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- Introduction générale

1. Le paludisme

Le paludisme, également appelé malaria est une maladie endémo-épidémique
tropicale et intertropicale. C’est l'infection parasitaire la plus répandue dans le monde,
notamment dans les pays d’Afrique tropicale au sud du Sahara avec 90 % des cas dus a
Plasmodium falciparum. La classification épidémiologique des zones impaludées classe la
zone afro-tropicale dans les aires continues de haute endémicité. Néanmoins, on y distingue
selon l'altitude, le climat, la pluviométrie, le relief et le niveau d'urbanisation, des zones a
transmission stable ou hyper-endémiques et des zones a transmission instable ou hypo-
endémiques ou le paludisme sévit de fagon épidémique au moment des saisons des pluies
(Bousema et al. 2011).

Plus de 100 pays sont touchés par cette maladie. On estime a environ 2,1 milliards le
nombre de personnes exposées, environ 500 millions le nombre de personnes affectées et
environ 3 millions le nombre de décés dus au paludisme chaque année. Cependant les
statistiques recueillies en 2010 montrent que l'incidence du paludisme et les taux de
mortalité dus au paludisme dans le monde ont été réduits respectivement de 17 % et de 25
% entre 2000 et 2010. En effet, les estimations de 'OMS en 2010 font état de (WAHO
2011a) 216 millions d’épisodes palustres dont 81 % en Afrique (174 millions de cas). Dans
ces derniéeres statistiques, 66 500 cas de décés dus au paludisme ont été notifiés dont 91 %
en Afrique. Egalement, 86 % des décés imputables au paludisme a I'échelle mondiale

concernaient les enfants de moins de cinq ans.

En Afrique subsaharienne, le paludisme est le premier motif de consultation et
d’hospitalisation. Elle est aussi la premiére cause de décés. Les victimes sont
majoritairement les enfants de moins de cinq ans, les femmes enceintes et les personnes
vivant avec le virus de 'immunodéficience humaine (Pv/VIH). On estime que le paludisme
tue un enfant toutes les 30 secondes en Afrique (Impact malaria 2011). Au Burkina Faso par
exemple, les statistiques recueillies auprés du ministere de la santé (MS-DGISS 2009)
indiquent qu’en 2008, le paludisme était responsable dans les formations sanitaires de 43,8
% des motifs de consultation, 60,6 % des motifs d’hospitalisation et 40,4 % des déces. La
population infantile de moins de cing ans demeure la plus vulnérable : 52 % des motifs de
consultation, 77,8 % des motifs d’hospitalisation et 65 % des décés. Egalement, la
probabilité pour les femmes enceintes de développer la maladie est trois fois supérieure a
celle des autres adultes au cours d’une épidémie de paludisme. Le paludisme provoque
chez les femmes enceintes des avortements spontanés, des décés néonataux et des

insuffisances pondérales pour les nouveau-nés (WHO 2011a).
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Le paludisme est causé par un protozoaire parasite du genre Plasmodium. Cinq
espéces plasmodiales pathogénes chez I'homme sont décrites : Plasmodium falciparum
(responsable de formes neurologiques de paludisme, potentiellement mortelles en quelques
jours), Plasmodium vivax, Plasmodium malariae et Plasmodium ovale (rare) et Plasmodium

knowlesi (découvert récemment chez 'lhomme en Malaisie) (Impact malaria 2011).

La transmission est assurée par la piqidre d’'un moustique du genre Anopheles, dont
seule la femelle est hématophage. Deux complexes de vecteurs sont les plus rencontrés
dans la transmission du paludisme chez I'homme : Anopheles gambiae et Anopheles
funestus. Cependant, Anopheles gambiae est la meilleure espéce vectrice du paludisme
chez 'nomme. C’est une espéce abondante qui vit habituellement a proximité des
habitations humaines et pénétre volontiers dans ces habitations. Sa reproduction exige trois
éléments fondamentaux qui sont le sang, I'eau et la chaleur. Ce tryptique explique I'absence
de paludisme pendant la saison séche ou froide selon la région, avec reprise respectivement
a la saison des pluies ou a la saison chaude (Bousema et al. 2011). Anopheles gambiae
privilégie le repas sanguin humain. L'ingestion de sang est nécessaire pour permettre a la
femelle de compléter son propre cycle biologique y compris son développement ovarien et la
ponte des ceufs. L'infection d'un moustique par le Plasmodium affecte sa capacité a prendre
un repas sanguin normal, probablement en endommageant ses glandes salivaires. Ceci aura
pour conséquence un changement de son comportement I'entrainant a prendre des repas
sanguins incomplets et plus fréquents, contribuant ainsi a augmenter la transmission (WHO
2011a).

A ce mode de transmission majoritaire par piqire de moustique s'ajoutent des
transmissions exceptionnelles par voie trans-placentaire (de la mére au foetus) ou par la
transfusion sanguine qui est grave car les trophozoites transmis sont directement infectants
(WHO 2011a).

Le paludisme est une maladie a trois acteurs: le Plasmodium, essentiellement P.
falciparum, agent du paludisme grave ; 'anophéle femelle, agent vecteur et ’homme, héte
réservoir infectant. Le cycle biologique du plasmodium nécessite I'organisme humain, ou il se
multiplie sous des formes asexuées (phase schizogonique), et lI'organisme de I'anophéle

femelle ou a lieu la reproduction sexuée (phase sporogonique).

2. Le cycle de développement biologique du Plasmodium

Le cycle de vie du Plasmodium s'enclenche dés lors que I'anophéele femelle dont les

glandes salivaires contiennent une forme du parasite appelée sporozoite pique I'hnomme lors
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d'un repas sanguin. Le moustique aspire alors un peu de sang tandis qu'il injecte a sa
victime quelques sporozoites de Plasmodium. Les glandes salivaires d’'un moustique infecté
contiennent entre 10 000 et 200 000 sporozoites. Mais seul un petit nombre de ces
sporozoites est retrouvé dans chaque gouttelette de salive injectée a I'hdte. Typiquement,
une piqlre infectante contient entre 5 et 200 sporozoites, suffisants pour induire une
infection. Les sporozoites injectés a ’'homme circulent brievement dans le sang avant de

parvenir et se réfugier au foie en moins de 30 a 45 minutes (Impact malaria 2011).

4+ Etape hépatique ou cycle exo-érythrocytaire chez ’lhomme :

Dans le foie, les sporozoites pénétrