel polymére/DWNT contenant majoritairement de I'eau.
Le gel est ensuite découpé a I'emporte-piece de 10 mm de diameétre et environ 2 mm
d’épaisseur(Fig.3-13(d)). Pour la fabrication de I’échantillon témoin, le procédé reste le méme
hormis I'addition des DWNT.

Le séchage représente une étape fondamentale de la mise en forme du matériau. Les 3
méthodes que nous avons testées sont la lyophilisation, le CO; supercritique et le séchage a
I'air.

Séchage par lyophilisation

Une fois I'hydrogel obtenu et la mise en forme réalisée a I'emporte-piéce, les matériaux
fabriqués sont ensuite séchés par lyophilisation. La préparation de ["échantillon par
lyophilisation nécessite de développer un protocole afin de permettre une solidification uni-
axiale par congélation a I'azote liquide (N>, -193°C). Des expériences réalisées précédemment
ont montré que la solidification par congélation (=-5, -10°C) laisse I'opportunité aux cristaux
de glace de croitre et donc de favoriser lors de la lyophilisation I'apparition de pores plus
larges?®*. C’est la raison pour laquelle nous effectuons une congélation trés rapide de nos
échantillons a I'azote liquide, cette méthode permet d’obtenir de la glace dite amorphe et
empéche la croissance de cristaux.

D’autre part, la solidification uni-axiale (échantillon disposé sur un substrat métallique
baignant dans I'azote liquide (Fig.3-13(e))) permet de controler la direction de solidification
de I'eau. D’autres expériences préliminaires ont montré que lorsque I'on procede a la
solidification multidirectionnelle (échantillon intégralement immergé), cela conduit a la
formation d’un matériau fortement contraint engendrant sa déstructuration lors de la
lyophilisation. Aprés lyophilisation, on récupére un matériau sec ayant perdu environ 97% de
sa masse di a la sublimation de I'eau. Dans cette partie nous étudions la morphologie des
matériaux ainsi que leurs microstructures respectives a différentes concentrations,
typiquement 15/25/50 g.L'! (CTRL-AG) et également avec 1% massique en DWNT (DWNT-AG).
Le but d’étudier le séchage d’hydrogel d’agarose par lyophilisation est d’obtenir un matériau
ayant une tenue mécanique adaptée a l'application d’'un champ électrique ainsi qu’une
capacité de stockage conséquente.
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B.ii.

Etudes comportementales d’imprégnations agarose et
agarose/DWNT

L'un des premiers aspects que nous avons entrepris d’étudier est la capacité de rétention des
matériaux ainsi que leur comportement mécanique lorsque ceux-ci se retrouvent entierement
immergés dans une solution aqueuse. Le matériau que nous préparons devra en effet
présenter un taux d’'imprégnation maximum et un minimum de déformation.

Les mesures d’imprégnation (normalisées par la masse) du matériau nous permettent de
déterminer le taux d’'imprégnation en fonction du temps en gramme d’eau par gramme de
matiére seche. L'échantillon est pesé a I'état initial, déshydraté, puis réimprégné. L'équation
ci-dessous permet de mesurer I'imprégnation des échantillons a différents temps (0 et 24 h).

t— My

m(g.9™") = T

Avec m:, mo représentant respectivement la masse de I'"hydrogel au temps « t » et la masse
de I’hydrogel déshydraté.

(J Mesures d’'imprégnation et observations optiques
Pour ce faire, nous avons réalisé plusieurs expériences en faisant varier la concentration en
agarose de 15 ;25 et 50 g.L?, a 1% massique de NTC par rapport a |'agarose et déterminer le
taux de gonflement en gramme d’eau par gramme de matiére seche en fonction du temps
(Fig.3- 14(a)). On peut ainsi observer, pour les trois concentrations étudiées, une
augmentation significative de la masse en eau durant les 60 premieres minutes, jusqu’a
atteindre un palier indiquant la fin du phénoméne d’imprégnation. On peut clairement
observer une variation de masse d’eau imprégnée en fonction de la concentration en
polymeére. En effet, plus la concentration en polymere augmente, plus le taux d’imprégnation
diminue. De plus il semblerait que pour la concentration en agarose la plus faible, et
uniguement dans ce cas, la présence de nanotubes de carbone (DWNT) (Figure 3-14(a) (AG-
CTRL@15 g.L! et DWNT-AG@1%m/15 g.L!)) permette a priori d’augmenter l'insertion de
I’eau dans le matériau. La Figure 3-14(b) illustre le comportement d’'imprégnation du matériau
pendant les 4 premieres minutes. On observe qu’approximativement 70% de la masse
maximale d’imprégnation des échantillons est atteinte, ce qui traduit donc une insertion de Ia
solution trés rapide au travers des pores du matériau. La Figure 3-14(c, d) démontre
clairement le changement de morphologie des différents échantillons avec et sans DWNT lors
de I'imprégnation de I'eau. La concentration en polymeére influence I'imprégnation mais
également la structure macroscopique. On remarque que I’échantillon CTRL-AG @15 g.L? est
déformé a I'état hydraté (avec ou sans DWNT) mais paradoxalement permet une insertion
significative de I'eau comparativement aux autres échantillons. On observe un comportement
similaire pour I’échantillon CTRL-AG@50 g. L 3 la différence que son taux d’imprégnation est
trés inférieur. On remarque que I'échantillon CTRL-AG @25 g.L! est moins déformé par
comparaison aux échantillons CTRL-AG@15 g.L! et CTRL-AG @50 g.L!. Cet effet de

117



déformation dans le cas de I"échantillon CTRL-AG @50 g.L? est probablement d{ au fait que
plus la concentration augmente et plus la taille des pores du réseau formé diminue. Il est
également possible que lorsque I'eau s’insére dans le réseau (rempli d’air), les contraintes
liées aux forces de capillarité provoquent la déformation du réseau en polymere.

(a) (b)

10 o o 1

—®
o —5-AG-CTRL@15(g.L™") |
K —0—AG-DWNTC@1% m

—o—AG-CTRL@25(g.L™)
~0—~AG-DWNTC@1% m
—=—AG-CTRL@50(g.L™")
—®—AG-DWNTC@1% m
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Q ’bQ @Q QQ \,19 '(OQ '39 q:‘Q f],b‘Q
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T
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N

CTRL-AG@15 g.L* CTRL-AG @15 g.L*
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CTRL-AG @25 g.L! CTRL-AG @25 g.1

CTRL-AG @50¢.L* CTRL-AG @50g.L"

Lyophilisé Regonflé Lyophilisé Regonflé Lyophilisé Regonflé
(d)
DWNT-AG@ DWNT-AG @ DWNT-AG @ DWNT-AG @ DWNT-AG @ DWNT-AG @
1%m /15 g.1! 1%m /15 g.L* 1%m /25 g.L*! 1%m /25 g.11 1%m /50 g.L* 1%m /50 g.L*
Lyophilisé Regonflé Lyophilisé Regonflé Lyophilisé Regonflé

Figure 3-14 : (a) Taux de gonflement des échantillons avec et sans DWNT (1% massique par rapport a I’agarose)
fabriqués a différentes concentrations en agarose (b) zoom dans la zone comprise entre 0 et 4 min des
échantillons avec et sans DWNT. (c) échantillon CTRL-AG a différentes concentrations en agarose avant et
aprés imprégnation (24 h) dans I'eau désionisée. (d) échantillon DWNT-AG1%m par rapport a I'agarose a
différentes concentrations en agarose avant et aprés imprégnation (24 h) dans I’eau désionisée (barre d’échelle
5mm).

En revanche (Fig.3-14(d)), pour certaines concentrations, 'addition de NTC dans le réseau
semblerait améliorer la tenue mécanique du matériau si toutefois la concentration en
polymére est adéquate. En effet on peut observer que I'échantillon DWNT-AG@1%m/15g.L*
a le méme comportement morphologique que I'échantillon CTRL-AG @15g.L™ a savoir un
effondrement du réseau sur lui-méme. En revanche I'augmentation de concentration en
polymére ce qui permet au matériau de mieux absorber les contraintes et ainsi moins se
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déformer lors de I'imprégnation par 'eau (CTRL-AG @25g.L1 & DWNT-AG@1%m/25g.L%).
Toutefois, on peut remarquer qu’a I’état lyophilisé, I’échantillon DWNT-AG@1%m/50g.L" est
trés contraint, en effet une fissure se forme au travers du matériau discernable a I'état sec
également. D’un autre c6té, aucune fissure n’est a observée pour ['échantillon
CTRL-AG @50g.L7.

a. Analyse microstructurale DWNT-AG@x g. L™

L’analyse structurale apporte de nombreuses informations quant a la structure interne de
notre matériau. La Figure 3-15 illustre la microstructure des différents échantillons préparés.
On remarque que la densité apparente de nos matériaux est fonction de la concentration en
polymére. L'image, a faible grandissement, de I'échantillon DWNT-AG@1%m/50g.L ™ montre
une topographie de surface plutét lisse comparativement aux échantillons
DWNT- AG@1%m/15g.L et DWNT-AG@1%m/25¢.L! qui semblent beaucoup plus aérés. De
plus, la microstructure de I'échantillon DWNT-AG@1%m/50g.L™" est quant a elle beaucoup
plus fine que celle des échantillons DWNT-AG @1%m/15g.L"t et DWNT-AG @1%m/25g.L1. On
observe la présence de crateres (présenté en pointillés) au milieu de la structure de tous les
échantillons présentés (Fig.3-15(a, b, ¢ X50-X200). Ces crateres proviennent de I'étape de
préparation et de gélification de I'agarose et sont semblables a des bulles d’air. En effet, lors
du mélange Agarose/DWNT et de I'homogénéisation de la solution, la température de la
solution est alors d’environ 90°C, température proche du point d’ébullition de I'’eau. Cette
température provoque I'apparition de bulles disparaissant au fil du temps et de I'agitation.
Cependant, lorsque la solution est coulée en boite de pétri (Fig.3-13(d)), quelques bulles d’air
restent encore piégées au coeur du réseau lors de la gélification. L'étape de lyophilisation
permet de sublimer |'eau, et laisse donc place a une région vide au coeur du matériau. Il est
remarquable que I’échantillon DWNT-AG@1%m/50g.L1 piége des bulles de diamétre
supérieur a ceux des deux autres échantillons, phénomene di principalement a la viscosité
trés élevée de la solution, ne permettant pas aux bulles de s’échapper du liquide. Les
structures microscopiques des échantillons DWNT-AG@1%m/15g.L7 et DWNT-
AG@1%m/25g.Lr sont trés semblables mais ne présentent toutefois pas les mémes
caractéristiques d’imprégnations, du point de vue de la capacité de remplissage et du
comportement mécanique.
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Figure 3-15 : (a) Images MEB de I’échantillon DWNT-AG@1%m/15g.L* ; (b) Images MEB de I’échantillon AG-
DWDWNT@1%m/25g.L%; (c) Images MEB de I'échantillon AG-DWDWNT@1%m/50g.L .

Le séchage par lyophilisation permet, avec la teneur massique en polymere, de préparer une
large palette de matériaux. Cependant cette voie de séchage n’est probablement pas la plus
intéressante pour un potentiel de développement industriel.

B.iii. Séchage par CO; supercritique

Le CO; supercritique est une autre maniere de sécher les hydrogels. Cette technique nécessite
également des étapes de préparation bien définies qui requiérent un échange de solvants. En
effet pour réaliser le séchage supercritique, nos échantillons sont insérés dans des bains a
différentes concentrations en éthanol, jusqu’a obtenir un alcoogel. La structure finale obtenue
est assez similaire a celle des échantillons séchés par lyophilisation, mis a part que I’échantillon
a subi une variation géométrique assez importante (diminution du diamétre de 10 mm a
6 mm). Des analyses et des tests réalisés en amont ont permis de mettre en évidence la
faisabilité de fabrication d’un matériau séché par voie supercritique. Dans ce cas nous avons
travaillé a une concentration de 25 g.L! en agarose.
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La Figure 3-16 illustre la morphologie des différents échantillons aprés séchage supercritique
dont les conditions opératoires sont décrites au chapitre 2. L'observation optique de
I’échantillon CTRL-AG (Fig.3-16(a)) montre une déformation prononcée dans toutes les
directions de I'espace et ce pour la plupart des échantillons fabriqués. En revanche I'addition
de DWNT conduit, pour la plupart des échantillons fabriqués, a une déformation géométrique
dans toutes les directions de I'espace, mais également a des malformations déstructurant le
matériau. Cette déstructuration peut apparaitre lors de la dépressurisation de I'enceinte. En
effet, la dépressurisation peut engendrer I’évacuation trop rapide du CO; au cceur du matériau
entrainant sa déformation. La Figure 3-16(c) illustre la microstructure de I’échantillon
AG- DWNT, ou I'on peut clairement observer des pores ainsi qu’une certaine stratification de
I’échantillon probablement due a la déformation. De plus, le réseau polymére semble assez
dense, les valeurs de surface spécifique de ces échantillons sont inférieures a 10 m2.g* ce qui
laisse supposer une porosité tres faible.

Néanmoins il est possible que le procédé de séchage par voie supercritique ne soit a ce stade
pas au point, concernant par exemple les temps de ringage par le CO; pouvant laisser a cceur
de I’éthanol ou encore du temps dépressurisation engendrant des défauts au cceur du réseau.

(a) (b)

DWNT-AG@ 25 DWNT-AG@ 25

plusieurs
échantillons DWNT-AG séché par voie supercritique. (c) imagerie en microscopie électronique a balayage des
échantillons DWNT-AG séchés par voie supercritique a différents grandissements.

Cependant, des tests d’'imprégnation (non présentés) ont permis d’observer un phénomene
surprenant de « sur-imprégnation » engendrant la déstructuration du matériau. Ce
phénomene assez remarquable provient du fait que le matériau imprégne au cceur de son
réseau plus de solution qu’il peut en retenir, ce qui a pour conséquence I'obtention d’un
matériau trés contraint et fragile. Le séchage par CO. supercritique est assez similaire au
séchage par lyophilisation du point de vue de la microstructure, mais également du fait que
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I'on obtient dans les deux cas un aérogel. De plus, tous deux comportent la méme
problématique a savoir des propriétés mécaniques qui lors de I'imprégnation ne semblent pas
répondre aux exigences que nous nous sommes imposées pour la réalisation de ce matériau.
Toutefois les phénoménes de gonflement sont trés différents les uns les autres. C’est pour ces
raisons que le séchage supercritique, malgré une étude de faisabilité réalisée, ne sera pas
d’avantage développé dans le cadre de ces travaux.

B.iv. Séchage a I'air

Le séchage est une étape fondamentale pour permettre le controle de la déformation
géomeétrique du matériau, la procédure de séchage n’étant pas encore optimisée a ce stade
des travaux. Aprés le séchage par lyophilisation au CO; supercritique, nous avons testé pour
comparer un simple séchage a I'air dans différentes conditions.

Comme précédemment trois concentrations en polymeére 15 ;25 et 50 g.L! ont été étudiées.
Ces expériences permettent d’évaluer la faisabilité du procédé de séchage ainsi que le
comportement du matériau lors de cette étape pour les trois concentrations.

a. Etudes du séchage et du regonflement

(J Observations optiques

La Figure 3-17 illustre le comportement morphologique des échantillons CTRL-AG et DWNT-
AG en fonction du séchage puis du regonflement. A I'état hydraté (initial) (Fig.3-17(a, b)) les
échantillons ne présentent pas de différence malgré leurs concentrations respectives a savoir
@15, 25 ou 50 g.L'' a 1%m en DWNT par rapport a I'agarose. En revanche, lorsque les
échantillons sont séchés (Fig.3-17(a’, b’), on peut constater que les CTRL- AG@25/50 g.L* et
DWNT-AG @25/50 g.L"! semblent subir une déformation assez uniforme tant sur |'épaisseur
gue sur le diameétre et maintenir plus fidelement leurs formes circulaires d’origine.

Dans ce cas, les échantillons sont déposés sur une plaque d’acier inoxydable recouverte de
parafilm et insérés dans une étuve sous vide a 200 mBar a une température de 50°C pendant
12 h. Les échantillons @15/25/50 g.L ™ contiennent a I’état hydraté respectivement 98,5 ; 97,5
et 95% d’eau au cceur du réseau. L’échantillon @15 g.L ™ avec et sans NTC montre clairement
une influence du séchage (Fig.3-17(a’, b’) sur la géométrie et I'apparition de contraintes
déformant I’échantillon de facon assez conséquente, I'effet étant bien moins marqué sur les
échantillons CTRL-AG@25/50 g.L' et DWNT-AG@25/50 g.L 2.

Par ailleurs, lors de la réhydratation des échantillons (Fig.3-17(a”’, b”’), on peut observer un
comportement a mémoire de forme. En effet, les échantillons exposés a une solution tendent
a reprendre leurs formes d’origines. Néanmoins, il semble impossible pour les hydrogels de
retrouver intégralement leurs dimensions initiales ceci étant probablement d{i a la présence
majoritaires des chaines d’agarobiose, constituée majoritairement de chaines a caractére
hydrophobe (CH:- O), empéchant I'eau d’accéder a tout le matériau (faible en radicaux
hydrophiles ; sulfate)'?>2%, |’échantillon @15g.L avec ou sans NTC montre clairement une
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déformation au séchage non uniforme et une conservation de cet état déformé apres
réhydratation. Il apparait clairement que les échantillons plus concentrés en agarose
répondent mieux a ce phénomene de déformation. En effet, les échantillons
CTRL- AG@25/50 g.L'Y montrent une récupération de la géométrie d’origine assez
significative. Les échantillons contenant de DWNT semblent également avoir un
comportement au séchage similaire aux échantillons sans DWNT.

@15g.L7 @25g.1"? @50g.L7
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Figure 3-17 : Echantillon hydrogel seul et hydrogel nanocomposite a différentes concentrations a I’état initial,
déshydraté et réhydraté ; (a) Echantillon CTRL-AG (15/25/50g.L%) & I'état initial (a’) Echantillon CTRL-AG
(15/25/50gr.L) & I'état déshydraté (a”’) Echantillon CTRL-AG (15/25/50g.L) & I’état regonflé (réhydraté). (b)
Echantillon DWNT-AG (15/25/50gr.L) & I’état initial. (b’) Echantillon DWNT-AG (15/25/50g.L%) & I’état

déshydraté(sec) (b”’) Echantillon DWNT-AG (15/25/50g.L2) & I'état regonflé (réhydraté). La teneur en DWNT
est de 1% massique par rapport a I’agarose pour tous les essais réalisés (barre d’échelle =5 mm).
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D’un point de vue du procédé de fabrication du matériau, certains problemes peuvent
apparaitre, notamment pour I’échantillon @50 g.L™1. D’une part, sa compléte solubilisation est
difficile a atteindre, a cause de la viscosité de la solution beaucoup plus importante que celle
des échantillons @15 g.L ™! et @25 g.L . Cette viscosité plus grande peut également provoquer
des problemes de dispersion des NTC lors du mélange agarose/NTC De plus comme
précédemment évoqué, plus la concentration d’agarose augmente et plus la taille des pores
tend a diminuer®®. Cet aspect pourrait poser probléme lors du relargage de la molécule
comme par exemple un relargage trop lent. A I'inverse, I’échantillon @15 g.L"! montre des
difficultés a récupérer sa forme initiale avec ou sans NTC, celui-ci étant tres peu concentré et
donc moins dense que les autres.

(J Mesure de gonflement
La Figure 3-18 représente le taux de gonflement en g d’H.0/g de matiére séche en fonction
du temps. On observe pour les trois échantillons un comportement de regonflement similaire,
se produisant principalement dans les 60 premiéres min apres immersion des échantillons. Il
semble ne pas y avoir de différence significative entre les différents cas, mis a part pour
I’échantillon DWNT-AG@1%m 15 g.L regonfle moins que les autres. On peut remarquer que
le gonflement atteint 78% de la masse finale en 300 min ce qui démontre une large différence
au regard des échantillons lyophilisés qui eux atteignaient cette valeur en quatre minutes
la

(Fig.3-14(a)). On peut donc conclure que, dans ces conditions expérimentales,

concentration ne joue pas de role significatif sur le taux de gonflement des échantillons.
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Figure 3-18 : (a) Graphique représentant le taux de gonflement en fonction du temps pour les échantillons
DWNT-AG @15, 25, 50 gr. L2a 1% massique en DWNT par rapport au polymére.
Les échantillons DWNT-AG @15 g.L'! et DWNT-AG @25 g.L sont les concentrations qui
semblent les plus adaptés a une mise en forme correcte du matériau (I’échantillon DWNT-
AG@50 g.L! présente une viscosité trop élevée). En revanche, d’un point de vue de la
structuration & I’état hydraté de I’échantillon @15 g.L™, celui-ci ne convient pas aux exigences
que nous nous sommes fixées.
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Etant donné les déformations observées lors des tests, il était intéressant de développer une
méthode de séchage permettant de contréler la déformation des échantillons.

b. Optimisation des conditions de séchage sous air

Nous avons développé une méthode permettant cette fois-ci de maintenir constante la
déformation sur I'axe x et I'axe y, en d’autres termes de maintenir le diametre du matériau
constant. La Figure 3-19 illustre le protocole de séchage qui a été développé pour réaliser
I’étude. Dans un premier temps, on préleve des échantillons dont on mesure la masse et
I’épaisseur (+ 0,1mm). On dispose ensuite ces échantillons (Agarose(CTRL-AG) et
Agarose/DWNT (1% massique par rapport a I’agarose — noté DWNT-AG)) sur des substrats aux
propriétés de surface différentes, puis on insére les échantillons a I’étuve a 20°C pendant 24 h
a pression atmosphérique afin de procédé a un séchage lent.

HYDROGEL+

H,0 DI
/ Substrat

Méthode de
séchage

Masse humide/
Mesure
d’épaisseur
£ 0,10 mm

Etuve 24h
20/25°C

Figure 3-19 Procédure de séchage développée pour les échantillons CTRL-AG et DWNT-AG.

b.i. Paramétres morphologiques

Lors de la mise en forme du matériau par découpe a I'emporte-piece (Fig.3-13(d)), on observe
qgue I’hydrogel présente une géométrie non uniforme, plutot tronconique (Figure 3-20(a)). En
effet, la pression appliquée lors du poingconnage n’étant pas uniforme, I’échantillon obtenu
est non cylindrique et légerement déformé. De plus, lorsque I'on effectue le séchage des
échantillons, on s’apergoit que la face du gel en contact avec le substrat est primordiale pour
le contréle de la déformation. Effectivement, comme l'illustre la Figure 3-20(b), le maintien
du diametre est plus ou moins efficace selon la face exposée a l'air. Le séchage des
échantillons présenté en Figure 3-20(b) a été réalisé sur une plaque en acier inoxydable
(INOX309) selon les parameétres établis plus haut. Il semblerait que le comportement observé
provienne de I'état de surface de nos échantillons. En effet, lors de la gélification la face en
contact avec I'air (Face A) et la face en contact avec la boite de pétri (Face B) présentent un
comportement différent, donc une adhésion au substrat différente. La Figure 3-20(b)) montre
qgue la face A est déformée et présente un diametre < 5 mm, d’un autre coté la face B est
uniforme et non déformé et présente un diametre > 5 mm. Il semble donc que I'adhésion
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substrat/échantillon soit capitale pour permettre de contréler le séchage, du moins pour
maintenir le diameétre constant.

(a)

FACE A FACEB

Figure 3-20 : (a) Photographie illustrant les différentes faces du gel, ainsi que la forme tronconique liée a la
mise en forme a I’emporte-piéce des échantillons ; (b) Images illustrant I'importance de la face de I’échantillon
en contact avec la plaque métallique lors du séchage.

b.ii. Choix du substrat de séchage

La Figure 3-21(a) présente I'angle de mouillabilité en degrés® (angle) en fonction des différents
substrats étudiés. La Figure 3-21(b) illustre le comportement morphologique au séchage des
échantillons sur ces différents substrats. On peut remarquer que la déformation semble étre
dépendante de la mouillabilité. En effet, plus I'angle de contact entre la goutte et la surface
augmente, plus l'interaction goutte/substrat est faible. Ceci traduit un comportement de
déformation morphologique pour les échantillons. Toutefois, cette tendance n’est pas valable
pour tous les échantillons et les substrats présentés. Par exemple, le cuivre, le verre ou encore
le Polyéthyléne ont un comportement différent. On peut remarquer que le substrat de
séchage permettant de minimiser la déformation des échantillons est I'/NOX309, présentant
un angle de 93°, a la limite entre un comportement hydrophile et hydrophobe. Ce substrat
INOX semble étre le plus adéquat pour limiter la déformation des échantillons sans que ceux-
ci n"adherent trop a la surface (ce qui rend leur récupération difficile, voire dans certain cas
impossible ex. Polycarbonate (PC)).
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Figure 3-21 : (a) Mesure d’angle de mouillage en fonction de différents substrats (technique de la goutte) (b)

Images illustrant le comportement des échantillons CTRL-AG au séchage sur ces différents substrats (barre
d’échelle 5mm).

De larges différences sont notées pour I'angle de mouillage, en fonction du substrat utilisé.
Toutefois, les mesures d’angle de contact sont a considérer avec précaution. En effet,
I’hétérogénéité de surface, la température et la rugosité des solides sont sujet a grande
variabilité. Ainsi pour permettre une mesure correcte, il est nécessaire d’avoir une surface lisse
homogene, propre, isotrope et plane. Ces différentes variables peuvent éventuellement
expliquer les variations de comportements pour certains substrats. Néanmoins la littérature

reporte des valeurs d’angle de contact significativement proches concernant le
PTFE(100°)%7,P.C (84°)%°8,P.E(90°)**°.

Pour permettre de mieux comprendre le phénoméne et nous faire une idée de I’état de surface
de ce substrat, l'analyse surfacique par interférométrie permet d’amener quelques
informations supplémentaires. Un scan de 1750 um X 1321 um avec un point tous les 1,2um a
été réalisé et sera décrit plus loin.

127



(J Effet de la température

La Figure 3-22 illustre lI'importance du contréle de la température sur le séchage.
Effectivement, il semblerait qu’a température élevée, I'’échantillon a 80°C (@80°C) seche plus
vite (30 min), mais posséde un aspect final tres déformé. On peut remarquer un diamétre
extérieur et un diameétre intérieur montrant |'effet du poingonnage a I'emporte-piéce. De plus
I’adhésion au substrat est tres forte. Décoller I’échantillon de la surface est tres difficile et
peut causer sa détérioration. Cet effet est trés prononcé dans ce cas, en comparaison avec les
échantillons a 20°C (@20°C) et a 30°C (@30°C) qui eux présentent une vitesse de séchage plus
lente (8-16 h) et également cette bordure, cependant nettement moins visible.

@20°C @30°C @80°C

Figure 3-22 : Images des échantillons CTRL-AG séchés a I’étuve a différentes températures, respectivement
20/30/80°C (barre d’échelle 5 mm).

La température et I'atmosphére (pression) sont donc des parameéetres essentiels pour le
contréle des propriétés morphologiques du matériau. On peut remarquer que I"échantillon
@20°C présente un facies trés uniforme limitant la déformation ainsi que la présence de la
bordure extérieure. Les tests suivants consistent a démontrer la corrélation entre la
déformation des échantillons et la nature du substrat de séchage ainsi que de son état de
surface (mesure de I'angle de mouillage entre une goutte d’eau et la surface).

b.iii. Analyse de surface du substrat de séchage

Les mesures ont été réalisées a I'aide d’un Interférométre (lumiére blanche Zygo) permettant
d’évaluer I'état de surface et la rugosité d’'un substrat. La Figure 3-23 montre deux zones
choisies aléatoirement a la surface de deux plaques d’INOX309 présentant différents aspects
de surface. La Figure 3-23(a) illustre la topographie de surface d’un INOX309 a I'aspect de
surface « miroir » (INOXMIROR). La Figure 3-23(b) illustre un INOX309 a I'aspect de surface
striée. Les valeurs mesurées sont sensiblement similaires et montrent un Ra (Rugosité :
moyenne des écarts a la moyenne) relativement petit, typiquement de I'ordre de + 0,08 um.
Par ailleurs, la valeur moyenne Rp définissant la profondeur (rugosité : écart du profile moyen
et de la valeur maximale) moyenne de I'échantillon est pour I’échantillon INOXMIROR de 0,1
pum contre 0,35um pour I'autre inox. Ces deux images présentent également une morphologie
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de surface significativement analogue. En effet, on peut remarquer une certaine
« orientation » des stries a la surface des substrats, alternant entre des zones dites
« profondes » et des zones « hautes ». Les écarts étant faibles, ces surfaces peuvent étre
considérées comme relativement planes. Il est envisageable de penser que, lors du séchage,
I'eau présente a la surface de I'hydrogel s’introduise dans les interstices de la surface
métallique. Il se produit alors un effet d’adhésion assez fort qui permet au gel de maintenir sa
forme tout au long de la procédure de séchage, tout en permettant a une partie de I'eau de
s’évaporer.

o3tum  (b) 0,37um

Ra=0,081 um Ra =0,085 pum
Rp=0,1pm — Rp=0,35 um

2,39 um 2,58 um

Figure 3-23 : (a) Topographie de surface d’une plaque INOX309 aspect MIROIR (b) Topographie de surface
d’une plaque INOX309 aspect striée.

Dans cette étude, on remarque que la nature mais également I’état de surface des matériaux
utilisés pour le séchage sont des parameétres importants a prendre en compte. En effet
I'interaction hydrogel/substrat doit étre assez forte pour permettre le maintien de la forme
géométrique, mais assez faible pour que celui-ci s’en détache facilement une fois sec. Dans le
cas de I'INOX 309, I'état de surface semble tout a fait adéquat pour limiter la déformation.
D’autres tests ont également été réalisés sur un INOX309, qui présente une densité de stries
bien supérieure. La valeur de Ra mesurée est de 0,050 um, I’échantillon séché sur ce substrat
présentait une déformation quasi nulle mais le décollage de I’échantillon était impossible sans
I’'endommager.

(J Mécanisme de séchage
Du point de vue du mécanisme d’évaporation de 'eau, il semblerait que celui-ci se dissocie en
plusieurs étapes. La Figure 3-24 illustre le mécanisme de séchage de I’'hydrogel une fois
disposé sur le substrat. En effet I'eau s’évacue d’abord par les surfaces (Face A) et sur les cOtés
de I’échantillon, jusqu’a atteindre la derniére couche d’eau se situant entre la plaque
métallique et I’hydrogel. Dans un premier temps, I’eau peut circuler librement au travers du
réseau pour rejoindre l'interface liquide/air. Néanmoins une fois que les premiéres couches
de surface de I’échantillon sont déshydratées (Figure 3-24(b)), il semblerait que I'évacuation
se fasse préférentiellement par les cotés. En effet, la superposition des couches de surface
engendre la formation de feuillets, augmentant donc la densité locale du matériau et de ce
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fait réduisant la taille des pores de I'hydrogel (en surface). Il devient donc difficile pour I'eau
de s’extraire du réseau par la surface, et I'évaporation de I'eau par les bords du gel est

favorisée.
(a) (b)
) H;0 Superposition des feuillets
Evaporation W ) do du réseau polymérigque
Réseau 3D
[o,0)
der o .) \ f5,0) -
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Figure 3-24 : (a) lllustration représentant le mécanisme de séchage au niveau de la surface de I’hydrogel dans
les premiéres minutes suivant la mise a I’étuve (b) Illustration représentant le mécanisme de séchage en surface
de I’hydrogel apres plusieurs minutes.

D’autres paramétres (température, humidité) doivent aussi jouer principalement sur la
cinétique de séchage.

b.iv. Etude de déformation des échantillons lors du séchage
sur substrat INOX309

Parallelement, des études de déformation des échantillons ont été effectuées pour I'agarose
(CTRL-AG) ainsi que pour les nanocomposites agarose/DWNT1% massique par rapport a la
masse d’agarose (DWNT-AG). La Figure 3-25 illustre la variation de perte en pourcentage (%)
du diameétre, de I’épaisseur ou encore de la masse des échantillons d’hydrogels. Ces mesures
ont été réalisées avant et apres séchage sur '[INOX309 a l'aide d’une regle graduée, d’une
balance de précision ainsi que d’un pied a coulisse (micrometre- Kafer - résolution 0,001 mm).
Le diametre apres séchage de I"échantillon CTRL-AG est nettement différent de celui de
DWNT-AG. En effet, pour CTRL-AG, on observe 28,3% de diminution du diamétre contre 16,6%
pour I’échantillon DWNT-AG. Ces résultats confirment que la méthode de séchage est adaptée
aux échantillons comprenant les NTC, mais également que leur présence affecte la
déformation géométrique. En ce qui concerne |'épaisseur de I’échantillon CTRL-AG, on
constate une diminution de 88,4% contre 92,2% pour DWNT-AG. Il semble raisonnable
d’affirmer que la faible diminution du diamétre accentue la diminution de I'épaisseur finale.
En effet, comme nous I'avons évoqué précédemment, les échantillons séchés sous vide ont
montré un comportement de séchage multidirectionnel engendrant une déformation
exagérée de I'’échantillon notamment sur I’épaisseur et sur le diametre. Par ailleurs, la mesure
de masse montre la grande quantité d’eau que le réseau peut contenir. En effet, I’échantillon
CTRL-AG perd jusqu’a 97% d’eau contre 96,7% pour I’échantillon DWNT-AG. Ces valeurs
montrent qu’il peut rester quelque résidus d’eau au cceur de la matrice en polymere, piégée
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lors de I'étape de séchage. En effet, I’échantillon CTRL-AG contient 2,5%m de polymere,
théoriquement il devrait rester 97,5% si I'échantillon était complétement sec. Il en va de
méme pour I’échantillon DWNT-AG qui contient 2,5%m/v de polymére et 1%m de DWNT par
rapport au polymeére ce qui correspond a 0,025% de la masse totale. Ces essais montrent
I’effet du séchage sur les deux matériaux, et mettent en évidence I'effet modéré des DWNT.
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Figure 3-25 : (a) Mesure de déformation du diamétre et de I’épaisseur et de la perte de masse des échantillons
CTRL-AG et DWNT-AG (mesures sur 3 échantillons)

Cette partie de I'étude présente les arguments sur lesquels la suite des travaux s’est
principalement axée sur les hydrogels et notamment ceux a base d’agarose. Par ailleurs, le
caractére mou de I’agarose, son élasticité, ainsi que sa capacité de rétention de I'’eau semblent
étre des atouts par rapport a l'interaction entre le dispositif et la surface de la peau et ainsi
favoriser le contact. Ce matériau a été sélectionné parmi d’autres polyméres bio-sourcé
(alginate de sodium, Carboxyméthylcellulose) pour son caractére biocompatible et peu
couteux. Ainsi, il répond favorablement a de nombreux critéres fixés par le cahier des charges.
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CONCLUSION

Ce chapitre a présenté de nombreux essais réalisés au cours de ces travaux utilisant différentes
techniques de mise en forme pour sélectionner un matériau polymére approprié aux besoins
de I'application. De plus, nous avons présenté une description de la stratégie de mise en ceuvre
permettant la dispersion des NTC au travers de I’hydrogels, ce qui constitue une étape clé du
procédé.

Les recherches effectuées sur I’électrospinning permettent d’entrevoir une suite ainsi que des
investigations plus approfondies sur le sujet notamment sur la mise en forme d’hydrogels par
cette technique. L’atout majeur de I’électrospinning réside sans aucun doute dans sa grande
polyvalence. De plus, une large gamme de polymeéres peut étre mise en forme par cette
technique. Il convient donc de dire qu’un approfondissement des investigations concernant
cette technique de mise en forme, permettrait de fabriquer des nanofibres d’hydrogels ce qui
pourrait potentiellement répondre aux attentes d’un tel dispositif.

En ce qui concerne la voie aérogel par séchage au CO; supercritique, cette technique assez
complexe du point de vue de sa mise en ceuvre et de la préparation des échantillons ne semble
malheureusement pas adaptée au cahier des charges que nous avons fixé. En effet, le non
maintien de la structure lors de I'imprégnation par une solution ou encore la rugosité de
surface ne semblent pas adaptés aux exigences imposées. Cela semble également le cas pour
la mise forme par lyophilisation.

Enfin, I’hydrogel séché a I'air parait plus adapté et de plus semble satisfaire aux contraintes
fixées par le cahier des charges et également du point de vue de la faisabilité. En effet, son
caractere mou et élastique devrait permettre d’atteindre un contact peau/dispositif optimal.
Les mesures de déformations montrent que nous sommes parvenus a une limitation de la
réduction du diamétre des échantillons au cours du séchage. L’approche développée pour la
fabrication des hydrogels semble donc étre un excellent compromis au regard de nos objectifs.
Le développement d’un tel matériau permet également de rester dans le domaine d’un
dispositif médical et non d’'un médicament, dispositif que I'on viendrait imprégner d’une
solution médicamenteuse avant application de celui-ci sur la peau.
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CHAPITRE 4

CARACTERISATION ET EVALUATION
DES PROPRIETES DU DISPOSTIF
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INTRODUCTION

Le chapitre précédent nous a permis d’explorer plusieurs méthodes ainsi que plusieurs
matériaux pour la réalisation d’un dispositif de délivrance transdermique. Ainsi nous avons pu
déterminer quels matériaux et quelle méthode de mise en forme seraient les plus appropriés
pour atteindre nos objectifs.

Les nanocomposites a base de polymére et notamment les hydrogels nanocomposites
répondent favorablement au développement de ce type de dispositif. En effet leur capacité a
retenir I'eau, a se déshydrater et regonfler servant donc de réservoir, constituent des points
forts de ce type de matériau. De plus, leur morphologie est tout a fait adaptée au contact avec
la peau, ce parametre est également pertinent pour permettre de délivrer correctement des
substances médicamenteuses.

Nous avons donc décidé de développer ce dispositif en utilisant I'agarose qui remplit de
nombreux critéres de sélection, tels que la biocompatibilité, I’encapsulation des DWNT, ou
encore sa capacité a retenir un liquide. Par ailleurs, ses propriétés de gélification sont trés
intéressantes. En effet, lorsqu’il est chauffé a une température de 90°C, le gel d’agarose est
capable de se liquéfier pour reformer par la suite un gel ce qui lui confére des propriétés thermo
réparables?L.

Aussi, le chapitre 4 présente les résultats obtenus par différentes techniques de caractérisation
dédiés a I'étude des hydrogels. Ce chapitre a donc pour but de décrire les caractéristiques des
hydrogels nanocomposites fabriqués comportant des quantités variables de DWNT.

Ce chapitre a donc pour but de comprendre le fonctionnement et les limites de I'agarose qui
définiront la potentielle future application de ce dispositif.
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A.i

I. Caractérisation des hydrogels nanocomposites
A. Procédé d’élaboration

Hydrogel nanocomposite

Afin d’améliorer la maitrise du procédé, des modifications ont été apportées au protocole
d’élaboration (Traitement ultra-Turrax, chauffage des DWNT) de I’hydrogel nanocomposite
précédemment développé au chapitre 3. La Figure 4-1 illustre schématiquement le procédé
établi pour la fabrication d’hydrogel a base d’agarose et de DWNT.

La Figure 4-1(a) présente le protocole de dispersion des DWNT. Nous commengons par
introduire les DWNT dans 50 ml d’eau désionisée (pH5,5), puis nous procédons a un
traitement a I'Ultraturrax pendant 20min a température ambiante. La suspension est ensuite
placée aux ultrasons (1sec on/1sec off - 30% puissance max, @sonde= 12mm) pendant 60
minutes afin d’augmenter I'état de dispersion.

En paralléle, 'agarose (25 g.L!) est solubilisée dans 50 ml d’eau désionisée (Fig.4-1(b)), puis
placée dans un bain d’huile a 90°C pendant environ 1h sous agitation magnétique jusqu’a
atteindre la solubilisation complete.

La dispersion de DWNT est placée dans un bain d’huile a 90°C sous agitation pendant environ
5 minutes (jusqu’a atteindre 80-85°C), puis la solution d’agarose est mélangée aux DWNT
(Fig.4-1(c)). La préparation se termine par une homogénéisation du mélange a I'Ultraturrax
pendant 20 min (Fig 4-1(d)). La suspension est laissée sous agitation magnétique pendant
guelques minutes pour permettre |’évacuation des bulles d’air présentes sur le pourtour du
ballon.

La suspension DWNT-AG est ensuite coulée en boite de pétri a température ambiante, la
gélification se produit en une dizaine de minutes (T°C gélification = 35-37°C). Une fois la
gélification terminée, on procede au poingonnage des échantillons a I'emporte-piece (=2 mm
d’épaisseur, 10 mm de diamétre) (Fig.4-1(e)). La masse et I'épaisseur des échantillons sont
mesurées. Le matériau est ensuite disposé soit dans de I'eau désionisée pour stockage, soit
sur une plaque métallique pour séchage (Fig.4-1(f)).

Ce procédé d’élaboration d’hydrogel nanocomposite a base de DWNT est assez simple et
facile a réaliser, notamment grace a I'agarose et ses propriétés de gélification particulieres.
L'un des parametres essentiels est la température, ici 90°C, qui permet de solubiliser 'agarose
mais aussi de conférer une certaine viscosité de la suspension, permettant une bonne
dispersion des NTC. Au refroidissement, I'agarose gélifie aux alentours de 37°C, et donc de
90°C a 37°C I'apparition d’un gradient thermique provoque I'augmentation de la viscosité du
mélange au fur et a mesure que la température diminue jusqu’a atteindre son point de
gélification 3%, La suspension a I’état de fusion est assez fluide, malgré la présence de NTC.
D’autre part, la gélification de I'agarose est initiée par un mécanisme de nucléation et de
croissance. En effet, la diminution de température provoque [|'apparition d’un point
d‘amorcage ou les chaines d’agarose s’organisent entre elles pour former un réseau gélifié
stable. L’activation de la gélification est rendue possible par la présence de germes favorisant
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ou non la réaction de nucléation et la croissance. Plus la diminution de température est
importante et moins la taille des pores du réseau formés sera grande 1?8, Il est donc
raisonnable de penser que I'apparition d’'un gradient thermique entre les différentes surfaces
(verre-suspension, air-suspension) créée également une variation des propriétés locale du gel.
Des mesures rhéologiques pourraient apporter plus de compréhension quant a la variation de
la viscosité du mélange en fonction de la température avec et sans la présence des DWNT.

(a) (b)

DISPERSION DES DWNT

SOLUBILISATION DE L’AGAROSE
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Figure 4-1 : lllustration schématique du procédé d’élaboration des hydrogels nanocomposites DWNT-AG. (a)
Dispersion des DWNT par un traitement ultraturrax et ultrasons. (b) Solubilisation de I'agarose. (c) Mélange
Agarose — DWNT. (d) Homogénéisation de la suspension par traitement ultraturrax. (e) Coulage de la
suspension en boite de pétri et mise en forme. (f) Séchage des échantillons sur une plaque d’acier (INOX309).

De plus amples études seraient nécessaires pour comprendre correctement les mécanismes
d’assemblage entre les chaines en polyméres et les DWNT. En effet, I'enchevétrement
hélicoidal des chaines de polymére entre elles permet la formation d’un réseau
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tridimensionnel. La question est de savoir si les DWNT se retrouvent au cceur de cet
enchevétrement ou a I'extérieur. On peut penser que les DWNT se retrouvent piégés entre les
chaines d’agarose formant les doubles hélices (cf. chapitre 1). Il est également possible que les
DWNT forment des agglomérats, ces derniers pouvant servir de germes lors de la gélification
et ainsi favoriser la nucléation. Une analyse microstructurale (MEB) pourrait confirmer cette
hypothése ou apporter des éléments de réponse a ces questions.

a. Préparations a différentes concentrations

Dans I'objectif de mieux étudier le mélange Agarose / DWNT nous avons élaboré plusieurs
préparations de matériaux a différentes concentrations (0, 0,25, 0,5; 1%m DWNT) ces
pourcentages étant exprimés en masse par rapport au polymeére. La Figure 4-2 montre des
images, en microscopie optique, de la variation de transparence en fonction de la

concentration en DWNT.

- 0,5%

Figure 4-2 : Images réalisées par microscopie optique représentant les matériaux aprés fabrication en fonction
de la concentration en DWNT (0, 0.25, 0.5, 1% massique par rapport a I'‘agarose). (Barre d’échelle 5mm)
L’agarose dans ce cas représente 2.5% massiques de I’hydrogel.

Etant donnée I'opacité variable de ces échantillons, nous nous sommes intéressés au plus
opaque contenant 1% massique de DWNT ainsi qu’a I’échantillon le moins opaque ne
contenant pas de DWNT (agarose seule). En effet a 1% en DWNT, I'opacité du matériau semble
trés forte, ce qui semblerait indiquer une bonne dispersion des DWNT, toutefois il nous reste a
confirmer par différentes méthodes expérimentales si la dispersion et la percolation est belle
et bien effective au cceur du réseau d’agarose. L’expansion du réseau due a la présence d’eau
favorise I’éloignement des DWNT entre eux, celle-ci joue donc un réle prépondérant sur
I'organisation des DWNT dans le réseau, comparativement a un état déshydraté qui lui ne
contient que deux phases différentes.
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B. Etude du séchage et gonflement des échantillons

Le séchage comme précédemment évoqué est une étape primordiale concernant la législation
et en particulier la classification possible du dispositif en tant que médicament ou en tant que
dispositif médical. Cette étape consiste a positionner les échantillons sur une plaque en acier
inoxydable (INOX309) puis a les sécher a I'étuve a température ambiante pendant 24 heures.

(3 Variations dimensionnelles

La Figure 4-3 présente la morphologie des échantillons en fonction de leurs états respectifs,
initial (aprés gélification), déshydraté (aprés séchage a I'étuve), regonflé (dans une solution
ionique (PBS)). Les images démontrent bien la différence d’aspect a chaque étape illustrant
I'influence du séchage sur le regonflement du matériau.

En s’appuyant sur les études effectuées dans le chapitre 3, nous nous sommes penchés sur la
caractérisation géométrique des échantillons aux cours du séchage et du regonflement.
L’objectif étant de minimiser la déformation des échantillons sur le diamétre afin de favoriser
le maintien de la surface de contact entre les échantillons et la peau. La Figure 4-3(b) illustre
la variation des dimensions au cours du séchage (perte par rapport a I’état initial (((meunitiar) -
Mt(Déshydrate)) /Minitia) X100) (Fig.4-3(a)) déja présentée au chapitre 3. La Figure 4-3(c) présente

la variation dimensionnelle (récupération par rapport a I'état initial ((m¢ (e) /Mt(initian) x100))

apres regonflement dans une solution de PBS aprés 24 heures. Les mesures des échantillons
CTRL-AG retrouve 77% de leurs diametres initiale contre 87% pour les échantillons DWNT-AG.

L’épaisseur apres regonflement représente 44% pour CTRL-AG contre 34% de la valeur initiale
pour DWNT-AG, ce qui est en accord avec la variation de diamétre qui est plus faible pour les
échantillons DWNT-AG. Du point de vue de la masse on peut remarquer que les échantillons
CTRL-AG & DWNT-AG perdent jusqu’a 97% d’eau apres séchage. La récupération pour les
échantillons CTRL-AG n’est que de 22% contre 21,4% pour DWNT-AG et donc les NTC n’ont
pas ici d’effet limitant. Le modeste regonflement des échantillons est probablement di a la
nature hydrophobe des chaines d’agarose gélifié, séché, puis regonflé. Ces observations
montrent la difficulté du matériau a regonfler intégralement et ce méme pour des temps longs
(t > 24h).
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DWNT-AG VARIATION MORPHOLOGIQUE CTRL-AG
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Figure 4-3: Images illustrant la variation de morphologie des matériaux en fonction de leur état INTIAL,
DESHYDRATE, REGONFLE (a) Echantillon CTRL-AG et DWNT-AG a I’état INTIAL illustrant leur morphologie. (b)
Variation dimensionnelle des échantillons CTRL-AG et DWNT-AG 1%m aprés séchage a I’étuve (DESHYDRATE) avec
Villustration concernant leurs variations géométriques (c) Variation dimensionnelle des échantillons CTRL-AG et
DWNT-AG 1%m aprés regonflement dans le PBS pendant 24 heures(REGONFLE) avec I'illustration concernant leurs
variations géométriques (barres d’échelles =5 mm)

Le contréle du séchage et du gonflement sont des aspects du cahier des charges (cf. Chapitre 1).
En effet, ces paramétres vont conditionner la quantité de molécules que le dispositif est
capable de retenir au sein du matériau apres séchage et regonflement.

La coopération entre différents domaines dans le cadre du projet Nanoderm a permis de
mettre en regard la facon de fabriquer le matériau avec la Iégislation ce qui peut s’avérer
capital pour le développement industriel d’un tel dispositif. Par ailleurs, la coopération d’un
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point de vue sociologique (entretiens avec les diabétologues), nous a permis de mieux
comprendre la pathologie du diabéte.

B.i. Cinétique de gonflement des échantillons CTRL-AG & DWNT-AG

L’étude du gonflement des échantillons d’hydrogel avec et sans DWNT nécessite dans le cadre
du projet d’étre étudiée afin de mesurer leur capacité de stockage.

a. Mécanismes

Il semble intéressant de développer I'aspect concernant le phénomene de gonflement des
hydrogels a I’état déshydraté et a I'état regonflé. Plus généralement, lorsqu’un polymeére se
retrouve en présence d’un solvant®°?, il ne se produit pas seulement une pénétration du
solvant dans le polymére mais également un gonflement, de plus I'interaction entre le liquide
et le polymere gonflé peut évoluer en fonction du temps. L’absorption du liquide peut
s’accompagner d’'un changement morphologique pouvant conduire lors du gonflement a
I’apparition de contraintes internes pouvant provoquer des fissures3?2. Le gonflement est

303

induit par une séparation des chaines permettant a I'’eau de diffuser="° au sein du matériau.

Le phénomeéne de diffusion peut donc présenter différents mécanismes de transport.

Ces mécanismes de transport de molécules ont été établis et ceux-ci se dissocient en quatre
principaux 3%;

(3 Diffusion Pseudo Fickienne
(3 Diffusion Fickienne (diffusion classique)
(3 Diffusion non-Fickienne (Anormale)

(O Transport « Cas 2 »

La Figure 4-4 illustre le mécanisme de gonflement d’un hydrogel déshydraté a différents
degrés d’hydratation. L'étape (1) représente la diffusion des molécules d’eau au travers du
réseau polymérique. En (2) on observe la relaxation des chaines de polyméres, engendrée par
I’hydratation du réseau et enfin en (3) I'expansion du réseau polymérique dans le milieu
périphérique réhydraté. Ce mécanisme de gonflement peut varier en fonction de I'étape
prédominante. On peut donc selon le mécanisme déterminer le phénomene de diffusion
présenté ci-dessous.

(3 Diffusion pseudo-Fickienne (deux étapes)
Le comportement Pseudo-Fickien présente une courbe avec un petit domaine linéaire
assimilable au transport Fickien, en revanche I'absorption du solvant continue de facon (temps
longs) trés lente. Ce phénomeéne est peu décrit dans la littérature et ne semble pas étre trés
bien défini.30>306
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(A Diffusion Fickienne

Dans ce cas la relaxation des chaines en polymeére peut étre soit beaucoup plus rapide que la
diffusion soit beaucoup plus lente.

Si la relaxation des chaines en polymere (Fig.4-4) ne se produit pas, les étapes (2) et (3)
(précédemment décrites) sont négligeables par rapport a la diffusion de I'eau qui devient le
facteur dominant. La quantité totale d’eau imprégnée par diffusion augmente
proportionnellement avec la racine carrée du temps ( v/t )(temps trés courts).

(3 Diffusion non-Fickienne
Le cas de diffusion non-Fickienne apparait lorsque la vitesse de diffusion des molécules de
solvant est comparable a la vitesse de relaxation des chaines en polymere, l'insertion du
solvant devient plus difficile et la cinétique d’absorption dévie en fonction de la loi en V't
(Transport Fickien) et illustre donc un transport non-Fickien. 3%

(A Transport Cas 2

Un dernier cas établit que si la vitesse de diffusion est plus rapide que la vitesse de relaxation
des chaines en polymeére, alors le processus de relaxation devient I'étape prédominante. Ceci
conduit a I'obtention d’une interface entre les régions gonflées (surfaces et sur les cotés) et
les zones denses au coeur du matériau. L'interface se déplace de I'extérieur vers I'intérieur du
matériau tant que le solvant peut diffuser. Ce mécanisme est appelé « Cas-2 transport »39839,
Contrairement a la diffusion Fickienne, la quantité absorbée est proportionnelle au temps(t).
Ce phénomeéne a été décrit dans la littérature dans le cas du poly (methylmethacrylate ) dans
du méthanol et du poly(ethylene-co-vinylalcohol) dans du butanol319311,

L’équation3'313 suivante permet de déterminer de quelle nature est la diffusion de I’eau au
travers de I'hydrogel (a noter que dans ce cas les paramétres dimensionnels de I’échantillon
ne sont pris en compte dans cette étude).

Mo kem

M,
Ici M; et M, représentent la quantité d’eau diffusée au travers de I'hydrogel a un temps t et
a un temps infini (équilibre), K est une constante dépendante de la structure du réseau et n
est I'exposant caractéristique du mode de transport considéré3'*, Cette loi est valable
uniqguement dans le cadre de I'approximation a des temps faibles, c’est-a-dire dans les
premiers temps d’immersion, pour un rapport de gain en masse d’eau inférieur a 60 %3'°. Le
tableau ci-dessous recense les différents mécanismes et la valeur des coefficients
correspondant au mécanisme de transport. Cette équation ne s’applique qu’au transport
unidimensionnel, isotopique, isotherme du transport de I'eau dans un échantillon de
polymére mince.
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Tableau 4-1 : Mécanismes de transports301:3%°

Exposant n Type de transport Dépendance du temps
<0.5 Pseudo Fickien iG]
0.5 Diffusion Fickienne £( t_%)
0.5<n<1.0 Diffusion Non Fickienne (anormale) iG]
1.0 Transport Case 2 Indépendant du temps

3 @

Water molecule

» T
o 2
q’ Cam
bisee 2
o+
b
Q! <
-‘
)
Hydrogel Hydrated polymer network

(Glassy state)

Figure 4-4 : lllustration de I'insertion de I'eau au travers de I'hydrogel initialement déshydraté3'® correspondant

a divers mécanismes.

De nombreux autres facteurs influencent le gonflement des hydrogels comme par exemple le
taux ou encore la nature®'” du réticulant utilisé pour la formation de I’hydrogel, le cas échéant.
Le gonflement est donc défini par la concentration en réticulant par rapport au nombre de
moles de polymére. Plus le taux de réticulation est élevé et plus la quantité d’agent réticulant
au cceur du réseau augmente. En d’autres termes, plus le réseau est réticulé et moins il
gonflera. Par ailleurs, la nature chimique du polymére considéré a également un réle trés
important dans la mécanique de gonflement. En effet, les chaines aux propriétés hydrophiles
auront un haut degré d’hydratation, contrairement aux chaines a caractére hydrophobe. C’est
pour cela que les polyméres a caractere hydrophile forment des hydrogels capables de retenir
beaucoup plus d’eau que leurs homologues hydrophobes.

b. Caractérisation du regonflement des échantillons CTRL-AG et
DWNT-AG

Les mesures de regonflement (normalisées par rapport a la masse) du matériau nous
permettent de déterminer (Fig.4-5) le taux de gonflement en fonction du temps en gramme
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d’eau par gr de matiere seche. Les mesures sont effectuées de la méme maniere que
précédemment décrites dans le chapitre 3 (cf. : Etude comportementale d’imprégnation
Agarose et Agarose/DWNT). L'échantillon est pesé a I’état initial, déshydraté, et regonflé.
L’équation ci-dessous permet de mesurer le regonflement des échantillons a différents temps
(0 et 24 h).

my—my

m(g.g~") = o~

Avec m:;, mp représentant respectivement la masse de I’hydrogel au temps « t » et la masse
de I’hydrogel déshydraté. Cette équation nous permet de tracer la Figure 4-5.

La Figure 4-5 illustre un comportement de regonflement en fonction de I'échantillon assez
similaire en présence ou non des NTC a 1%m / Agarose. En effet le regonflement est trés
rapide durant les 50 premiéres minutes puis ralentit. A partir de 15 minutes I’échantillon CTRL-
AG a déja atteint 60 % de sa capacité maximum, tandis que I’échantillon DWNT-AG atteint ces
60% en 25 min. L’échantillon CTRL-AG atteint 6,4 gr d’eau / gramme de matiére séche contre
5,5g d’eau / g de matiére séche pour I’échantillon DWNT-AG au bout de 24 h. Il est également
remarquable qu’a partir de 10 min, les deux échantillons suivent une vitesse de gonflement
différente. En effet, I’échantillon CTRL-AG continue de gonfler aprés 10 min alors que le
gonflement de I'échantillon DWNT-AG est déja ralenti. Le caractere hydrophobe des DWNT
tout comme les chaines d’agarose ne favorise pas I'augmentation du taux de gonflement ce
qui pourrait expliquer cette différence. D’autre part, la présence des NTC est aussi susceptible
de limiter la mobilité des chaines de polymeére, ce qui engendre le méme effet.
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Figure 4-5 : Taux de gonflement en g de PBS par g de matiére seche (agarose) des échantillons CTRL-AG &
DWNT-AG 1%m en fonction du temps dans une solution de PBS a température ambiante. L’encadré présente
un agrandissement de la courbe aux temps courts (t <60min).
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Ces résultats permettent donc de déterminer le volume de solution que le dispositif est capable
de retenir au cceur du réseau en gramme de liquide (eau) par gramme d’agarose. D’autre part,
le taux de gonflement atteint par I'agarose est assez faible, comparé aux données de la
littérature. En effet, a titre d’exemple certaines études décrivent la fabrication d’hydrogels (a
base de carboxyméthylcellulose) super absorbants permettant une insertion bien supérieure
en eau dans le réseau®® du fait des propriétés trés hydrophiles de la CMC. Toutefois, cette
valeur aussi faible qu’elle soit est suffisante pour justifier la poursuite du développement du
matériau dans le contexte de nos travaux. Les mesures de relargage seront effectuées et
expliquées dans la suite du manuscrit afin de mettre en évidence la capacité de stockage du
matériau dans I'optique de I'application visée.

c. Détermination du mécanisme

La variation de masse de nos matériaux en fonction du temps permet de vérifier s’il s’agit d’'un
mﬁzo(t))

My, o(®)

mécanisme de diffusion Fickienne. La Figure 4-6 montre la variation de masse (

(24 heures) en fonction de la racine carré du temps. On remarque que l'allure de la courbe
initiale (Fig.4-6) est linéaire et trés similaire aux temps courts (< 25 minutes). D’apres
Daoud3??, la zone (taux de regonflement inférieurs a 0,6) dans laquelle on doit observer un

domaine linéaire permet d’identifier si il s’agit d’'un mécanisme de diffusion Fickienne (v/t).

L'obtention d’une droite dans cette gamme de valeur correspond a un phénomene de
diffusion Fickienne ou encore pseudo-Fickienne. |l s’agit dans ce cas du remplissage par I'eau
de la porosité du matériau.

Pour les temps longs (> 25 minutes), nous observons un écart a la linéarité. Ce phénoméne est
habituel dans le cas des polymeéres a caractére hydrophobe pour lesquels I'eau a I'impossibilité
de pénétrer entre les chaines (relaxation des chaines de polymére). Dans notre cas, la prise de
masse se poursuit, méme si elle est trés ralentie, ce qui est caractéristique de la faible
proportion de domaines hydrophiles présents dans I'agarose (forte quantité de radicaux
hydrophobes (CH2-O) mais aussi de la présence d’une faible quantité de radicaux hydrophiles
(S0s7)), et qui permet cependant I'insertion d’une petite quantité d’eau supplémentaire entre
les chaines.
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Figure 4-6 : Représentation graphique de la variation de masse au temps (t) sur la masse a t (o) en fonction
de la racine carrée du temps des échantillons CTRL-AG et DWNT-AG. L’encadré représente un agrandissement

de la zone concernant les valeurs comprises entre 0,3 et 0,6 (zone linéaire).

Toutefois si I’'on veut valider nos hypotheses, il nous reste a estimer le coefficient n en tragant

la fonction suivante issue de I'équation précédemment évoquée :

La Figure 4-7 illustre cette équation et sa linéarité pour les valeurs inférieures a 0,631°320,
Grace a ces droites, on peut donc remonter a la valeur de n et donc déterminer précisément

le mécanisme de transport qui gouverne notre matériau. Les valeurs de n sont respectivement
de 0,44 (valeur tres proche d’une diffusion Fickienne) pour les échantillons CTRL-AG et 0,19

pour les échantillons DWNT-AG. Les valeurs de n nous orientent donc vers un mécanisme de

diffusion Pseudo-Fickienne

_t

Log (M

) = Log(K) + nLog(t)

e}

305,306
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Figure 4-7 : Graphique représentant le logarithme de la variation de masse au temps (t) sur la masse a t(e) en
fonction du logarithme du temps.

Le traitement des données de mesure a permis d’y voir plus clair sur le comportement de nos
matériaux lorsque ceux-ci passent de I'état déshydraté a I’état regonflé. On peut clairement
observer un effet des DWNT sur la cinétique de regonflement des échantillons
comparativement a I’échantillon sans DWNT. Le mécanisme de diffusion semble dans les deux
cas gouvernés par un mécanisme de diffusion Pseudo-Fickienne. Toutefois ces hypotheses
nécessiteraient d’étre vérifiées en effectuant des mesures complémentaires afin de déterminer
les coefficients de diffusion ou encore d’augmenter le nombre de points de mesure pour les
valeurs inférieures a 0,6 mais également en utilisant d’autres modeles.

C. Relargage de la molécule Dextran-FITC

Pour quantifier correctement le nombre de moles insérées dans le réseau, nous nous
proposons d’étudier le relargage de la molécule (Dextran-FITC) par spectroscopie a
fluorescence. Les mesures de relargage sont réalisées dans un milieu reconstituant la sueur
artificielle, en mode dynamique la préparation de cette solution est précisément décrite au
chapitre 2 (cf. Spectroscopie de fluorescence).

Spectroscopie a fluorescence

La mesure de relargage des échantillons en fonction du temps nous permet d’une part de
mesurer ce que contient chaque échantillon, mais également la cinétique de relargage. En
effet, la Figure 4-8 illustre le comportement de relargage des échantillons CTRL-AG et DWNT-
AG. On peut clairement observer que durant les 15 premieres minutes, le comportement de
relargage des deux échantillons est trés semblable jusqu’a atteindre une cassure marquant un
ralentissement. Les échantillons continuent de relarguer le Dextran-FITC mais en quantité plus
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faible notamment pour I'échantillon DWNT-AG. Il semblerait qu’aux environs de 15 minutes,
le relargage atteint 70% de la quantité de Dextran-FITC intégrée dans le réseau.
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Figure 4-8 : Mesure de relargage du Dextran-FITC des échantillons CTRL-AG & DWNT-AG (1%m /agarose) par
spectroscopie a fluorescence. Relargage en pourcentage (%) de matiére relarguée en fonction du temps.
L’encadré représente un agrandissement pour des valeurs de temps comprises entre 10 et 26 minutes.

Le Tableau 4-2 reporte les valeurs de la quantité attendue de Dextran-FITC dans I’hydrogel, le
nombre de moles relargué mesuré par spectroscopie a fluorescence, et enfin le pourcentage
de relargage au bout de 60 minutes. On peut également remarquer que I’échantillon CTRL-AG
retient pour un méme temps un peu moins de Dextran- FITC que I'échantillon DWNT-AG.

Ainsi, il semblerait que la présence des DWNT n’affecte que modestement le relargage dans
ces conditions expérimentales.

Tableau 4-2 : Calcul de la molarité aprés gonflement/relargage (spectroscopie de fluorescence) des
échantillons CTRL-AG & DWNT-AG (1 mM Dextran-FITC)

Echantillon N (mol) (gonflement mesuré) N (moles) (relargué) % de relargage
CTRL-AG 2,8310 2,6610 8 94,24
DWNT-AG 2,9310 8 2,61108 89,25

Cette étude permet de comprendre comment le dispositif soumis a un environnement extérieur
extréme simulé par la sueur artificielle se comporte du point de vue du relargage.

Les échanges interdisciplinaires dans le cadre du projet « Nanoderm (Défi Nano CNRS) » et
notamment avec des médecins diabétologues ont permis de connaitre la quantité d’insuline
journaliére nécessaire a un patient pour permettre de réguler le taux de glucose. Le Tableau 4-
3 ci-dessous propose de mettre en regard les quantités actuelles administrées a des patients
atteints de diabéte et ce que le dispositif peut contenir.
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Tableau 4-3 : Estimation de la capacité de stockage du dispositif.

Relargage
Quantité de Dextran- 2,61.10%mol
FITC relargué
Masse de Dextran-FITC 106,4 ug
relargué
Correspondance 2,8 Unités / Dispositif

On remarque que nos dispositifs dans I’état actuel ne peuvent relarguer que 2,8 unités alors
que les besoins quotidiens d’un enfant et d’un adolescent sont respectivement de 4 et
25 unités. L’insuline commercial contient généralement 100 unités / mL et 1 unité correspond
a 37,5 ug d’insuline. Néanmoins, le but est d’obtenir un dispositif comprenant un réseau
d’électrodes permettant chacune de contenir du principe actif. Il faudrait donc un réseau de 10
dispositifs ou encore deux électrodes de 1,5 cm de diametre et 0,7 mm d’épaisseur (volume de
0,25 mL soit 25 unités) pour contenir la dose journaliére que s’administre un adolescent en
supposant que toute la solution est relarguée au travers de la peau sous I'effet du champ
électrique. A ce stade des recherches, la dimension et la géométrie des électrodes dans le futur
dispositif ne sont pas encore figées et nécessitent de plus amples investigations. La géométrie
circulaire semble étre la plus adaptée pour permettre d’éviter les effets de bord et ainsi
contréler le séchage des dispositifs

D.  Stabilité des hydrogels en fonction du pH

Dans le cadre de ces travaux nous nous sommes intéressés a la gamme de stabilité des
hydrogels d’agarose en fonction du pH. Le but de ces travaux est de déterminer quelle est Ia
fenétre d’utilisation d’un tel dispositif. Effectivement la gamme de stabilité (en pH) définira
guels types de molécules pourront étre utilisées pour la délivrance.

La Figure 4-9illustre le taux de gonflement des échantillons CTRL-AG et DWNT-AG en fonction
du pH. On peut clairement observer une similitude de comportement de tous les échantillons
mesurés. L’agarose est stable en terme de gonflement et ce quelle que soit la valeur du pH (3-
7,4). En revanche, on peut remarquer que dans la majorité des cas, I'échantillon CTRL- AG
atteint un pourcentage de récupération supérieur a I’échantillon DWNT-AG, typiquement
entre 20 et 25% de sa masse initiale. Néanmoins, l'incertitude est assez importante et
démontre bien la grande variabilité des échantillons CTRL-AG. Les barres d’erreurs de
I’échantillon DWNT-AG sont beaucoup plus faibles. Le taux de récupération se situe entre 20
et 22%.

Il semblerait tout de méme que dans le PBS (pH 7,4) et notamment avec la présence des ions,
I’hydrogel sans DWNT regonfle légerement moins que les autres. Ces mesures permettent
d’apporter la vérification de la stabilité de I'agarose en fonction du pH dans une gamme
encadrant les conditions d’utilisation pour [‘application visée, mais également la
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reproductibilité de gonflement de nos échantillons avec et sans DWNT dans une solution a pH
variable.
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Figure 4-9 : Mesure de récupération par rapport a la masse d’eau au temps t et a to ( :Hz—o((t))X 100) en
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fonction du pH des échantillons CTRL-AG et DWNT-AG.

E. Relargage des DWNT en conditions extrémes

Le matériau étant a présent caractérisé et le procédé d’élaboration stabilisé, nous avons
souhaité étudier le potentiel relargage des NTC dans une solution exposée a une température
et une composition extréme du milieu. Comme décrit au chapitre 2, un protocole de
vérification a été développé (cf. Spectroscopie Raman). |l consiste a placer les échantillons
DWNT-AG dans une solution de sueur artificielle a différentes températures. Pour ce faire,
nous avons préparé un matériau ayant une concentration bien plus importante de I'ordre de
40% massique de DWNT par rapport au polymere, afin de s’assurer de la détection des DWNT
en spectroscopie Raman en cas de relargage.

Ces expériences ont pour but de mimer un contact entre I’échantillon DWNT-AG et |la peau et
plus précisément la sueur humaine et la température qui pourrait potentiellement jouer un
role dans la dégradation du dispositif. Pour ce faire, nous avons effectué plusieurs mesures de
contréle permettant de connaitre la réponse Raman des différents composants comme
I’agarose, les DWNT ainsi que la sueur artificielle?®* dans une gamme de nombres d’onde
comprise entre 1200 et 3000 cm™ et également plus largement dans une gamme de nombres
d’onde étendue allant de 500 a 3000 cm™2.
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E.i. Détection de I'agarose et des DWNT par spectroscopie Raman

La Figure 4-10(a) présente le spectre Raman de I'agarose sur deux zones différentes de
I’échantillon. On note la présence de pics, entre 1200 et 1500 cm™, mais également a partir
de 2900 cm™ qui semblent caractéristiques de I’agarose. L’origine de ces pics sera investiguée
dans la suite de cette étude.

Le spectre Raman des DWNT 26(A = 633 nm / X100) sur la Figure 4-10(a) montre que seul le

pic de la « bande D » des NTC, a 1319 cm™ %, est situé dans la zone de I'agarose (1200-1500 cm”
1). Néanmoins le pic le plus intense des NTC est situé a 1583 cm™ correspondant a la
« bande G », hors du spectre de |'agarose et permet ainsi leur identification sans aucune
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Figure 4-10 : (a) Spectre Raman (A = 633 nm) d’un échantillon CTRL-AG déshydraté (CTRL-AG, et CTRL-AG*
correspondant a deux zones différentes) (échelle de gauche), et d’un échantillon de DWNT brut a I’état sec (échelle de
droite).

Ces analyses préliminaires permettent de mieux connaitre nos matériaux en termes de réponse
en spectroscopie Raman. Ces données serviront de référence afin de vérifier la présence
potentielle des DWNT dans le milieu d’exposition aprés incubation et filtration a I'aide d’une
membrane en nitrate de cellulose.

153



E.ii.

a. Spectre Raman de I'agarose

Certaines publications 3217323 décrivent les modes vibrationnels par spectroscopie Raman et
infrarouge de I'agar ce qui permet de déterminer la nature des vibrations mesurées. La
Figure 4-11 reprend le spectre Raman de la Figure 4-10(a) dans une gamme étendue de
nombre d’onde, 500-1400cm™. Les pics identifiés, a 740, 772, 837, 890, 1050, 1280 cm™
coincident avec les pics mesurés pour 'agarose. En effet, les pics 740, 772 cm™ (8-galactose)
représentent le mode de vibration squelettique (ensemble atomique de la molécule) de I'agar
et de 'agarose (famille des galactans). Les pics a 840, 891, 1079 cm™ correspondent a la
déformation (stretching) des liaisons CH (CC, CO, COH).
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Figure 4-11 : Spectre Raman (A=633nm) d’un échantillon CTRL-AG (méme échantillon que dans la figure 4- 10)
déshydraté effectué sur deux zones différentes dans la gamme 500-1400 cm™*

Tests de relargage de I’échantillon DWNT-AG a 50 et 80°C

Nous nous intéressons maintenant aux échantillons DWNT-AG40%m imprégnés d’une
solution de sueur artificielle et incubés a différentes températures, 50°C et 80°C pendant 24 h.
Ces températures sont excessives dans le cadre de I'application envisagée mais permettent
de tester le matériau en conditions réellement extrémes. La Figure 4-12(a) montre le spectre
Raman de la solution filtrée apres incubation a 50°C d’'un hydrogel contenant 40%m de
DWNT/Agarose. Les images des différentes zones observées (mesurées en Raman) a la surface
de la membrane en nitrate de cellulose illustrent des morphologies assez différentes. En effet,
certaines zones (01 et 03) sont transparentes et d’autres sont noires (02), signe caractéristique
de la présence des DWNT. Les zones 01-02 ne montrent aucune réponse en spectroscopie
Raman. Le spectre Raman de la zone 03 met en évidence les mémes pics que pour |'agarose
seule et démontre I'absence de DWNT (pic caractéristique du carbone & 1583 cm™ absent).
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Intensité (A.U)

L'encart dans la Figure 4-12(a) illustre la réponse du filtre composé en nitrate de cellulose
nous servant de substrat et ne présentant aucun pic caractéristique.

L’expérience a aussi été réalisée a 80°C. Les résultats sont présentés sur la Figure 4-12(b). Les
images représentent différentes zones en surface de I'échantillon, semblables a des fibres
teintées de noir potentiellement composées d’agarose et de DWNT. Rappelons qu’une
température de 80°C est de I'ordre du point de fusion de I'agarose (87°C).

Les mesures réalisées en spectroscopie Raman de ces différentes zones ont été analysées, on
peut observer deux pics trés proches de la bande G (1583 cm™) de I’échantillon témoin des
DWNT bruts. Ces pics se situent a 1568 et 1599 cm™, ce qui pourrait étre la démonstration du
relargage des DWNT encapsulés dans 'agarose.

Par ailleurs, on peut remarquer que les pics de I'agarose sont décalés, notamment entre 1211-
1658 cm™. Ce décalage pourrait étre expliqué par une dégradation de I'agarose dans ces
conditions expérimentales (24 heures a 80°C).
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Figure 4-12 : (a) Spectres Raman (A=633nm) sur plusieurs zones de I’échantillon DWNT-AG40%m incubé
pendant 24 h a 50°C dans une solution de sueur artificielle, I’encart présente la réponse Raman de la membrane
en nitrate de cellulose et les images représentent les différentes zones analysées en surface de la membrane
(b) Spectres Raman sur plusieurs zones de I’échantillon DWNT-AG40%m incubé pendant 24 heures a 80°C dans
une solution de sueur artificielle, les images représentent les différentes zones analysées en surface de la
membrane.

Le Tableau 4-4 recense les mesures effectuées sur chaque composant de I'expérience comme
les DWNT, I'échantillon CTRL-AG (agarose seul), la sueur artificielle, et les échantillons
DWNT- AG50°C/80°C.

On peut observer que les échantillons CTRL-AG, DWNT-AG50°C sont sensiblement similaires
ce qui illustre le fait que I'agarose n’est pas modifiée a une température de 50°C pendant
24 heures. En revanche, pour I'échantillon DWNT-AG80°C, il semble que certains pics par
exemple 772 cm™ (pic caractéristique) soient absents. Ce pic provient de la vibration
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squelettique de I’'agarose, son absence permet donc de mettre en évidence une possible
dégradation de I'agarose dans ces conditions expérimentales.

Le Tableau 4-4 recense également les pics Raman de la solution de sueur artificielle séchée et
réduite a I'état de poudre. On observe une multitude de pics, a priori caractéristiques des

différents sels 261

en présence comme les chlorures de sodium, potassium, calcium, etc., qui
ne correspondent dans aucun des cas a I'agarose ou aux DWNT ce qui illustre un bon rincage

des échantillons

Tableau 4-4 : Recensement des pics observés pour les différents échantillons mesurés
(gamme 500- 2600 cm™?)
Nombre d’ondes (cm™)

CTRL-AG DWNT-AG 50°C DWNT-AG 80°C DWNT Sueur Artificielle
Absent 628 —
Absent 697 —
741 741 (Vibration squelettique) 741 ——
Absent Absent 758
772 772(Vibration squelettique) Absent ——
891 891 898 —_——
Absent Absent 916
937 937 Absent —
Absent Absent 1034
Absent Absent 1045
Absent Absent 1187
1256 1256 Absent —
1285 1285 1286 —
Absent Absent 1295
Absent Absent 1319 L.
Absent Absent 1389
Absent Absent 1404
Absent Absent 1465
Absent Absent 1543
Absent 1568 —
Absent 2777 1583 L.
1599 —
Absent Absent 1639
Absent Absent 2608 ..

Aucun signal correspondant a des NTC n’a pu étre détécté lorsque les échantillons ont été
placés a 50°C pendant 24 h, ce qui confirme que les NTC sont bien piégés a l'intérieur de
I’hydrogel. Toutefois, il semblerait que des temps d’immersion longs provoquent divers
phénomenes reliés a la dégradation de 'agarose dans cet environnement particulierement
agressif, bien que sa température de solubilisation dans I'eau soit de 87°C. Par ailleurs, la
possible présence de DWNT a été détéctée ce qui illustre la potentielle toxicité et les limites de
I'agarose dans ces conditions expérimentales extrémes.
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F. Caractérisations morphologiques
F.i. Analyse MEB

Nous avons effectué une caractérisation morphologique de I’échantillon DWNT-AG1% m, afin
d’observer la dispersion des DWNT au cceur et a la surface du matériau déshydraté.

La Figure 4-13 montre des clichés MEB d’un échantillon DWNT-AG sur la surface et la tranche
a différents grandissements. On observe sur la Figure 4-13 (a, a’, a”’) 'arrangement des DWNT
et I’état de surface de I’échantillon.

La surface (Fig.4-13(a)) est relativement hétérogeéne avec une zone clairement différente des
autres. En effet il semblerait que la surface de I’échantillon et le cceur soient de composition
différente (voir I'encadré). Il se forme probablement une fine pellicule de polymeére entre
I’extréme surface de I'’échantillon en contact avec I'air ambiant et le coeur de celui-ci gélifiant
plus lentement que la surface. On peut penser que les DWNT se retrouvent exclus et
repoussés vers l'intérieur, engendrant la formation de cette couche(quelques nm). Notons que
cette couche peut modifier les propriétés électriques de notre matériau, en apportant une
composante capacitive, créant ainsi une barriére résistive en surface.

La Figure 4-13(a’) illustre un grossissement de la surface, sur la zone dépourvue de cette
couche. On peut remarquer des formes de taille et nature différentes. Les fleches blanches
indiquent des agglomérats constitués de carbone désorganisé mais également de NTC. A plus
fort grandissement (Fig.4-13(a’’)), on note la présence de faisceaux de DWNT, interconnectés
entre eux, au travers de la surface.

La Figure 4-13(b, b’, b”’) montre des images de la tranche du matériau. La Figure 4-13(b’)) met
en évidence une nette stratification du matériau, liée a I’étape de séchage. En effet, lors de
I’étape de séchage, chaque couche du réseau se superpose pour ainsi former un empilement
de feuillets. La Figure 4-13(b”) permet de mieux observer cet effet de stratification des
feuillets d’agarose et également la présence de DWNT interconnectés entre eux formant des
faisceaux comme observés a la surface du matériau (Fig.4-13(a”’)). On peut également penser
que lors du séchage, les DWNT pourraient s’orienter dans le plan des aux feuillets, ce qui
pourrait engendrer une anisotropie de la conductivité électrique.
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Figure 4-13 : (a, a’, a”’) Observations MEB a différents grandissements de la surface de I’échantillon DWNT- AG
a I’état déshydraté. (b, b’, b”’) observations MEB a différents grandissements de la tranche de I’échantillon
DWNT-AG a I’état déshydraté.

a. Mécanisme d’assemblage

L'organisation des DWNT au sein de I'hydrogel peut évoluer au cour du séchage.
Effectivement, la Figure 4-14(a) illustre le comportement des DWNT lorsqu’ils sont mélangés
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aux chaines d’agarose de la solution a une température de 90°C. A cette étape, les DWNT
s’intercalent entre les chaines de polymére formant ainsi une suspension agarose/DWNT.

Lorsque le mélange est disposé en boite de pétri, la température diminue, ce qui a pour
conséquence d’augmenter la viscosité jusqu’a la gélification du systeme. Au fur et a mesure
gue les chaines de polymeére s’enchevétrent pour former le réseau, les DWNT s’alignent et
suivent ces domaines formant ainsi des faisceaux, s’orientant de la méme facon que les
chaines d’agarose enchevétrées.

Il semblerait que lors du séchage les chaines d’agarose provoquent |'apparition de feuillets
empilés les uns sur les autres (Fig.4-14(b)) étant contraints mécaniquement, notamment du
fait que la déformation s’opéere essentiellement sur |'épaisseur. Le séchage (Fig.4-14(c))
provoque le rapprochement des chaines mais également des DWNT. Les observations
pourraient donc suggérer que lors du séchage les DWNT s’orientent préférablement dans le
plan de I’échantillon.

(a) (b) ()
Chaines i
d’agarose DWNT Faisceau de 3 Distance
réduite
)
Séchage g \ .
cooL — W /7
— 0 sz
— A 4
HEAT
Direction
de séchage
Agarose - DWNT Formation de I'hydrogel Nanocomposite biphasique
suspension Nanocomposite

Figure 4-14 : lllustration de I'arrangement des DWNT selon I’étape de préparation (a), (b), (c).

L’étude de la microstructure des échantillons DWNT-AG a permis de mettre en évidence un
état de dispersion « effectif » des DWNT dans le nanocomposite a I'état déshydraté. On
observe également que les DWNT semblent se rétracter sous une pellicule de polymére
provenant de I'étape de séchage ou de la gélification du matériau. Par ailleurs, il semblerait
que le séchage laisse le temps aux DWNT de s’orienter selon la conformation qu’adopte
I'agarose. En effet, les plans se superposent les uns les autres conduisant ainsi a une
stratification du matériau.

G. Caractérisations électriques

Des caractérisations électriques ont été effectuées a plusieurs niveaux. En effet, dans un
premier temps, nous avons évalué les propriétés électriques de nos matériaux a |'état initial
pour les échantillons CTRL-AG et DWNT-AG de 0 a 1% massique en DWNT. Les expériences
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complémentaires ont nécessité d’augmenter la charge en DWNT afin de déterminer le seuil
de percolation des DWNT. Le but de ces expériences est de démontrer par spectroscopie
d’impédance la percolation des nanotubes au travers du réseau polymérique. La complexité
de ce matériau réunissant 3 phases a savoir une phase liquide (eau ou I’eau ionisée) et deux
phases solides, les DWNT ainsi que le polymere, conduit a une interprétation complexes des
phénomeénes de conduction électrique.

G.i. Spectroscopie d’‘impédance
a. Mesures sur les hydrogels et hydrogels nanocomposites

La caractérisation électrique des échantillons comprenant de 0 a 1% massique en DWNT (par
rapport a l'agarose) a été effectuée dans I'eau désionisée (5 lavage a I'eau Di) mais également
dans la solution utilisée pour les expériences ex vivo a savoir du PBS (5 lavage au PBS) composé
d’une solution aqueuse d’ions (NaCl — KCl) afin d’observer les différents comportements
caractéristiques de chaque étape. Nous avons effectué des mesures sur 4 échantillons
différents pour chaque concentration, un balayage fréquentiel de 1 MHz a 1 Hz (100 mV) en
prenant 10 points par décades (Chapitre 2 Spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)).

La Figure 4-15(a) illustre un diagramme de Nyquist, représentant les mesures des échantillons
DWNT-AG de 0 a 1% dans l'eau désionisée ainsi que le modeéle électrique équivalent.
Concernant l'influence des DWNT, on remarque que, quel que soit I'échantillon, la valeur de
la résistance relevé est tres proche. La valeur de la résistance correspond a l'intersection de la
courbe de Nyquist avec |'axe des abscisses. Toutefois, pour étre correct il faut prendre en
compte |'épaisseur des échantillons, en effet si I'épaisseur varie alors la résistance varie
également, c’est pour ces raisons que |'on se reportera uniquement aux valeurs de
conductivité présentées dans le Tableau 4-5.

Toutefois, la courbe de Nyquist ne nous permet pas de mettre en évidence la percolation des
DWNT. En effet, si tel était le cas nous devrions observer le phénomeéene capacitif traduit par
un demi-cercle puis a l'intersection des abscisses une multitude de point traduisant la
percolation des DWNT (cf : Chapitre 2) ce qui n’est pas le cas ici.

Néanmoins, nous devrions alors mesurer la conductivité de I'eau désionisée qui normalement
ne conduit que tres peu le courant (valeur de la conductivité d’approximativement de 0,0004
mS.cm™ par électro-conductimétrie). Les conductivités mesurées pour ces échantillons varient
de 0,041 3 0,051 mS.cm™ (Tab.4-5), ce qui suggere qu’il ne s’agit pas de I'eau mais en fait de
la présence en faible quantité d’ions provenant de I'agarose.

Les mesures d’'impédance lorsque les échantillons sont imprégnés de solution ionique (PBS)
illustré en Figure 4-15(b), montrent d’une part qu’il n’y a plus de demie cercle, signe significatif
que la présence des ions influence les propriétés électriques de nos matériaux. En effet, le
modele du circuit équivalent n’est dans ce cas plus une résistance et une capacité en paralléle
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mais uniguement une résistance (ionique) pure. On remarque également qu’en fonction de la

concentration en nanotube de carbone, un décalage (trés modéré) vers les valeurs de

résistivité plus basses apparait. Plus la concentration en DWNT augmente et plus la valeur de

résistivité semble diminuer, on mesure une conductivité de 12,2 mS.cm™ pour I’échantillon
CTRL-AG contre 14,4 mS.cm™ pour I’échantillon DWNT-AG1%. Les DWNT ne semblent pas
dans ces conditions expérimentales agir sur les propriétés électriques du matériau, en effet la

variation de conductivité n’est pas significative et ce dans les deux cas (eau et PBS) (les

variations observées semblent liées a I'incertitude de mesure).
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Figure 4-15 : (a) Spectres d’impédance électrochimique (Nyquist) des échantillons DWNT-AG de 0 a 1% massique

de DWNT(agarose) dans I’eau Di ; (b) Spectres d’impédance (Nyquist) électrochimique des échantillons DWNT-AG

de 0 a 1% massique de DWNT (agarose) dans une solution de PBS (a noter que ces résultats pourraient étre

exprimés en diagramme de BODE) — on applique une amplitude de 100 mV entre 1Hz et 1 MHz.

Tableau 4-5 : Valeur de résistivité/ conductivité en fonction des concentrations en DWNT et le milieu

aqueux.
H20 Di PBS
Echantillons Concentration en DWNT Conductivité Conductivité
(mS.cm™) (mS.cm™)
CTRL-AG 0% 0,051+ 0,0022 12,2+ 2
DWNT-AG 0,1% 0,044+ 0,0021 13,1+ 1,6
DWNT-AG 0,5% 0,041+ 0,0025 14,1+ 0,27
DWNT-AG 1% 0,05+ 0,0034 14,4+ 0,20

La conduction électrique dans notre matériau soit dans ces conditions expérimentales

gouvernées par le liquide et plus précisément par les ions présents qui proviennent de

I'agarose. Ces mesures ne montrent pas un comportement de percolation des DWNT au travers
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de I'hydrogel mais illustrent un phénomeéne de conduction ionique que I'on observe trés
clairement en présence de PBS.

b. Mécanismes

La conduction électrique dans les liquides et principalement les liquides isolants (eau
désionisée) provient de la contribution de plusieurs phénomeénes: électrique,
électrochimiques, électro-hydrodynamiques, physico-chimiques.

On distingue deux zones a savoir le volume et I'interface électrode/liquide dans lesquels se
produisent différents phénomenes. Dans le volume, il se produit une dissociation ou
I'ionisation des molécules, le mouvement du fluide et enfin I'échauffement du fluide sous
I'influence du champ électrique. Ces phénomeénes apparaissent a différents champs
électriques appliqués en fonction du matériau étudié. Les porteurs de charges au sein du
liquide apparaissent par dissociation-recombinaison des molécules neutres engendrées par
interactions moléculaire provenant de I'agitation thermique.

Aux interfaces liquide-solide, la conduction est gouvernée par les ions, il est difficile
d’approximer les phénomenes d’injection des porteurs de charge par I'effet « Schottky » ou
I’effet « Fowler-Nordheim », phénoménologie largement étudiée pour les matériaux solides.
Pour permettre d’expliquer plus justement l'injection des porteurs de charges, il est
préférable d’utiliser les théories électrochimiques comme la théorie de la double couche.
Cette double couche est constituée de :

(0 La couche compacte (caractéristique de I'épaisseur) qui provient du saut brusque de
potentiel dans les couches en contact avec le solide (électrodes). Il se produit un
arrangement des ions et des dipéles dans une couche de liquide adsorbé sur la surface
solide.

(0 La couche diffuse qui est la différence de potentiel résultante entre la couche compacte
et le liquide.

La théorie de la double couche électrique permet de décrire la variation du potentiel
électrique en regard d’une surface. Ce phénoméne est principalement observé dans le cas de
systemes colloidaux et pour les solutions liquides (méme sans la présence d’'un champ
électrique). Les surfaces en contact avec un liquide (Fig.4-16) sont chargées positivement ou
négativement (électro neutralité), ces charges proviennent de la dissociation des molécules
de surface. Ces dissociations dépendent de nombreux facteurs comme la nature des especes
ou encore le pH.
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Figure 4-16 : Représentation usuelle de la double couche électrochimique a la surface d’un matériau

solide.3*
Les mesures présentées dans ces travaux permettent de préciser le comportement
électrochimique de notre matériau soumis a un champ électrique de faible amplitude. Pour
développer ces résultats et mieux comprendre les phénoménes de conduction un
approfondissement des recherches est nécessaire. L’étude de la conductivité ionique nécessite
de prendre en compte de nombreux parametres tel que la concentration, le type d’ions en
présence, la température ainsi que la géométrie des électrodes ou leurs natures. Dans notre
cas, la question est plutét de savoir s’il est possible d’atteindre la percolation des DWNT dans
ce systeme triphasique, agarose-DWNT-eau.

c. Mesure d’une solution d’agarose (en poudre)

La Figure 4-17 illustre la variation de conductivité ionique en fonction de la masse en agarose
dans un volume de 100 mL d’eau désionisée. Rappelons que I'agarose n’est que peu dissoute
dans ces conditions et sédimente pour I'essentiel au fond du récipient. On observe une
évolution de la conductivité proportionnelle a I'ajout d’agarose dans la solution. A 2,5 g
d’agarose (25 g.L™), la conductivité mesurée est de 0,14 mS.cm™. Cette valeur est plus élevée
que celle mesurée précédemment en spectroscopie d'impédance qui était de 0,051 mS.cm™.
Cette variation de conductivité provient du fait que dans un cas, les ions sont libres dans la
solution aqueuse et peuvent donc se déplacer trés facilement. Lorsque I'agarose est sous
forme d’hydrogel, les ions sont également libres mais leurs déplacements est
restreint/contraint par le réseau tridimensionnel formé.
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Figure 4-17 : Mesures conductimétriques illustrant la variation de la conductivité de I'eau (100 mlL) a
température ambiante en fonction de masse d’agarose ajoutée (rappelons que dans ces conditions, I'agarose
n’est que trés peu soluble).

Ces premiéres mesures électriques sur nos hydrogels nanocomposites illustre I'impossibilité de
mettre en évidence la percolation électrique des DWNT. En effet il semblerait que soit la
conductivité ionique prenne le dessus sur la conductivité des DWNT, soit que le taux de DWNT
soit trop faible pour atteindre la percolation. Conductivité attribuée a la présence d’ion dans
I'agarose et ceux méme en procédant a des ringages successifs.

d. Mesure des échantillons déshydratés puis regonflés

Le fait de déshydrater puis de regonfler les échantillons conduit a des variations de la
concentration volumique en NTC. Puisque le matériau ne retrouve pas sa capacité de
rétention initiale, cela revient a augmenter le % volumique des DWNT et donc de les
rapprocher les uns les autres. En effet, a I’état initial la concentration de DWNT maximum est
de 1% massique par rapport au polymere ce qui représente 0,025% de la masse totale de
I’échantillon. Ainsi, les échantillons DWNT-AG ne récuperent que 21% de leur masse initiale,
ce qui revient a 0,1% massique de DWNT par rapport a la masse totale de I’échantillon
regonflé. Le Tableau 4-6 recense les différentes valeurs de conductivité mesurées dans les
mémes conditions que précédemment pour les échantillons DWNT-AG1%m et CTRL-AG . On
remarque que |"échantillon DWNT-AG possede une résistivité légerement inférieure a
I’échantillon CTRL-AG. Par ailleurs on peut observer une diminution de conductivité ionique
des échantillons par rapport a I'état initial. En effet I’échantillon DWNT-AG présente a I'état
initial une conductivité de 69,1 mS.cm™ contre 3,2 mS.cm™ pour I'échantillon DWNT-AG
regonflé. Il en va de méme pour 'échantillon CTRL-AG qui a I'état initial possede une
conductivité de 81,5 mS.cm™ contre 2,7 mS.cm™ a I'état regonflé. Le séchage induit
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I"augmentation du % volumique de nanotube dans le matériau mais ne permet pas d’observer
la percolation des DWNT, et de plus n’influence que modérément les propriétés électriques
du matériau a I'état regonflé.

Tableau 4-6 : Valeur de conductivité en fonction des concentrations en DWNT et le milieux aqueux.

PBS (Initiale) PBS (Regonflé)
Echantillons Concentration Conductivité (mS.cm™) Conductivité (mS.cm™)
en DWNT
CTRL-AG 0%m 12,26 2.7
DWNT-AG 1%m 14,40 3.2

Ces mesures démontrent I'effet du séchage sur les propriétés électriques des matériaux a I’état
regonflé. En effet, il semblerait que la diminution de conductivité électrique provienne du fait
que I’hydrogel en séchant forme comme précédemment évoqué une superposition de feuillets
en polymere et ne regonfle pas intégralement. Ce phénoméne induit donc un volume au cceur
du réseau assez dense dans lequel les ions ne circulent plus aussi librement qu’a I’état initial. Il
est envisageable de penser que les DWNT créent dans la partie dense des passages
préférentiels aux ions permettant un gain modéré de la conductivité.

Si 'on compare les valeurs en pourcentage massique (%m) de DWNT dans un matériau
biphasique (1%m seuil optimal de percolation CNT/Epoxy) et d’un matériau triphasique on
s’apercoit que le pourcentage en DWNT par rapport a la masse totale de nos matériaux est en
fait tres faible. Effectivement, la percolation des DWNT est gouvernée par leurs facteurs
géomeétriques (facteur de forme) mais et également par leur capacité a se disperser en voie
liquide. Dans le cas d’un hydrogel, la présence de I'eau répartie au travers des pores du réseau
en polymere représente une surface de contact assez conséquente avec I’électrode. De plus,
I'expansion du réseau provoque I’éloignement des DWNT entre eux. On peut imaginer que le
courant aura tendance a emprunter le milieu liquide pour traverser le matériau plutét que les
DWNT enrobés de polymere et donc plus résistifs. On peut donc émettre I’hypothése que pour
observer une conduction électronique, I’énergie apportée au systeme doit étre plus importante
pour permettre aux électrons d’emprunter la voie des DWNT.

e. Recherche du seuil de percolation des DWNT (Sans séchage)

Les mesures précédentes mettent en évidence le fait que la concentration a hauteur de 1%
massique en DWNT par rapport au polymére n’a pas ou peu d’influence sur la conductivité
électrique. En effet, la littérature décrit bon nombres d’exemples concernant la variation du
seuil de percolation en fonction du procédé de dispersion, de la nature des NTC mais
également du polymeére utilisé. Ces mesures ont donc pour but de déterminer le seuil de
percolation d’un nanocomposite hydrogel Agarose/DWNT®*. En effet, pour certains polymeéres
et NTC la conductivité maximum peut étre atteinte pour des concentrations trés élevées de
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I'ordre de 60% massique. A l'inverse, dans certain cas la conductivité maximum est atteinte
dés 0,01% massique comme dans certains époxy®4.

Les mesures des matériaux sont réalisées de la méme facon que précédemment. On prépare
plusieurs hydrogels nanocomposites a 0, 10, 20, 30, 40% massique en DWNT par rapport au
polymeére. On obtient approximativement les mémes allures de courbes que celles présentées
en Figure 4-15(a, b) a la différence que les valeurs de conductivité augmentent avec I'ajout de
DWNT. En effet, la conductivité & 0% est de 0,07 mS.cm™ contre 0,27 mS.cm™ pour
I’échantillon a 40% en DWNT. Cet effet est également observé lorsque I'on remplace I'eau par
du PBS ou I'on mesure respectivement pour les échantillons 0 et 40%, 15,4 et 32 mS.cm™2.

Ces valeurs montrent une augmentation de la conductivité ionique mais ne démontrent
toujours pas la percolation des DWNT au cceur de I’hydrogel nanocomposite. En effet, si le
seuil de percolation était atteint nous devrions observer la méme valeur de résistance et ce
quelle que soit la fréquence, ce qui n’est pas le cas ici. Dans |'étude comportant le PBS, il est
possible que le chemin de conduction par voie ionique soit préférentiel aux DWNT du fait
d’une conductivité plus élevée. Toutefois cela n’explique pas le comportement dans I'eau
désionisée.

Tableau 4-6 : Valeur de conductivité en fonction des concentrations en DWNT et le milieu aqueux.

H:0 Di PBS
Echantillons Concentration en DWNT Conductivité (mS.cm™) Conductivité (mS.cm™)
CTRL-AG 0% 0,074 + 0,008 15,4 +1,5
DWNT-AG 10% 0,071 +0.018 184 +2
DWNT-AG 20% 0,098 +0.017 23,7+0,47
DWNT-AG 30% 0,122 +0.02 32216
DWNT-AG 40% 0,27 £ 0,04 32+4

La spectroscopie d’impédance impose un potentiel de tres faible amplitude ce qui ne relate pas
la réalité des expériences ex-vivo qui seront développées par la suite. Effectivement,
I’électroporation est une technique qui utilise des tensions de I'ordre de 50 a 1300 V, ces
tensions peuvent faire intervenir d’autres phénoménes de conduction non visibles par cette
technique.

L’idée est donc de déterminer quel est le type de conduction électrique dans le volume de
I’hydrogel et de mettre en évidence (ou pas) la contribution des DWNT.

G.ii. Mesures de courant de polarisation et conduction

La suite de la caractérisation électrique de nos matériaux consiste a appliquer un champ
électrique continu variable sur différentes préparations d’hydrogels. L’hydrogel
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nanocomposite fabriqué possede trois phases a savoir I'eau, le polymere et les DWNT. Les
expériences précédentes ont permis de déterminer la conductivité de I'électrolyte.

a. Phénoménologie

Dans les matériaux a caractere isolant, la polarisation diélectrique décrit la capacité des
éléments polaires (nuage électronique, molécules, ions) de ce matériau a s’orienter dans la
direction du champ électrique imposé. Cet effet de polarisation est en décalage temporel avec
le champ électrique. En effet, ce retard s’exprime par un déphasage en régime sinusoidal,
(déphasage absent en régime continu). Les éléments aux propriétés polaires présentent dans
les matériaux différentes polarisabilités qui permettent donc d’étre identifiées comme décrit
dans le Tableau 4-7.

Tableau 4-7 : Type de polarisation observée avec et sans champ électrique.

Type de polarisation Sans champ électrique Avec champ électrique

Electronique

Déplacement orbital du nuage
électronique par rapport au noyau

Atomique

Déplacement des atomes au sein @NW\@
de la molécule @NW\@

D’orientation

Provient d’'un moment dipolaire O Q O D
permanent (molécule polaire) G 0 G D

De charge d’espace

Charges partiellement liées qui se %888% 88888
déplacent d’un piége a un autre ®EOEO® HHOOE
CORO®E O®E®EE

L'application d’un champ électrique aux bornes d’un matériau diélectrique fait intervenir les
différents types de polarisations préalablement cités. Ces polarisations interviennent selon
leurs temps de relaxation respectifs. En effet, dés que la fréquence augmente, on observe la
contribution de ces différents phénomenes.

Par la suite, on cherchera a évaluer les mécanismes de conduction dans un matériau sous une
polarisation continue. Dans notre cas, nous visualiserons donc la réponse d’un courant aux
temps longs, nous aurons donc la représentation de la réponse a basses fréquences. A
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contrario, les temps courts correspondent typiquement a une image de la réponse a haute
fréquence.

Lorsqu’un matériau aux propriétés diélectriques est soumis a une tension continue, le courant
résultant évolue en fonction du temps et il en résulte alors deux phénomenes distincts. Au
temps courts, on observe un phénomeéne transitoire (Fig.4-18) qui se traduit par un pic de
courant dépendant de la tension appliquée aux bornes de I'échantillon, mais qui est
également sujet a la capacité a hautes fréquences du diélectrique considéré. Au fur a mesure
du temps, une diminution du courant s’opére pour atteindre une valeur constante
correspondant au phénomene de polarisation du matériau considéré mais aussi des interfaces
matériau/électrode.
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5x109|[f o \ 11,2
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00000 T Temos [IIML 1,0
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Figure 4-18 : Evolution du courant traversant un échantillon CTRL-AG en fonction du temps lors de I’application
d’une tension continue aux bornes de [’échantillon. L’encadré représente la variation des courants
d’absorption, de conduction et de résorption en fonction du temps dans un diélectrique solide soumis a un
créneau d’une tension continue 32°.

Cette variation de courant au cours du temps peut mettre un temps trés long avant de se
stabiliser. Le courant de polarisation peut donc se décomposer en :

(J Un courant d’absorption 1, qui correspond a la partie transitoire

(3 Un courant de conduction I qui lui correspond au régime stationnaire

En fait le courant d’absorption (I, ) correspond au courant de charge ( Ip) auquel on soustrait
le courant de conduction (I ).
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Dans un matériau diélectrique, le courant d’absorption est intrinsequement lié a I'orientation
des dipoles dans le sens du champ électrique appliqué.

Au fur et a mesure du temps, les dipoles atteignent graduellement leurs positions d’équilibre,
ainsi le courant provoqué par ces déplacements diminue. Une fois le régime stationnaire
atteint, le courant de conduction est lié aux déplacements d’éléments libres au coeur de la
matrice comme les électrons, les trous ou encore les ions. Ce régime détermine la conductivité
intrinséque du matériau.

Les matériaux a caractere diélectrique présentent plusieurs phénomenes de conduction :

(J Meécanisme de conduction limité pas les interfaces (Schottky, effet tunnel (Fowler-
Nordheim))

Les phénomenes d’injection des porteurs de charge d’un matériau liquide/solide par I'effet
« Schottky » ou |'effet « Fowler-Nordheim » peuvent dans ce cas étre utilisé.

(O Meécanisme de conduction limitée par le volume

Les phénomeénes de conduction volumique peuvent étre de différentes origines a savoir
ohmique, ionique, Poole-Frenkel ou encore charge d’espace.

b. Mécanismes de conduction aux interfaces

Il existe plusieurs mécanismes limitants par les interfaces des matériaux (Fig.4-19). En effet,
les matériaux diélectriques posseédent des propriétés de conduction sous champ électrique
mettant en jeux l'injection de charges apportées par les électrodes dans la bande de
conduction du diélectrique mais également un échauffement qui provoque un gain d’énergie
thermique. Ces deux phénomenes permettent I'abaissement de la barriere de potentiel. Les
courants de conduction dans ce cas sont limités par I'injection de charges. Effectivement, si
I'injection de charges dans le matériau est faible, au regard de la mobilité de ces mémes
charges au sein du matériau diélectrique considéré, il y a limitation par les interfaces.

E

<

(1) Effet thermoélectrique (Schottky)

o [\ . . e as .
@ Injection tunnel assistée thermlquement

(Fowler-Nordheim)

Ex mrrdzrzrrzrrriez, \ (@ Injection tunnel (Fowler-Nordheim)

Métal Diélectrique

Distance

Figure 4-19 : Diagramme des bandes d’énergie a I'interface matériau/électrode (notée @o hauteur de barriere
a E=0/ @ hauteur de barriére a E>0) 3%¢
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Il existe trois principaux mécanismes d’injection de charge :

1. Schottky :
Par I'application du champ électrique, la barriére de hauteur @, diminue pour permettre aux
charges de franchir cette barriere plus facilement par activation thermique.

2. L’effet tunnel :
Les charges traversent la barriere a énergie constante

3. L’effet tunnel / Fowler-Nordheim :
Les charges pourront ici traverser la barriére de potentiel par absorption d’énergie
thermique.

Ces différents phénoménes liés au contact matériau/électrode sont fondamentaux dans
'injection de charge aux interfaces du matériau considéré et nécessitent dans notre cas d’étre
pris en compte.

c. Mécanismes de conduction volumique

Dans le cadre de ces travaux, nous étudierons principalement les mécanismes de conduction
en volume.

(3 Conduction Ohmique

Sous faible champ électrique, les matériaux a caractere diélectrique sont régis par la loi
d’Ohm, la densité de courant circulant est fonction du champ électrique.

J = oF

] étant la densité de courant en A/cm?, le champ électrique est notée EenV/met o la
conductivité du matériaux en S/m et indépendante du champ électrique. Lorsque I'on trace
la densité de courant J en fonction du champ électrique E, on doit donc observer une droite.

(J Conduction ionique

La conduction ionique s’anime par une série de sauts au-dessus des barrieres de potentiel. De
ce fait, les ions sont capables de se déplacer d’un état d’énergie a un autre.

Pour la densité de courant, on a :

aUE
J=]Josinh [KBT]

Avec q la charge électrique, Kgla constante de Boltzmann, T la température, l; la distance de
saut ionique d’un puits de potentiel a un autre.

On observe alors deux cas :

- Siql;E < KgT, le courant est proportionnel au champ électrique. On est donc dans
le cas d’un comportement Ohmique.
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- Dans l'autre cas typiquement pour des champs électriques plus forts :

P-qLE

J=)o e[ KpT

Lorsque I'on trace la représentation de conduction ionique InJ = f(E) on doit alors observer
qLE

une droite ayant une pente égale a T
B

Ce phénomeéne se produit pour des états d’énergie et des sites relativement proches,
permettant ainsi aux ions de sauter d’un puit de potentiel a un autre. L'énergie permettant le
franchissement de la barriere est apportée par le champ électrique.

(3 Conduction de type Poole-Frenkel??”

Ce type de conduction est régi par le déplacement des porteurs provenant de bande de
conduction qui sont entrainés par le champ électrique puis piégés dans un site de profondeur
@o (hauteur de barriére) (Fig.4-20). Ainsi pour contribuer au courant, le porteur doit s’extraire
du piege en franchissant une hauteur de barriére Z. Celui-ci doit donc acquérir I'énergie
thermique KT pour franchir cette barriere.

—_— \ e e[on fim’r]
\ 1 r Bande de

[N *\ conduction
o P0—-E=0
@—-E=+0

Métal Isolent Métal >
Distance

Emission Poole-Frenkel

Q‘Prl

Energie

Figure 4-20 : lllustration présentant schématiquement a quoi correspond I’effet Poole-Frenkel??53%,

L'effet du champ électrique contribue au passage électrons du fait de la réduction de Ia
barriére de potentiel d’une quantité :

1
A — @ = Bpr E2
La densité de courant s’exprimant par :

D0~ PpryE
J=Joe XBT

Pour identifier ce phénomeéne il suffit de tracer In (j) en fonction de (E %) on observe alors
une droite qui nous permet d’identifier le mécanisme de conduction volumique. Par ailleurs
ce mécanisme est également analogue a l'effet Schottky (mécanisme de conduction
interfaciale).
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d. Mesures des échantillons DWNT-AG

[ Conduction ohmique
La Figure 4-21 présente les résultats des mesures de courant en fonction du champ électrique
appliqué, pour différentes concentrations en DWNT. Cette courbe montre I'augmentation de
la densité de courant en fonction de la concentration en DWNT. Les échantillons a 30 et 40%m
de DWNT présentent une augmentation significative de la densité de courant, respectivement
au voisinage de 8 V.cm™ et 4 V.cm™. Il n’y pas de variation significative pour les échantillons
de concentration inférieure, du moins pour les valeurs de champs électriques présentées.

Notons que le mécanisme de conduction n’est pas de type ohmique. En effet, celui-ci ne suit
ne forme pas de droite dans un tracé J(E).

& [0 0% ' ' -
N [ O 30%

,g L 20% §
S| o 10%

. 0% 7

< b ]

4 6
E(V/cm)
Figure 4-21: Graphique représentant la variation de densité de courant en fonction du champ électrique a
différentes concentrations en DWNT. Cette représentation dans le cas ol on obtient une droite, correspondrait
a un mécanisme de conduction de type Ohmique.

Cette étude permet d’observer l'influence de la concentration en DWNT sur la densité de

courant traversant I'échantillon. A présent, il est possible de tracer différents modeles de

conduction préalablement cités, permettant de déterminer le mécanisme de conduction.

Néanmoins I"application de tensions de cet ordre de grandeur entraine probablement une
modification temporaire ou définitive du réseau polymérique.

[ Conduction Poole-Frenkel
Apres avoir tracé les différents modeles évoqués précédemment, les échantillons comportant
des DWNT forment une droite lorsque I'on trace Ln(]) en fonction de VE (Fig.4-22). On met
en évidence un mécanisme de conduction de type Poole-Frenkel activé par le champ
électrique appliqué. Le champ électrique appliqué aux bornes de I’échantillon a pour effet de
diminuer la barriere de potentiel et ainsi de permettre le saut des électrons d’un puit de
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potentiel a un autre. Néanmoins, la variation linéaire du logarithme de la densité de courant
en fonction de la racine carré du champs électrique correspond également a un mécanisme
de conduction de type Schottky®?°. Ce mécanisme décrit dans la suite de ce manuscrit est

limitant par les interfaces du matériau.
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Figure 4-22 : Graphique représentant le logarithme de la densité de courant en fonction de la racine carrée du
champ électrique a différentes concentrations en DWNT. Cette représentation linéaire illustre un mécanisme
de conduction de type Poole-Frenkel ou Schottky ;(a) 0% en DWNT ; (b) 10% en DWNT ; (c) 20% en DWNT ; (d)
30% en DWNT ; (e) 40% en DWNT .
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Ces mesures permettent de mettre en évidence quel mécanisme de conduction gouverne les
hydrogels nanocomposites contenant des DWNT. La profondeur et la densité des puits sont
plus ou moins élevées en fonction de la concentration en DWNT.

Néanmoins, ces résultats sont a interpréter avec précaution. En effet, les mécanismes Poole-
Frenkel et Schottky (Thermoélectroniques) se confondent répondant tout deux par une droite
lorsque l'on traceln (J) = f (\/F ), il est donc nécessaire d’approfondir les mesures.
Effectivement, en faisant varier la température il est possible de mettre en évidence des lois
des phénoménes thermiquement activés. L’effet Schottky étant trés sensible a la température,

, . 1 . , , .
la représentation de Ln(TL) =f (;) doit se présenter sous la forme d’une droite. Ces mesures
2

pourraient confirmer qu’il s’agit d’un phénomene d’injection de type Schottky. Le phénoméne
de conduction volumique, de type Poole-Frenkel (CNT) a déja été rapporté dans la
littérature330331,

Au cours de ces travaux, ces mesures complémentaires n’ont pas pu étre effectuées, faute de
temps. L’hypothése d’un mécanisme de conduction par effet Schottky reste donc a étre
démontrer.

e. Mesures des échantillons CTRL-AG

[ Conduction ionique
Concernant les mesures électriques effectuées sur des échantillons sans DWNT, on peut
observer que la variation de densité de courant en fonction du champ électrique ne suit pas
un comportement ohmique.

En revanche, lorsque I'on trace Ln (j) en fonction de E (Fig.4-23) on observe une droite
permettant de mettre en évidence un mécanisme de conduction gouverné par les ions.
D’aprés les mesures réalisées sur ces mémes échantillons (eau D.I (0,0004 mS.cm™)) par
spectroscopie d'impédance (Tab.4-6), la valeur de conduction met en évidence la présence
d’ions au coeur du réseau et ce méme en tres faible quantité, méme si le champ électrique est
bien plus faible (facteur 10). La Figure 4-25(a) illustre schématiquement le déplacement des
ions au travers de I’échantillon CTRL-AG et DWNT-AG a différentes concentrations en DWNT
sous |'effet d’'un champ électrique. Les ions dans le cas de I"échantillon CTRL-AG peuvent se
déplacer d’un puit de potentiel a un autre, acquérant par I'effet du champ électrique assez
d’énergie pour se déplacer de site en site. Ceci permet aux ions de traverser le réseau de part
en part. Néanmoins, il n’est pas exclu que le phénomeéne de conduction soit comme dans le
cas précédent limitant par les interfaces électrode/matériau.
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Figure 4-23 : Graphique représentant le logarithme de la densité de courant en fonction du champ électrique
pour I’échantillon CTRL-AG. Cette représentation formant une droite illustre un mécanisme de conduction de
type ionique.

[ Conduction Poole-Frenkel / Schottky

Le mécanisme de conduction volumique est de nature ionique, en revanche il est possible que
les interfaces jouent également un réle sur le mécanisme de conduction. Afin de vérifier que
la conduction est gouvernée par les ions, il est impératif de vérifier Ln (J) = f(\/E) (Poole-
Frenkel, Schottky). La Figure 4-24 illustre la fonction Ln (J) = f(VE) qui correspond a un
mécanisme de conduction gouvernée par les interfaces (Schottky). Comme précédemment

pour vérifier si ce mécanisme (Schottky) gouverne la conduction il est nécessaire d’effectuer

une étude en température en tragant Ln(TL) = f(%) .
2

-12 T T T T
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Figure 4-24 : Graphique représentant le logarithme de la densité de courant en fonction de la racine carrée du
champ électrique pour I’échantillon CTRL-AG. Cette représentation formant une droite illustre un mécanisme
de conduction de type Poole-Frenkel ou Schottky.
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Ces projections différentes illustrent deux possibilités concernant le mécanisme de conduction.
En effet, celui-ci pourrait étre comme le montre la Figure 4-23 ionique et donc limitant par le
volume ou encore (Fig.4-24) de type Schottky, limitant par les interfaces. Des mesures en
température permettraient de vérifier si le phénoméne de conduction est limitant par les
interfaces.

(J Représentation schématique des phénomeénes observés

La Figure 4-25 illustre les différents mécanismes de conduction en fonction de la
concentration en DWNT. L’échantillon CTRL-AG (Fig.4-23) semble suivre un mécanisme de
conduction ionique illustré en Figure 4-25(a). L'ajout de DWNT provoque un changement de
mécanisme a priori de type Poole-Frenkel (Fig.4-23(b)) illustré Figure 4-25(b). En effet, le
champ électrique appliqué aux bornes de I’échantillon permet d’abaisser la barriere de
potentiel des piéges repartis au travers du nanocomposite DWNT- AG. Ce phénomeéne permet
aux électrons de sauter d’un puits a un autre entrainant ainsi le phénoméne de conduction
électrique. Plus la quantité de DWNT augmente (Fig.4- 25(c)) et plus la distance de saut
diminue, et dés 30%m en DWNT il semble apparaitre un phénomeéne que I'on pourrait qualifier
de percolant.

En effet, plus le nombre de DWNT augmente et plus la distance entre les DWNT diminue. Sous
I'effet du champ électrique, la distance diminue davantage jusqu’a atteindre la conduction

électrique.
(a) (b) (<)
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Figure 4-25 : lllustration représentant les différents mécanismes possibles de conduction mesurée en fonction de
I’échantillon. (a) CTRL-AG illustrant un mécanisme de conduction ionique. (b, c) DWNT-AG illustrant un mécanisme
de conduction de type Poole-Frenkel.

Cette illustration relate les phénoménes observés lors des mesures. Cependant, des
expériences complémentaires sont nécessaires afin de déterminer si le mécanisme limitant
concernant les échantillons DWNT-AG n’est pas de caractere interfacial et effectivement lié a
I’effet Schottky.
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La quantité de DWNT semble assez élevée. Toutefois, n’oublions pas qu’il s’agit d’un réseau
triphasique expansé par la présence de I'eau engendrant donc un chemin de conduction
théorique plus long que pour les matériaux biphasiques contenant la méme concentration
massique en NTC.

De plus amples études sont nécessaires afin de préciser si le mécanisme de conduction est
gouverné par effet Schottky.

CONCLUSION

Les études concernant le séchage et le regonflement ont permis de contréler la géométrie du
dispositif mais également de déterminer le mécanisme de diffusion responsable du
gonflement, d’évaluer la quantité de liquide que celui-ci peut retenir et donc la quantité de
médicament pouvant étre stockée au cceur de I’hydrogel.

La stabilité de gonflement en fonction du pH a également été étudiée tout comme le potentiel
relargage des DWNT exposés a une solution de sueur artificielle et a une température élevée.
Cette stabilité des échantillons DWNT-AG a différents pH permet une large fenétre d’utilisation
du dispositif et nous permet donc de travailler avec différents types de molécules, selon leur
stabilité en solution.

Les images en microscopie électronique illustrent une bonne distribution des faisceaux de
DWNT a I'état déshydraté, mais a contrario les mesures par spectroscopie d’impédance ne
donnent aucun signe de percolation des DWNT a I’état hydraté. Cet effet peut présenter
différentes origines, en effet la présence d’ions pourrait conduire a une conductivité électrique
dominée par ces derniers, ce qui pourrait étre le cas pour les échantillons en solution ionique
(PBS) mais qui ne devrait pas I’étre dans I'’eau désionisée (méme si elle possede elle-méme des
ions provenant de I'agarose). D’un autre cété, il est possible que le seuil de percolation ne soit
pas atteint ce qui semble peu probable pour les échantillons trés concentrés. Il semble donc
que l'activation de la conduction électronique ne s’opére pas aux champs électriques faibles
comme le suggérent les expériences courant/tension a champs électrique élevés. Par ailleurs,
le phénoméne de conduction est observable a des concentrations trés grandes en DWNT, qui
semblerait étre activé par le champ électrique appliqué. Toutefois, des études
complémentaires demeurent nécessaires afin de déterminer précisément le mécanisme de
conduction.

Néanmoins, il n’est a priori pas forcément nécessaire d’atteindre la percolation des DWNT pour
la fabrication du dispositif. Pour permettre de répondre a cette question de nombreuses autres
études demeurent nécessaires.
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CHAPITRE 5

EXPERIMENTATIONS EX VIVO
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INTRODUCTION

Ce chapitre a pour but de démontrer la faisabilité d’utiliser les hydrogels nanocomposites pour
la délivrance transdermique de molécules pharmacologiques. Aprés avoir caractérisé notre
matériau d’un point de vue structural, morphologique, électrique et en termes de capacité de
stockage d'une molécule, des tests préliminaires (ex vivo) ont donc été effectués dans le but de
valider notre approche.

Ce chapitre développe donc les différents protocoles développés et testés ex-vivo sur peau de
souris. Les observations par microscopie a fluorescence vont permettre d’observer le
marquage a la surface de la peau par la molécule d’intérét.

Par ailleurs, les caractérisations électriques effectuées dans le chapitre précédent ayant
montré la complexité d’un tel matériau du point de vue des phénoménes de conduction, nous
avons donc également réalisé des mesures de courant lors des expériences ex-vivo couplées a
des observations par microscopie a fluorescence. Ces expériences ont pour but d’observer
I’évolution du courant en fonction des impulsions appliquées. De plus ces mesures visent a
mettre en évidence I’effet des nanotubes de carbone sur le courant traversant la peau et I'effet
des stimuli électriques sur le relargage de la molécule considérée.
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I. Tests ex-vivo des dispositifs
A. Electrodes métalliques

Les expériences d’électroperméabilisation préliminaires ont été effectuées a Iaide
d’électrodes classiques (cf. Chapitre2 — Dispositif expérimental — Protocole 1) en acier
inoxydable utilisées pour le transfert d’ADN dans le derme332. Ces expériences de contrdle
sans et avec impulsions électriques ont servi de base afin de comparer le potentiel de nos
matériaux sur la pénétration d’une macromolécule au travers de la peau et plus précisément
au travers du stratum corneum.

A.i. Tests de contréle

Dans un premier temps, des expériences sans stimulations électriques ont été réalisées afin
d’observer les niveaux de fluorescence et vérifier I'imperméabilité de la peau vis-a-vis des
molécules de Dextran-FITC.

(3 Observations en microscopie a fluorescence

La Figure 5-1 illustre I'observation en microscopie a fluorescence du marquage d’une peau de
souris (cf : chapitre 2) par du Dextran-FITC (100 uL a 1 mM (Dextran(3,5-5,5 kDa-FITC) dans du
PBS). La solution est simplement déposée en surface de la peau pendant 30 min. Avant
I'observation, un papier absorbant imbibé de PBS est doucement appliqué pour absorber la
solution de Dextran-FITC en excés a la surface de la peau. Sur la Figure 5-1(a), on peut observer
en surface de la peau, de nombreux poils intensément fluorescents imprégnés par du Dextran-
FITC. La Figure 5-1(b) (plus fort grandissement) montre la surface de la peau et plus
précisément le stratum corneum qui présente une fluorescence trés faible (Fig.5-1(c)).
Cependant, méme si la forte intensité de fluorescence des poils ne permet pas d’observer en
détail la surface de la peau (contraste tres fort), il semble évident que la solution n’a pas
pénétré au travers de la peau. Cette observation est en accord avec le fait que la diffusion
passive a travers la barriére du stratum corneum, ne peut se produire que pour des molécules
de petite taille (i.e. la nicotine (162 g.mol?)) ce qui est impossible pour le Dextran-FITC qui a
une masse molaire d’environ 4500 g.mol™* (4,5 kDa).
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Figure 5-1 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différents grandissements de la peau de souris Nude
aprés 30 min de contact avec 100 uL de Dextran-FITC (1mM) sans stimulation électrique ; (a) Surface exposée ; (b)
Agrandissement de la surface exposée ; (c) Zoom numérique X400 de (b).

Ces tests nous permettent de démontrer I'impossibilité a la molécule de Dextran-FITC, sans
stimulus externe, de traverser le stratum corneum. Cette expérience illustre bien la trés faible
perméabilité de la peau, principalement gouvernée par le stratum corneum.

A.ii. Tests d’électrostimulation

Les expériences suivantes ont consisté a appliquer un champ électrique entre deux électrodes
métalliques (acier inoxydable, cf. Chapitre 2 — Protocole 1). Pour délivrer les impulsions
électriques, les électrodes sont reliées a un générateur de tension tel que décrit dans le
chapitre 2. Les électrodes sont distantes de 0,4 cm "'une de l'autre.

Deux expériences différentes ont alors été menées ; 'une consiste a appliquer le champ
électrique en présence de la solution de Dextran-FITC déposée entre les électrodes, alors que
dans l'autre, la solution de Dextran-FITC est ajoutée aprés |'application des impulsions
électriques. Le tableau ci-dessous décrit les paramétres électriques utilisés pour les
expériences d’électrostimulation.

Tableau 5-1 : Paramétres expérimentaux utilisés lors des expériences ex-vivo

v U (négatif) T (positif) T intermédiaire P R Distance Inter- Champ
(positif) volt (ms) (ms) (seconde) électrode (cm) électrique
volt (V/cm)

300 0 20 0,010 1 10 0,4 120
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a. Electrostimulation en présence de la solution de Dextran-FITC

La Figure 5-2 montre les résultats obtenus avec les paramétres électriques utilisés (voir
tableau 5-1) lorsque la solution de Dextran-FITC est laissée en contact 30 minutes apres
I’électrostimulation. Avant I'observation en microscopie a fluorescence, un papier absorbant
imbibé de PBS est doucement appliqué pour éliminer I’excés de solution de Dextran-FITC non
adsorbée sur la peau.

(J Observations en microscopie a fluorescence

On peut observer (Fig.5-2(a)) un marquage fluorescent qui correspond a I’endroit ou a été
déposée la solution de Dextran-FITC. Au niveau de la cathode, on remarque une trés légere
marque laissée par I'électrode utilisée. De l'autre c6té, a I'anode aucun changement
significatif n’est observable ; le marquage n'est que trés superficiel (seuls les poils sont
marqués) comme en I'absence de champ électrique. La Figure 5-2(b) montre plus précisément
la structure de surface de la peau coté cathode. En effet, outre les poils, on observe clairement
gue la molécule fluorescente réveéle des amas fluorescents principalement constitués de
peaux mortes superposées. On peut observer que la solution n’a pas ou trés peu pénétré au
travers du stratum corneum et que le marquage n’est que superficiel. De plus, il semblerait
que dans cette configuration, il n’y ait pas d’altération significative de la peau (du moins visible
en microscopie a fluorescence).

(b)
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Figure 5-2 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différents grandissements de la peau de souris Nude
aprés 30 minutes de contact avec 100 ulL de Dextran-FITC (1 mM) avec stimulation électrique ; (a) Image de la
surface de la peau exposée au champ électrique (cathode et anode). (b) agrandissement en surface de la
cathode ; (c) Zoom numérique X400 de la cathode.
Dans cette configuration, la structure de la peau ne semble pas significativement modifiée ni
méme altérée. En effet, dans cette configuration expérimentale, le champ électrique passe
préférentiellement a travers le liquide (PBS) et de ce fait n’interagit que trés modérément avec

la peau.
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b. Dépobt de la solution de Dextran-FITC apres électrostimulation

Dans cette configuration, la solution de Dextran-FITC est déposée juste aprés I'application des
trains d’impulsions (Tab.5-1), et laissée pendant 30 minutes comme précédemment. Avant
I'observation en microscopie a fluorescence, un papier absorbant imbibé de PBS est
doucement appliqué pour absorber la solution de Dextran-FITC en excés a la surface de la
peau.

(J Observations en microscopie a fluorescence

La Figure 5-3 présente des marquages fluorescents visibles au niveau de la peau de souris
apres électrostimulation. Ces marques sont présentes au niveau des électrodes et plus
nettement au niveau de la cathode. Dans ce cas, I'empreinte laissée est trés intense. De plus,
la forme des électrodes est tres distincte, ce qui montre I'effet plus prononcé du champ
électrique sur la peau. On peut observer de nombreux points intensément fluorescents
répartis sur toute la surface. En particulier, une zone tres intense indiquant une potentielle
brilure causée par le courant probablement trop élevé (effet de pointe — cf. Chapitre 2
(géométrie d’électrodes)) dans cette configuration. La forte intensité de fluorescence a cet
endroit semble due a l'introduction de la molécule fluorescente dans la Iésion causée par le
champ électrique. Par ailleurs, la surface ou se situait I'anode ne met rien d'autre en évidence
gue l'imprégnation des poils par la solution fluorescente signe que I'lanode ne provoque a
priori aucun effet sur la peau.

Figure 5-3 : Visualisation par microscopie a fluorescence de la surface de la peau exposée au champ électrique
illustrant le marquage du Dextran-FITC notamment du cété de la cathode. Le champ électrique est appliqué,
puis 100 ul a 1 mM de Dextran-FITC sont déposés entre les électrodes.

185



Les observations a plus fort grandissement de ces deux zones (anode, cathode), permettent
de détailler la morphologie de surface de la peau (Figure 5-4(a, b)). On note la présence
(cathode) d'amas cellulaires (cellules mortes observées précédemment), des rides ou sillons
répartis a la surface de la peau, et certains follicules pileux (base des poils). La zone située sous
I’anode illustrée en Figure 5-4(b) ne montre, comme précédemment, aucun signe distinctif de
pénétration de la molécule fluorescente.

(b)
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Figure 5-4 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différents grandissements illustrant le marquage du
Dextran-FITC sous I’effet du champ électrique au niveau de la peau sous les électrodes : (a) a la cathode ; (b) a
I'anode ; (c) zoom numérique X400 a la cathode; (d) zoom numérique X400 a I'anode.

Ces expériences nous permettent de mettre en évidence les limites d’utilisation de ce type
d’électrodes pour la délivrance transdermique de molécules. Par ailleurs, des brulures liées a
forte intensité du champ électrique33333* peuvent étre possibles®32. Ces expériences
préliminaires montrent que dans le cas d'électrodes métalliques et dans cette configuration
expérimentale, un marquage plus prononcé se produit uniquement au niveau de la cathode.
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B.  Electrodes hydrogels nanocomposites

Dans cette partie, les hydrogels d'agarose (CTRL-AG) et d’hydrogels nanocomposites (DWNT-
AG) préalablement séchés ont été placés pendant 24 heures (regonflement) dans une solution
de Dextran-FITC 1 mM (3,5 — 5,5 kDa). Aprés regonflement, nos échantillons CTRL-AG et
DWNT-AG ont été évalués. Les parametres électriques précédemment utilisés sont conservés
(Tab.5-1). Avant le positionnement des électrodes a la surface de la peau, I'excés de Dextran-
FITC est absorbé a I'aide d’un papier absorbant.

B.i. Sans stimulation électrique

Le but de ces expérimentations est de vérifier que nos matériaux n’interagissent pas avec la
peau sans stimulation électrique et en particulier qu'il ne se produit pas de relargage passif de
la molécule conduisant a un marquage de la peau.

(J Observations en microscopie a fluorescence

La Figure 5-5 montre la surface de peaux de souris sur lesquelles les échantillons CTRL-AG
(Fig.5- 5(a, a’, a”’)) ou DWNT-AG1% (Fig.5-5(b, b’, b”’)) ont été placés pendant 30 min. Avant
I'observation, un papier absorbant imbibé de PBS est doucement appliqué pour absorber la
solution de Dextran-FITC non adsorbée sur la peau. On peut remarquer dans les deux cas
(Fig.5-5(a, b)) que seulement certains "spots" sont fluorescents, correspondant a des poils ou
des impuretés ou encore des rides en surface de la peau (Fig.5-5(a’, b’)). Cependant, I'intensité
de fluorescence est trés faible (Fig.5-5(a, b)). Ceci peut étre mis en évidence par le faible
contraste entre la zone exposée et l'auto fluorescence naturelle de la peau. Ces spots
fluorescents sont attribués a la présence de Dextran-FITC présent sur la surface des
échantillons, qui s’adsorbe spontanément et imprégne en partie la surface de la peau et les
poils en particulier.
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Figure 5-5 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différents grandissements de la peau de souris
Nude lorsque les échantillons contenant du Dextran-FITC sont déposés a la surface de la peau sans
stimulation électrique pendant 30 min ; (a) Surface de la peau CTRL-AG ; (b) Surface de la peau DWNT-AG ;
(a”’) zoom numérique X400 CTRL-AG ; (b’) zoom numérique X400 DWNT-AG.

Ces expériences montrent qu'en l'absence de stimulation électrique, les hydrogels d’agarose
et agarose nanocomposites ne provoque pas un relargage spontané de la molécule
fluorescente sur la durée malgré I’hydratation naturelle de la peau. Ce résultat était attendu,
mais cette expérience de contréle n'en était pas moins nécessaire.

Ces expériences montrent également que les molécules fluorescentes du matériau viennent
teinter les poils en surface de la peau. Elles ne donnent cependant aucune indication
quantitative au sujet de leur transfert depuis I’hydrogel mais I'on peut supposer qu'il ne s'agit
que de ce qui reste en surface apres avoir absorbé I’exces de Dextran-FITC juste avant sa mise
en place sur la peau.
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B.ii.

Avec stimulation électrique

Afin de vérifier que nos dispositifs permettent de perméabiliser la peau et également de
délivrer la molécule d’intérét, ils ont été soumis aux impulsions électriques (précédemment
décrites) puis laissés pendant 30 min sur la peau avant la visualisation en microscopie a
fluorescence. Comme précédemment, un papier absorbant imbibé de PBS est doucement
appliqué pour absorber I'exceés de Dextran-FITC déposé sur la peau.

(J Observations en microscopie a fluorescence
La Figure 5-6 présente des images illustrant le marquage du Dextran-FITC au niveau de la
position des hydrogels. La Figure 5-6(a, a’, a”’) et la Figure 5-6 (b, b’, b”) présentent
respectivement les échantillons CTRL-AG et DWNT-AG et compare également les expériences
avec ou sans champ électrique.

En absence de champ électrique, (Figure 5-6 (a, b) identique a la Figure 5-5(a) mais étalonnée
aux mémes valeurs d’intensité de contraste de fluorescence que les expériences apres
électrostimulation Fig.5-6(a’, b’)), aucune fluorescence n’est observée ce qui confirme nos
résultats précédents ainsi que ceux de la littérature, démontrant que I'application d’'un champ
électrique est nécessaire pour la perméabilisation du stratum corneum (SC).

La Figure 5-6 (a’, b’) montre 2 marques circulaires fluorescentes correspondant
respectivement a la cathode et a I'anode. Pour I'échantillon CTRL-AG (Fig.5- 6(b’)), on
remarque une marque intense au niveau de la cathode démontrant le relargage de la molécule
depuis le matériau vers la peau. De plus, on peut observer une marque continue sur tout le
pourtour du disque. Cette marque pourrait provenir des dentelures observées sur les bords
de I'hydrogel lorsque celui-ci est découpé a I'emporte-piece selon le protocole décrit au
chapitre 3. Ces inhomogénéités amplifiées lorsque I’hydrogel regonfle peuvent provoquer un
effet de pointe a ces endroits lorsque le champ électrique est appliqué. Il semblerait que ces
effets favorisent la perméabilisation de la peau (trés localement) et le relargage de la molécule
sur le pourtour du dispositif.

On peut aussi remarquer que le centre du disque présente dans tous les cas une intensité de
fluorescence bien inférieure a celle du pourtour notamment a certains endroits (délimités en
pointillés sur la Fig.5-6). Ceci pourrait s’expliquer par un contact matériau/peau amoindri dans
cette zone ou encore un champ électrique plus faible du fait des aspérités (ou renflements)
de la peau. L'observation principale est que la fluorescence est absente du c6té de I'anode.

En ce qui concerne I'échantillon DWNT-AG (Fig.5-6(b’)), on remarque que lintensité de
fluorescence est bien supérieure a celle de I’échantillon CTRL-AG. Effectivement, le disque
fluorescent (coté cathode) est beaucoup plus prononcé également sur tout son pourtour mais
également du coté en regard avec I'anode. Cette zone est située a I'endroit ol le champ
électrique est le plus intense et donc ou le SC a le plus de probabilité d’étre perméabilisé. De
plus, on peut remarquer des sortes de plis de moindre fluorescence au niveau de |'anode,
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indiquant soit un champ électrique moins élevé a certains endroits, soit des problemes de
contact a l'interface peau / hydrogel nanocomposite). Selon I'équation du champ électrique
E=V /d (en V.cm’), lorsque la distance inter-électrode diminue, I"'amplitude du champ E
augmente. Si E augmente, d’une part la surface perméabilisée des cellules augmente (et donc
la surface de perméabilisation*®1%8) et d’autre part la force électrophorétique appliquée sur
les molécules chargées augmente. Ainsi les molécules chargées pourront migrer plus
facilement.

Les Figures 5-6(a”’, b”’) montrent un agrandissement sur une zone fluorescente de la surface
de la peau. Les sillons et les follicules pileux sont trés contrastés et facilement discernables.
Par ailleurs, on peut également observer de nouvelles structures ayant une forme hexagonale
(encadré en Fig.5-6 (a”, b”’)), montrant l'insertion de la molécule fluorescente au travers du
SC. Ces formes d’hexagones semblables a des nids d’abeilles a la surface de la peau
représentent différentes strates lipidiques du SC formées de kératinocytes morts, dont le
noyau est absent. Les mesures quantitatives de fluorescence effectuées sur la Figure 5-6(a”,
b”’) présentent un niveau de fluorescence moyen de 2400 u.a. (unité arbitraire) pour
I’échantillon CTRL-AG contre 5000 u.a. pour I’échantillon DWNT-AG soit environ un facteur 2.
A fort grossissement, il est visible que les molécules ne sont pas uniformément reparties (sont
indiquées par des pointillés blancs les zones ou le passage de molécules est défavorable). Ceci
illustre bien I'inhomogénéité de la peau et la création de chemins préférentiels au travers du
SC lors de I'application du champ électrique.
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(a) CTRL-AG (b) DWNT-AG(1%)
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Figure 5-6 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différets grandisseents de la peau de souris Nude
lorsque les échantillons contenant du Dextran-FITC sont déposés a la surface de la peau. ; (a, a’, a”’) concerne
les hydrogels CTRL-AG et (b, b’, b”) les hydrogels DWNT-AG. ; (a) et (b) représentent les hydrogels sans
stimulation électrique au méme niveau d’intensité que les images (a’, b”’) — (a’, a”’) et (b’, b”(filtre a 25%) coté
cathode) représentent les échantillons avec stimulation électrique, a deux grandissements différents ; (a’”)
zoom numérique X400 et (b””’) zoom numérique X400.

Ces expériences démontrent donc la faisabilité de notre approche, mais également les
difficultés auxquelles nous seront confrontées pour la suite des travaux afin de parfaire ces
dispositifs. En effet, la possibilité d'utiliser des hydrogels nanocomposites contenant des
nanotubes de carbone pour la délivrance transdermique de molécule semble étre en partie
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atteinte. Toutefois, ces résultats sont préliminaires et nécessitent encore de nombreux efforts
et expériences complémentaires afin de mieux comprendre notre matériau et notamment les
interactions dispositif/champ électrique/peau.

a. Reproductibilité

Chaque souris possede une peau présentant des caractéristiques variables (épaisseur,
hydratation, pilosité,...). Ainsi, la perméabilité de la peau peut varier en fonction de I'animal
et de la zone mise en ceuvre. De plus, I'animal peut se gratter, se battre avec ses congénéres
et avoir ainsi des lésions cutanées qui seront des zones plus sensibles que les autres. C’'est
pour ces raisons que de nombreuses expériences sur peau de souris sont nécessaires afin
d’obtenir un nombre d’observations suffisant pour une étude statistique compléte.

(J Observations en microscopie a fluorescence

La Figure 5-7 présente les tests d’électrostimulation concernant les échantillons CTRL-AG
(Fig.5-7(a, a”)) et DWNT-AG (Fig.5-7(b, b”)) réalisés dans les mémes conditions
expérimentales que les précédentes. Nous confirmons les mémes caractéristiques concernant
I'intensité du signal de fluorescence (intensité de fluorescence CTRL-AG < intensité de
fluorescence DWNT-AG). La Figure 5- 7(a”’, b”’) illustre trés clairement I'apparition des zones
en nids d’abeille également observées lors de |'expérience précédente, montrant la
pénétration de la molécule pharmacologique dans différentes strates du SC. On remarque
également une meilleure homogénéité de la fluorescence du Dextran-FITC pouvant étre
attribuée a un meilleur contact entre le dispositif et la surface de la peau.

Il faut noter aussi que les marques fluorescentes de I'anode et la cathode sont plus
rapprochées, contrairement aux expériences précédentes. Ceci est d0 a la stimulation des
muscles peauciers provoquant la contraction de la peau (en survie) et engendrant de ce fait le
rapprochement des électrodes. Ce phénomene apparait lors des stimulations électriques et
s’accentue avec le nombre d’impulsions délivrées. Ce phénomeéne est directement relié a la
contraction de la peau, qui dépend de l'intensité du champ électrique.

L’échantillon DWNT-AG présente également ce phénomene de contraction qui était moins
visible sur les expériences précédentes. Dans tous les cas, les parameétres électriques doivent
étre adaptés de maniére a prévenir toute mise en contact des deux électrodes. Ce contact
provoque un court-circuit (les lignes de champ ne passent plus dans la peau). Les mesures
quantitatives de fluorescence effectuées sur la Figure 5-7(a”, b”) présentent un niveau de
fluorescence moyen de 2500 u.a. pour l"échantillon CTRL-AG contre 5000 u.a. pour
I’échantillon DWNT-AG soit un facteur 2.
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Figure 5-7 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différents grandissements de la peau de souris Nude
lorsque les échantillons contenant du Dextran-FITC sont déposés a la surface de la peau pour les échantillons
CTRL-AG (a, a’,) et DWNT-AG (b, b’) avec stimulation électrique - (a) et (b) représentent les échantillons a faible
grandissement illustrant les marques a la cathode et a I’'anode. (a’, b’) représente un agrandissement au niveau
la cathode au méme niveau d’intensité ; (a”’) zoom numérique X400 ; (b”’) zoom numérique X400.

Vu le caractére exploratoire de cette étude, la mise en place de protocoles ou d’expériences
permettant de quantifier le nombre de molécules fluorescentes diffusées ou encore de
déterminer la profondeur de pénétration nécessitera de nombreux travaux supplémentaires
notamment par des mesures sur des coupes histologiques. Les expériences réalisées dans cette
étude n’ont jamais été décrites dans la littérature. Ainsi, nous ne disposons pas de références
pour comparer nos résultats.

Par ailleurs, les paramétres sélectionnés pour ces expériences ne sont pas optimisés pour
I'utilisation de ce dispositif. En effet, I'idée est de provoquer la perméabilisation temporaire de
la peau, puis une fois cet état atteint, d’utiliser des tensions plus faibles permettant de favoriser
I’électrophorese. Typiquement, il conviendrait d’appliquer des trains d’impulsions de trés
fortes tensions de 'ordre du kV pendant des temps trés courts, de I'ordre de la us, puis de
diminuer la tension a des gammes comprises entre 10 et 50 V et des durées plus longues (de
I'ordre de la ms ou s) pour favoriser le régime électrophorétique de la macromolécule.
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B.iii. Tests d’électrostimulation couplés aux mesures de courant

Afin de mieux comprendre et interpréter les résultats précédemment observés en
microscopie a fluorescence, nous avons utilisé lors des expériences d’électroporation, un
dispositif de mesure de courant permettant de suivre son évolution en fonction du temps lors
au niveau de la peau de souris. (cf. Chapitre 2 - Dispositif expérimental (protocoles))

a. Mesures de courant et observations ex vivo

(J Echantillons CTRL-AG et DWNT-AG1%

Dans la continuité des expériences précédentes, on se propose maintenant de mesurer le
passage du courant au travers de la peau de souris pour les échantillons CTRL-AG et DWNT-
AG1% séché puis regonflés. La Figure 5-8 présente les mesures de courant en fonction du
temps lors de la dixieme impulsion appliquée (derniere impulsion de 20 ms). On peut
remarquer que l'allure de la courbe suit une décroissance exponentielle. En effet, le courant
atteint un pic de 1,09 A pour I’échantillon CTRL-AG contre 1,29 A pour |'échantillon DWNT-AG.
Le courant diminue ensuite pour atteindre approximativement 0,6 A. Les niveaux de courant
sont trés élevés ce qui confirme en partie la perméabilisation de la peau. Dans ces conditions
expérimentales, on remarque que le courant qui traverse la peau pour I'échantillon DWNT- AG
est bien supérieur a celui de I'échantillon CTRL-AG. Ceci illustre bien I'effet des DWNT sur le
passage du courant.
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Figure 5-8 : Graphique représentant l'intensité du courant traversant la peau en fonction du temps lors de la

derniére impulsion pour I’échantillon CTRL-AG et DWNT-AG dans les mémes conditions expérimentales.
(électrodes de contact en acier inoxydable).

Ces valeurs de courant sont relativement élevées et pourraient potentiellement entrainer une
brilure de la peau.
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Toutefois, a ce stade de I'étude, il est difficile d’estimer, sans études approfondies, si la peau
est modifiée de fagon réversible ou irréversible. En effet, I'amplitude et le temps d’impulsions,
ainsi que le nombre de répétitions sont des paramétres fondamentaux a prendre en compte
afin d’établir une perméabilisation effective et réversible de la peau.

Par ailleurs, vu les valeurs de courant mesuré, il est possible d’atteindre dans ces conditions
la fusion du stratum corneum (60°C) et de favoriser la croissance des LTR (Local Transport
Region)®0:335336 || est donc nécessaire de minimiser cet état de « fusion », étant donnée la
non réversibilité de ce mécanisme3?’.La taille de ces LTR dépend de I'amplitude ainsi que de
la durée des impulsions appliquées sur la peau. Ces régions caractéristiques ne sont
observables que pour des hautes tensions appliquées3. Si le courant traversant ces régions
augmente trop, il se produit alors la fusion du stratum corneum et une croissance des pores.
Si les pores atteignent une taille critique, ils resteront ouverts, et ce méme a température
ambiante. lls ne se refermeront alors que plusieurs heures aprés leur création?8 ceci pouvant
engendrer I'entrée de bactéries dans les tissus. Toutefois, ces différentes hypothéses
semblent encore controversées. En effet, la compréhension des mécanismes
d’électroporation et d’échauffement du stratum corneum est encore un sujet activement
étudié. 1l est donc difficile de choisir un modéle pour nos électrodes qui integrent des
matériaux différents ainsi qu’'une géométrie et une fonctionnalité différentes. L'interaction
matériau/peau, ainsi que le profil du champ électrique traversant la peau peuvent en effet
étre modifiés par la présence des DWNT et engendrer différents effets. De plus amples
investigations sont nécessaires pour décrire précisément ces phénoménes.

La mesure de courant sur les échantillons déshydratés puis regonflés permettent de mettre en
évidence I'effet des DWNT sur le passage du courant a travers la peau lors de la dixieme
impulsion.

(3 Evolution du courant en fonction du nombre d’impulsions

Les mesures relevées sur I'oscilloscope ont permis de tracer I'intensité maximale du courant
en fonction de I'impulsion appliquée (Figure 5-9). Lors des premiéres impulsions, on observe
une augmentation linéaire pour les échantillons. La pente de I’échantillon DWNT-AG présente
une plus forte inclinaison. Le gain en courant est approximativement de 15% entre
I’échantillon DWNT-AG et CTRL-AG. On peut remarquer que plus le nombres d’impulsions
augmente et plus la perméabilisation de la peau est effective.
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Figure 5-9 : Graphique illustrant I’évolution du courant au travers de la peau en fonction de I'impulsion (0 a 10)
pour les échantillons CTRL-AG et DWNT-AG (électrodes de contact en acier inoxydable).

L’évolution du courant en fonction du nombre d’impulsions appliquées illustre I’effet du champ
électrique sur la peau. Le passage du courant illustre I'état perméabilisé de la peau mais peut
également traduire une certaine déstructuration si celui-ci est trop important ou augmente
brutalement. Il semble que le courant augmente de fagon linéaire avec le nombre d’impulsions,
ce qui est en accord avec le fait que plus le nombre d’impulsions augmente et plus le courant
augmente338(jusqu’a atteindre un seuil).

L’utilisation de I’hydrogel nanocomposite permet donc une augmentation de ce courant pour
les mémes parameétres électriques appliqués.

(J Observations en microscopie a fluorescence
L'observation de la surface de la peau souris a été effectuée selon le méme protocole
précédemment décrit. La Figure 5-10 montre la surface de la peau de souris aux niveaux des
hydrogels et soumis au champ électrique. Les zones observées sont le coté de la cathode étant
le plus proche de I'anode. Pour les deux échantillons, on observe une surface plus ou moins
marquée par le Dextran-FITC. Néanmoins lorsque que 'on effectue en agrandissement, on
s’apercoit de la présence de structures hexagonales témoignant de la pénétration du principe
actif dans le stratum corneum. Comme dans le cas précédent, le marquage de I’échantillon
DWNT-AG est plus intense que pour I’échantillon CTRL-AG. Ces images appuient d’une part
I’effet du champ électrique sur la peau mais également la pénétration du principe actif dans
le SC. Les mesures quantitatives de fluorescence effectuées sur la Figure 5-10(a’, b’)
présentent une intensité de fluorescence moyenne de 1000 u.a. pour I'échantillon CTRL-AG
et de 1300 u.a. pour I'échantillon DWNT-AG. Bien que I'on ne retrouve pas le facteur 2 comme
dans les expériences précédentes, ces mesures montrent une fluorescence plus importante
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pour I’échantillon DWNT-AG et la présence du marquage en nid d’abeilles qui n’est pas ou peu
présent pour I'’échantillon CTRL-AG.

(a) CTRL-AG 0% (b) DWNT-AG 1%

X400%

Figure 5-10 : Visualisation par microsopie a fluorescence a différents grndissements de la peau de souris
Nude lorsque les échantillons contenant du Dextran-FITC sont déposés a la surface de la peau pour les
échantillons CTRL-AG (a, a’,) et DWNT-AG (b, b’) avec stimulation électrique - (a) et (b) représentent les
échantillons a faible grandissement illustrant les marquages fluorescents a la cathode ou le champ électrique
est maximum (distance inter électrode la plus faible). (a’, b’) représente un agrandissement au niveau la
cathode au méme niveau d’intensité ; (a”’) et (b”’) représente un zoom numérique X400 (électrodes de contact
en acier inoxydable).

Ces résultats illustrent le potentiel de ce dispositif pour la diffusion transdermique de
molécules, du point de vue des mesures électriques mais également du point de vue des
observations microscopiques. Les mesures électriques en chapitre 4 ont montré qu’en
augmentant le pourcentage massique en DWNT, il était possible d’améliorer significativement
les propriétés électriques du dispositif a faible champ électrique. Pour cette raison, dans la
suite de ce chapitre, nous avons donc d’effectué des tests sur peau de souris avec des
pourcentages massiques de 10, 20, 30 et 40% en DWNT.
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C. Tests ex vivo couplés aux mesures de courant a
différentes concentrations en DWNT

Ici les expériences consistent donc a évaluer le courant traversant le systeme (Hydrogels/
Peau) ainsi que le relargage du dispositif lors des impulsions électriques (mémes conditions
expérimentales que précédemment) en faisant varier les concentrations en DWNT. Dans ces
expériences, les échantillons hydrogels nanocomposites et hydrogel contréle sont a I'état
initial immergés dans un bain de Dextran-FITC 1 mM pendant 24 heures afin d’échanger I'eau
désionisée présente dans le réseau par le Dextran-FITC. Ce choix est lié au fait que le séchage
des hydrogels avec NTC a des concentrations importantes conduit a de fortes déformations
du matériau, que nous avons souhaité éviter. Nous avons utilisé le méme dispositif
expérimental que précédemment décrit pour les 2 séries de tests effectués (cf. Chapitre 2).

(J Mesures du courant
Pour le test 01, on peut noter que l'intensité du courant mesuré augmente avec la
concentration en DWNT. Le courant mesuré pour I'échantillon CTRL-AG est de 1 A. Cette
valeur est quasi identique a celle obtenue précédemment. En revanche lors du test 02, le
courant mesuré pour I"échantillon CTRL-AG est de 1,33 A ce qui est quasiment la valeur
obtenue pour le test 01 a 20 et 30%. Cette valeur peut étre en partie expliquée par le fait que
les souris ont toutes une peau différente et un état surface différent plus ou moins homogéne.

Hormis cette donnée, plus la quantité de DWNT augmente plus I'intensité de courant mesuré
lors de la derniere impulsion augmente ce qui illustre bien I'influence des DWNT sur le passage
du courant (Tab.5-1(Test01)). En revanche, les intensités obtenues sont plus faibles ou du
méme ordre que celles obtenues pour 1% en DWNT.

Tableau 5-2 : Mesures des intensités de courant maximales et minimales a la derniére impulsion associée
pour les 2 tests.

TEST 1 TEST 2
CONCENTRATION IMAX IMIN IMAX IMIN
0% 1 0,27 1,33 0,97
10% 1,09 0,27 1,06 0,86
20% 1,12 0,28 1,31 09
30% 1,19 0,3 1,36 0,96
40% 1,3 0,3 1,54 1,06

198



(J Evolution du courant en fonction du nombre d’impulsions

La Figure 5-11 (TESTO2) présente les mesures de courant (/max) en fonction du nombre
d’impulsion appliquée. Lors des premieres impulsions, on observe une augmentation linéaire
pour tous les échantillons. La pente de la droite pour I'échantillon DWNT-AG 40% est
semblable a celles obtenues pour des concentrations inférieures en DWNT. On constate que
tous les échantillons suivent une méme tendance, a savoir une augmentation du courant en
fonction de la concentration, excepté pour I'échantillon CTRL-AG, qui présente un Imax élevé,
guelle que soit I'impulsion. Pour vérifier s’il s’agit bien de la nature de la peau utilisée, le test
nécessite d’étre répété plusieurs fois. Concernant les tests effectués avec les électrodes en
acier inoxydable, on peut constater que le courant est trés élevé et constant et ce des les
premieres impulsions.
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Figure 5-11 : Graphique illustrant I'évolution du courant au travers de la peau en fonction de I'impulsion
(0 & 10) pour les échantillons CTRL-AG et DWNT-AG10, 20, 30, 40% massique.(données non acquises pour le
Test 01) (électrodes de contact en acier inoxydable).

Ces expériences illustrent I'influence des DWNT sur le passage du courant. Toutefois, pour
acquérir plus d’informations, il serait nécessaire de calculer la puissance dissipée pour chaque
impulsion (donnée non acquise). En effet, le produit U x | permet d’obtenir la puissance a un
temps t et donc de calculer la puissance totale dissipée par ces 10 impulsions. Comme dans le
cas précédent I'augmentation du courant induit a priori la perméabilisation de la peau et
favorise la croissance des LTR (Local Transport région)??%:33>336,
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(J Observations en microscopie a fluorescence

La Figure 5-12 présente des images en microscopie a fluorescence a différents grandissements
correspondant a deux séries d’expériences réalisées pendant les mesures de courant avec les
échantillons CTRL-AG et DWNT-AG@10, 20, 30, 40% massique. Les Figures 5-13 (a, b, ¢, d, e)
montrent la surface de la peau exposée (Cathode, Anode). On n’observe pas de différence a
ces grandissement mis a part pour les échantillons (ANODE) CTRL-AG et DWNT-AG@10% qui
présentent des traces de fluorescence qui pourraient étre attribuées a la présence de Dextran-
FITC en excés en surface des échantillons (phénomeéne rarement observé dans ces travaux).
Concernant la Figure 5-13(A, B, C, D, E), on observe un marquage plus ou moins intense selon
I’échantillon. En revanche, |'échantillon DWNT-AG@40% (Fig.5-12(A)) présente une
déformation assez conséquente du co6té de I'anode, qui pourrait provenir du courant intense
(1,5A) qui a traversé I'échantillon.

A plus fort grandissement (Fig.5-12(a’, b’, ¢’, d’, e’)), du c6té cathode, on peut observer que
I’échantillon DWNT-AG@40% présente un marquage uniquement sur les poils a la surface de
la peau et ne semble pas présenter de marquage analogue aux nids d’abeille comme
précédemment observés bien que les mesures de courant ont permis de déterminer une
intensité de courant maximum de 1,3 A.

Les échantillons DWNT-AG®@10, 20% présentent également des formes en nid d’abeille mais
en moins grandes proportions que pour |I’échantillon CTRL-AG.

Lorsque la concentration en DWNT passe de 40 a 10%, il semble que I'on constate une
diminution de la quantité de Dextran relarguée. Effectivement, I’échantillon CTRL-AG a fort
grandissement (Fig.5-12(e”’)) montre de nombreuses marques fluorescentes sous forme de
nids d’abeille illustrant la pénétration du Dextran-FITC dans le stratum corneum, alors qu’il
présente une intensité maximale de courant mesurée de 1 A qui est plus faible que celles
mesurées pour les échantillons DWNT-AG@10, 20, 30, 40%.

Il semblerait donc que la concentration en DWNT pourrait jouer un role sur le relargage de la
molécule. Ainsi, il est possible qu’étant donnée la forte quantité de DWNT, le relargage du
Dextran-FITC s’effectue de maniére différente. On peut également imaginer que la densité de
courant contraigne fortement le matériau empéchant tout relargage.

Concernant le test 02 (Fig.5-12(A’, B’, C’, D’, E’,)) on peut observer que la plupart des
échantillons présentent des marquages fluorescents révélant des formes en nids d’abeille
caractéristique du stratum corneum. On peut discerner que le nombre de ces structures
semble diminuer en fonction de I'augmentation de la concentration en DWNT.
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Figure 5-12 : Visualisation par microscopie a fluorescence a différents grandissements de la peau de souris Nude
lorsque les échantillons contenant du Dextran-FITC sont déposés a la surface de la peau pour les échantillons
CTRL-AG (e, e’, E, E’,) et DWNT-AG (a, a’ A, A’ (40%m), b, b’, B, B’(30%m), c, ¢’, C, C’(20%m), d, d’, D, D’(10%m))
avec stimulation électrique ; (a, A, b, B, C, ¢, d, D, e, E) représentent les images a faible grandissement au niveau
de la cathode et de I'anode, les images (a’, A’, b’, B’, C’, ¢’, d’, D’, e’, E’) représentent a fort grandissement la
zone coté cathode ayant la distance inter électrode la plus faible (champ maximum) (électrodes de contact en
acier inoxydable).

Ces expériences nécessitent de plus amples investigations afin de comprendre plus
précisément l'influence des DWNT sur la perméabilisation de la peau mais également sur le
relargage de la molécule. En effet le champ électrique appliqué est déja trés élevé et il serait

201



nécessaire de déterminer le seuil de perméabilisation de la peau avec les échantillons
DWNT- AG et CTRL-AG en faisant varier la tension appliquée. De plus, les intensités de courant
nous montrent que pour une méme valeur, la perméabilisation ou du moins le transfert a
travers du SC est diminué lorsque la quantité de DWNT augmente suggérant un relargage ou
une capacité de stockage moins importante.

Les expériences réalisées ont eu pour but de démontrer les potentialités d’hydrogels a base de
nanotube de carbone concernant leur utilisation pour la délivrance transdermique. Le manque
temps ne nous a pas permis d’aller plus loin dans I'optimisation des paramétres électriques et
la compréhension des phénoménes mis en cause (perméabilisation, diffusion a travers le SC,
relargage stimulé,...).

D.  Observation topographique des échantillons

Au cours des expériences, (Fig.5-6, 5-7) nous avons détecté des modifications au niveau de
I’électrodes de contact en cuivre mais aussi au niveau des hydrogels. Nous avons donc décider
de regarder ces modifications en partant de I’hypothése que comme nous appliqguons un
courant continu, des phénomenes d’électrolyse et oxydo-réduction pouvaient se produire au
niveau des hydrogels.

La tension minimale de décomposition de I'eau est de 1,3V (par rapport a une électrode de
référence a hydrogéne), ce qui correspond a I'équilibre thermodynamique de la réaction,
I'ampérage lui détermine le flux de gaz produit. La tension minimale d’électrolyse est
indépendante de I'électrolyte utilisé, en revanche la tension appliquée dépend de la nature
des électrodes, de l'intensité du courant ainsi que de la température. Les réactions
électrochimiques pouvant se produire sont :

3 A l'anode (Oxydation) :
Pour I'eau : 2H,0 (1) - 0,(g) + 4H*(aq) + 4e~

Pour le Cuivre : Cu — Cu?t + 2e~

(J A la cathode (Réduction) :
Pour 'eau: 2H,0 (1) + 2e~ —» H,(g) + 20H™ (aq)
Pour le cuivre : Cu?t + 2e~ - Cu
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Figure 5-13: Réactions électrochimiques aux interfaces des électrodes dans la configuration ol la solution est
présente entre les électrodes pendant I'application du champ électrique (électrolyse de I'eau). (électrodes de
contact en cuivre).

On devrait donc observer la corrosion du cuivre du cété de I’anode, et donc comme nous I'avons
précédemment observé le relargage a la cathode. (Les observations proviennent des
échantillons CTRL-AG et DWNT-AG1%m séché et regonflé)

a. Analyses optiques

La Figure 5-14 représente I"’échantillon CTRL-AG a I'anode et a la cathode uniquement car
I’échantillon DWNT-AG est difficilement observable en microscopie optique étant donné
I’opacité et la couleur noire du matériau. On peut remarquer deux états de surface différents.
La cathode (Fig.5-14(a, a’)) présente une surface relativement lisse avec certaines
imperfections en surface ainsi que quelques bulles en faible quantité, si 'on compare a la
I'anode. La Figure 5-14(b, b’) illustre la morphologie de I'anode ou I'on peut clairement
identifier la formation d’une multitude de bulles, a priori initialement remplies d’oxygene.
Cependant, la morphologie (surfacique) a un plus fort grossissement (Fig.5-14(b’)) semble
similaire a celle de la cathode.

Dans les encadrés de la Figure 5-14(a, b), sont montrées les surfaces respectives des
électrodes en cuivre en contact avec I’hydrogel coté cathode et c6té anode. La cathode ne
présente pas de défauts majeurs de corrosion ou de dépdt. L'anode, elle, est largement
corrodée et dégradée par I'électrolyse de I'eau. La corrosion du métal engendre donc la
libération d’ions Cu?* qui pourraient potentiellement interagir avec la peau s'ils parvenaient a
diffuser au travers de I'hydrogel. Lors des expériences, nous avons également remarqué que
le disque en cuivre reste collé a la surface de I’hydrogel uniquement du cété de I'anode, ce qui
pourrait étre lié soit a la corrosion de |'électrode, soit suggérer une augmentation au moins
locale de température. Dans notre configuration, sans inversion de polarité des électrodes,
I'anode ne permet pas le transfert de molécules au travers du SC. Les réactions
électrochimiques semblent également engendrer la déstructuration du matériau a la I'anode.
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Néanmoins, pour éviter ces phénomenes a priori majoritairement anodiques, il semblerait
préférable d’utiliser des électrodes en métal inerte tel que le platine ou encore |'or.

(a) CATHODE (b) ANODE

Bulle d'0,
Bulle d’H,

Figure 5-14 : Visualisation par microscopie optique a différents grandissements, des échantillons électro-
stimulés CTRL-AG coté électrode (a, a’) et (b, b’) illustrant la dégradation des échantillons.

L’électrolyse de I'eau produit normalement un volume de gaz a la cathode (H:) deux fois
supérieur au volume de gaz produit a I’'anode (0:), ce qui est n’est qui n’est pas vraiment le cas
dans nos observations. Finalement, on peut penser que la distance inter électrode (qui modifie
l'intensité du champ électrique) et la durée des impulsions jouent également un réle.

Une piste intéressante que nous n'avons malheureusement pas eu le temps de tester pourrait
consister a intervertir de maniére réguliere la polarité des électrodes. Cette inversion de
polarité, devrait permettre de limiter la formation d’hydrogéne et (principalement) d’oxygéne
aux interfaces des électrodes mais également de la corrosion des électrodes.
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b. Observations au MEB

Des analyses en microscopie électronique a balayage ont été effectuées sur les échantillons
DWNT-AG mis en ceuvre en cathode et en I'anode. Le matériau apres électrostimulation est
d'abord déshydraté dans les conditions usuelles de séchage (température ambiante). La figure
5-15(a’, a”) illustre la morphologie et I'état de surface de I'échantillon a la cathode. On peut
remarquer un état de surface (Fig.5-15(a)) uniforme et lisse. Cette uniformité est également
présente a fort grandissement. On peut remarquer en comparant la Figure 5-15(a, a’) a la
Figure 4-15 (cf. Chapitre 4) qu’il n’y pas de différences évidentes en terme de morphologie. En
revanche du c6té de I'anode Figure 5-15(b), on remarque une multitude de formes sphériques
qui apparaissent a fort grandissement comme ayant une morphologie en "rose des sables". Il
y a également des sortes d'ondulations visibles. Ces déformations montrent une altération de
I’hydrogel nanocomposite a I’'anode.

(a) CATHODE (b) ANODE

4 v § % :kf: 2 .
Figure 5-15: Visualisation par microscopie électronique a balayage a différents grandissements des
échantillons DWNT-AG a la cathode (a, a’) et a 'anode (b, b’) apres électrostimulation.

Cette expérience illustre I’état du matériau apres électrostimulation. Il semble évident que
celui-ci subit des modifications structurelles, notamment a I'anode siége de I’oxydation aprés
I'application du champ électrique. Rappelons que les réactions électrochimiques a I'anode
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peuvent potentiellement provoquer I'échauffement du matériau au contact avec I’électrode en
cuivre (di au passage du courant), conduisant a sa déformation. Ces phénoménes pourraient
cependant étre limités, en adaptant les paramétres électriques (temps plus court), ou encore
en intervertissant régulierement la polarité des électrodes. Dans ce cas, la surface de transfert
serait aussi doublée puisque les deux électrodes seraient efficaces.

CONCLUSION

Les hydrogels et notamment les hydrogels nanocomposites ont des propriétés intéressantes et
leur capacité de répondre aux stimuli externes en font des candidats de choix. La Figure ci-
dessous propose une vision schématique de la réponse d’un hydrogel nanocomposite soumis a
un champ électrique. Lorsque le courant électrique traverse le matériau, plusieurs mécanismes
interviennent. Ainsi un gradient de contraintes est imposé par le champ électrique, la variation
de pH (électrochimique), I’électroosmose ou encore I'électrophorése agissent et conférent au
matériau la capacité de libérer une molécule hors de la matrice. La présence des
nanomatériaux permet également d’améliorer la tenue mécanique du matériau, de mieux
contréler la régularité du relargage, mais également de modifier ses propriétés électriques.

Molécules
médicamenteuses

STIMULUS
ELECTRIQUE O
uwv)
Nano composite Relargage de la
Triphasique — état initial molécule

lllustration représentant le réseau d’un hydrogel nanocomposite a I’état initial et sous I'effet d’un stimulus
électrique provoquant le relargage de molécules hors du réseau polymérique.

Une série d’expériences permettant de tester le dispositif sur la peau a été mise en place. Ces
expériences ont été effectuées ex-vivo sur des peaux de souris « Nude ». Le principe était donc
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de déposer nos matériaux a la surface de la peau et d’appliquer un champ électrique sous
forme d’impulsions de tension continue.

La Figure suivante illustre le principe de I’expérience, lors de I'application du champ électrique
entre nos dispositifs. Il est possible de perméabiliser et de déstabiliser par électroporation le
stratum corneum en jouant sur les parametres électriques comme I'amplitude du champ
électrique, la répétition et la durée des impulsions. Lorsque la perméabilisation de la peau est
effective, la molécule peut migrer sous I’effet des forces électrophorétiques tant que le champ
électrique est appliqué. Apreés I'arrét des impulsions, les molécules pourront diffuser vers les
basses concentrations (selon la loi de Fick) tant que la peau est perméable.

Afin d’augmenter la quantité délivrée, on peut réduire I'amplitude du champ électrique
appliqué et alors privilégier un régime électrophorétique. L’électrophorése agit sur toutes les
espéces chargées et permet d’entrainer la molécule au travers de la peau déja perméabilisée
dans le but de rejoindre les vaisseaux sanguins sans dégrader la peau.

Schéma de principe d’un dispositif pour la délivrance transdermique de molécules pharmacologiques.

Le matériau réalisé au cours de ces travaux a permis de démontrer en partie son potentiel dans
le but de développer un dispositif médical. En effet, les expériences ex-vivo ont montré que la
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pénétration du Dextran-FITC dans le stratum corneum avait lieu pour des champs électriques
intenses. Par ailleurs, les mesures de courant réalisées montrent I'effet des DWNT sur le
passage du courant au travers de la peau. Il semble logique que d’additionner un régime
électrophorétique permettra d’améliorer la pénétration de Ila molécule (aprés
électroporation). Toutefois, il est évident que de nombreuses questions restent en suspens
quant a la faisabilité d’utiliser un tel dispositif pour une application médicale. En effet,
I'efficacité de délivrance, la profondeur de pénétration de la substance, I'optimisation des
parametres électriques, la tenue du dispositif dans le temps, etc ..., sont autant de point a
éclaircir qui permettront de mieux comprendre l'interaction et la synergie peau / matériau et
permettre de nous comparer a la littérature.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif de ces travaux de theése était de fabriquer un matériau a base de nanotubes de
carbone (NTC) pour la délivrance transdermique de molécules pharmacologiques par
électrostimulation. Le matériau nécessite donc de pouvoir stocker une molécule
pharmacologique et ensuite de la relarguer sous l'influence d’un champ électrique. D’autre
part, il est nécessaire que le matériau soit un bon conducteur électrique pour permettre la
perméabilisation de la peau et la diffusion de la molécule au travers de ses différentes strates
et notamment du stratum corneum. L’utilisation de NTC dans les nanocomposites avait pour
but d’améliorer les propriétés intrinséeques (notamment électriques et mécaniques) de la
matrice considérée. Ainsi le matériau nanocomposite devait présenter trois éléments ayant
chacun leurs fonctionnalités, a savoir une matrice, les DWNT et la molécule active. La matrice
devait étre biocompatible, et posséder des propriétés de rétention d'une molécule d'intérét a
délivrer. Par ailleurs, la matrice devait aussi permettre I'’emprisonnement des DWNT afin
d’éviter tout relargage de ces derniers. Les DWNT apportent pour leur part la composante
électrique associée a un renfort mécanique.

Dans un premier temps, différents matériaux ont été testés et plusieurs techniques de mise en
forme ont été explorées dans le but d’évaluer la faisabilité d’'un matériau nanocomposite
répondant a ce cahier des charges. L’électrospinning, de par sa grande flexibilité, nous a permis
d’obtenir rapidement et assez facilement des fibres PMMA/DWNT. Cependant, si l'idée de
réaliser des structures caeur-coquille fibreuses dans lesquelles le principe actif est incorporé au
ceeur in situ pendant la synthése fonctionne bien avec le PMMA, elle s'est avérée représenter
un défi significatif dans le cas de polyméres bio-sourcés et d'une mise en ceuvre sans solvant
organique. Ces essais nous ont toutefois permis d’explorer d’autres polymeéres qui présentent
un potentiel pour la réalisation de ce matériau, et notamment les polysaccharides. D’autre
part, un hydrogel d’agarose a pu étre mis en forme par différentes techniques de séchage tel
que le CO; supercritique et la lyophilisation. Malheureusement de nombreux criteres, dont des
morphologies inadaptées a notre cahier des charges, nous ont contraints a explorer d'autres
voies de séchage.

Les hydrogels, qui répondent trés favorablement a de nombreux critéres du cahier des charges,
se sont alors imposés et nous ont conduits a nous concentrer en particulier sur I'agarose.
L’interdisciplinarité du projet NANODERM et notamment le point de vue juridique, nous a
permis de comprendre rapidement les difficultés d'une potentielle future mise sur le marché
dans le cas d'un "médicament" au sens de |' article L. 5111-1 du code de la santé publique (dans
le cas ou le dispositif est commercialisé avec le médicament déja a l'intérieur) et a orienté nos
travaux vers le séchage préalable de I'hydrogel, ainsi destiné a étre incubé dans une solution
de la molécule d'intérét, par l'utilisateur final, préalablement a la mise en ceuvre du dispositif.
Dans ce cas, il ne s'agit "plus que" d'un dispositif médical (sachant que la présence de
nanomatériaux le place cependant dans la catégorie la plus sévérement contrélée).
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Nous avons développé sur ces bases la fabrication d'hydrogels nanocomposites contenant des
NTC avec pour objectif une dispersion acceptable des NTC dans le nanocomposite. Nos
résultats montrent que, s'il reste évidemment une marge de progreés, I'état de dispersion des
NTC semble plus ou moins satisfaisant. Néanmoins de nombreuses questions restent en
suspens quant a la configuration des DWNT au sein du réseau tridimensionnel. L’amorgage de
la gélification (nucléation) provient de la présence de germes au sein de la solution qui, lorsque
la température diminue (37°C), initient 'assemblage des chaines entre elles pour construire un
réseau tridimensionnel. Des études calorimétriques permettraient de mesurer l'influence de la
présence des NTC sur les échanges énergétiques lors de la solubilisation et de la gélification de
I’agarose. Enfin, pour compléter ces expériences, une étude en spectroscopie d’impédance
permettrait d’évaluer le seuil de percolation des DWNT dans les nanocomposites a I'état
déshydraté et ainsi de mieux comprendre I'influence de I’eau au sein de I’hydrogel lorsque ce
dernier est regonflé. Un autre paramétre important concerne I’état initial des NTC avant mise
en ceuvre : ces derniers peuvent étre utilisés secs (c’est le cas de la plupart de nos expériences),
ou humides, c'est-a-dire non séchés apreés traitement de la poudre composite initiale. Dans ce
cas, la redispersion est beaucoup plus facile, et conduit probablement a une dispersion plus
homogeéne dans le matériau. Il serait intéressant d’appliquer cette approche de maniere plus
généralisée.

Les expériences concernant le séchage ont permis de déterminer une surface adaptée
permettant de limiter la déformation lors du séchage des échantillons, surtout en la limitant a
une variation d'épaisseur. Ce critére est important lorsque l'on se souvient que les
nanocomposites doivent étre connectés électriquement puisqu’une déformation limitée a une
variation d'épaisseur permet de maintenir quant a elle la surface de contact Iad moins modifiée
possible. Toutefois les expériences de regonflement ont illustré I'incapacité a I'agarose. Cette
limitation semble provenir de la forte hydrophobie de I'agarose, qui en limite le regonflement.
Cette hydrophobie pourrait cependant étre modulée en intégrant dans la matrice des chaines
plus hydrophiles (en quantité modérée pour ne pas altérer significativement la gélification au
cours du refroidissement). Par ailleurs dans le cadre des études interdisciplinaires et
notamment du point de vue sociologique, les interactions directes avec les médecins
diabétologues mais aussi indirectes avec des patients (association de parents d'enfants /
adolescents diabétiques) nous ont permis d'identifier les besoins et attentes, et de les
confronter a notre cahier des charges. Par exemple, le souhait souvent exprimé de rendre la
prise d'insuline la plus discréte possible, nous a conduits a limiter autant que possible
I'épaisseur du dispositif. La grande stabilité en pH de I’'agarose permet de travailler avec des
molécules d’origine différente, ce qui confere ainsi au dispositif une certaine versatilité.

La stabilité limitée de I'insuline sur des longues durées a température ambiante et le cout de
l'insuline marquée par fluorescence nous ont orienté vers |'utilisation d'un polymére de masse
molaire moyenne semblable, le dextran-FITC. L’étude du relargage dynamique de ce dernier a
permis de déterminer la quantité que notre dispositif est capable de relarguer. Pour des
hydrogels nanocomposites de 1 cm de diamétre initial, séchés et regonfiés,
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approximativement 2,8 unités sont relarguées, ce qui est faible comparativement aux besoins
journaliers moyens d’un patient atteint de diabéte insulino-dépendant. Cependant la surface
utile des dispositifs peut facilement étre augmentée (ainsi que leur épaisseur dans une certaine
mesure), permettant d'augmenter considérablement la capacité de stockage et d'atteindre
ainsi les quantités souhaitables. La géométrie des dispositifs peut aussi certainement étre
modifiée afin d'améliorer le profil des lignes de champ électrique, et améliorer ainsi
I'homogénéité de la délivrance sur des surfaces plus importantes.

L’un des aspects indispensables du matériau était d’emprisonner durablement les DWNT au
cceur de la matrice et les expériences effectuées ont permis de vérifier que méme dans des
conditions bien au-dela du champ d'application de notre dispositif (24 h a 50°C dans de la sueur
artificielle), la libération de DWNT est des plus improbables. Toutefois pour aller plus loin et
confirmer que les DWNT ne relarguent pas en situation réelle d’utilisation, c’est-a-dire sous
I"application d’un champ électrique, il serait intéressant d’effectuer des mesures Raman en
surface des peaux de souris.

Les caractérisations électriques ont été abordées sous différents angles permettant chacune
un point de vue différent sur les propriétés électriques des hydrogels nanocomposites. La
spectroscopie d’impédance, bien que réalisée dans une gamme de potentiel assez éloignée des
conditions réelles de mise en ceuvre, nous a permis d’étudier, a des concentrations diverses (0
a 40%m d’agarose), la conduction ionique dans les hydrogels. Par ailleurs, les mesures
réalisées en courant-tension ont permis de travailler a des tensions électriques plus
importantes et ainsi d'observer d’autres phénomeénes non visibles par spectroscopie
d’'impédance. Le phénomene de conduction électrique semble étre gouverné par un
mécanisme de type Poole- Frenkel. Toutefois, les phénomeénes de conduction de type Schottky
gouvernés par les propriétés des électrodes ne peuvent pas étre exclus. Si tel est le cas, I'étude
devrait étre complétée par des mesures avec des électrodes de nature différente. Il serait
souhaitable de poursuivre les investigations et de pouvoir remonter précisément a la
concentration en DWNT pour laquelle la densité de courant mesurée augmente
significativement (mise en évidence d'un seuil de percolation lié a la présence des DWNT). Les
possibilités importantes de variation de composition des hydrogels (teneur en agarose dans
les hydrogels, concentration en DWNT dans I'agarose, taux de regonflement) rendent ce travail
particulierement long et fastidieux.

Enfin, les expériences réalisées ex vivo ont démontré la preuve de concept de la délivrance
d'une molécule stockée dans les dispositifs sous électrostimulation et I'augmentation de cette
délivrance lorsque les DWNT sont présents. Toutefois, cette pénétration n’est que superficielle
(quelques um sous la surface) et les paramétres électriques nécessitent d’étre ajustés pour
optimiser la perméabilisation ainsi que la délivrance du principe actif au travers de la peau.
Par ailleurs, les mesures électriques réalisées ex-vivo ont également permis de mettre en
évidence l'influence des DWNT sur le passage du courant au travers de la peau. Ces résultats
illustrent que la perméabilisation de la peau est atteinte. Toutefois, les conditions de
stimulation sont extrémes par rapport a I'utilisation envisagée car elles sont susceptibles de
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provoquer des contractions musculaires. Une des raisons pour lesquelles les NTC ont été choisis
dans ces travaux est la possibilité qu'offrent ces derniers d'amplifier le champ et de permettre
ainsi de diminuer la tension pour un résultat similaire. Bien que démontrés au niveau cellulaire
par des travaux du CIRIMAT et de I'IPBS antérieurs a ces travaux de thése, cette hypothese
reste a démontrer dans notre cas précis. Pour ce faire, il aurait été intéressant de déterminer
le seuil de perméabilisation de la peau vis-a-vis du courant mesurée en fonction de la tension
appliquée. En effet, en appliquant des tensions d’intensités croissantes, il est possible de
déterminer la valeur seuil pour laquelle on observe un transport de molécules au travers du
stratum corneum et mettre ce transport en corrélation avec une augmentation du courant
mesurée au niveau de la peau

Pour terminer, les hydrogels nanocomposites et notamment a base d'agarose répondent a de
nombreuses questions quant a la faisabilité d’un tel dispositif. Les DWNT influencent de
maniére positive les propriétés électriques et mécaniques, tandis que la stabilité de I'agarose
permet a la fois de contenir les DWNT mais également de stocker la molécule pharmacologique
dans de bonnes conditions. Il existe bien entendu d’autres matériaux de matrice aux propriétés
électriques potentiellement plus intéressantes tels que des polymeéres a caractéere conducteur
comme le PEDOT-PSS ou encore la Polyaniline dont le couplage aux DWNT pourrait permettre
d'atteindre des propriétés électriques et mécaniques encore accrues (bien que le regonflement
demeure a caractériser), en sacrifiant I'origine biosourcée du polymeére.

Finalement, nous avons négligé ici les aspects "alimentation électrique" d'un tel dispositif, dont
la miniaturisation représente aussi un critere décisif pour un développement réaliste.
Cependant, nous avons également observé que des phénomeénes d’électrochimie pouvaient
avoir lieu. L’inversion de polarité pourrait diminuer ou amoindrir ces phénomenes. Ces aspects
sont donc liés a l'optimisation des conditions d'électrostimulation (diminution de la tension
maximale, inversion de polarité, couplage de différents phénoménes de perméabilisation /
migration de la substance d'intérét, etc.) qu'il était malheureusement prématuré d'étudier au

cours de ces travaux. Finalement, pour le rendre autonome, il faudrait encore coupler une
mesure de la glycémie afin de permettre au dispositif de libérer de l'insuline en fonction des
besoins, en temps réel. Dans un idéal encore trés lointain, ce dispositif pourrait peut-étre
éventuellement étre intégré dans un bracelet afin de faciliter le suivi du traitement et
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d'améliorer la qualité de vie des patients. D’autre part, ce dispositif pourrait éventuellement
servir a la délivrance d’autres molécules pharmacologiques.
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TITRE :
Nanotubes de carbone pour la délivrance transdermique électro-stimulée de substances
bm!og:quement actives. -

RESUME:

La perméabilité de la peau ne permet pas la dlfqulon passive de grandes molecules, comme
l'insuline ou ericore les ‘plasmides d’ADN, au travers de I'éplderme dans le but d’atteindre les
va|sseaux sanguins. Cela est uniquement posmbie pour des molécules de plus petite taille comme la
nicotine par exemple. |} existe dlfferentes voies alternatives. (eiectrlque mécanique, thermique) de
délivrance transdermique permettant d’éviter I'utilisation de la seringue d’injection, qui pourraient
améliorer la quallte de vie des patients atteints de maladies comme le diabéte. Ces méthodes

“incluent par exem ple les micro-aiguilles, I'électro- permeablllsatlon, et I'iontophorése.

Lelectropermeab|llsat|on permet, via Fapplication. d’'un champ electraque, d"augmenter
momentanément la perméabilité de la peau et par conséquent de permettre le passage
transdermique de molécules de haut p0|ds moléculaire. L'objectif de ces travaux de thése était de
concevoir et de réaliser un patch nanocomp05|te 3 base de nanotubes de carbone permettant de
stocker, mais egalement de relarguer un médicament {lorsque qu’il est soumis a ‘une
électrostimulation. Pour ce faire, différents polymeres ainsi que différentes techmques de mise en
forme ont été explorées et developpees pour permetltre de démontrer la faisabilité de notre

L

approche.
Les études ont permls de proposer et de développer un hydrogel nanocomp05|te blocompatrble _

_ comportant une matrlce polymere agarose et contenant de nanotubes de- carbone b;parcns dans le -

but d’amehorer les propriétés a la fois electnques et mecamque du materlau Nous en avons étudié
les dlfferentes caractéristiques telles que la mlcrostructure, la capamte de stockage et de relargage, .

 ainsi que les proprletes electrlques ‘Dans le contexte général de précaution en relat;on avec la'mise
“en ceuvre de nanoparticules, et sur. la base de travaux antérieurs demontrant linnocuité des
_ nanotubes: utlhses lorsqu ils ne sont pas en contact direct avec ‘des’ cellules. Nous avons aussi.

démontré qu'il n'y a pas de relargage des nanotubes dans des conditions extrémes (sans

electrostimuiatton) de température en milieu sueur artlflcrelle L’avancee de ces travaux a permis -
d’effectuer les premiers tests de dellvrance transdermlque ex-vivo sur peau de souris et a démontré

ainsi la faisabilité et I’mteret d'utiliser les nanotubes de carbone biparois dans une matrice en |
polymére pour la délivrance transdermigque electrostlmulee de molecules de masse molaire de -
I'ordre de celle de l'insuline. '
Cette these en co- -direction atllant la Science des Materlaux (CIRIMAT) etla Scuence du Vivant (!PBS} '
a réuni differentes compétences lui donnant un véritable contexte interdisciplinaire. Elle s'est
intégrée dans un projet. de plus grande ampleur associant la Socrologle et le Droit {Défi Nano CNRS),
centré sur le cas du diabéte. Ceci a permis de démontrer Iintérét de développer un tel dispositif (du

~ point de vue des médecins et des patlents), mais aussi en nous orlentant vers un- dispositif médical

afin d'éviter de futurs écueils juridiques en termes d'application.



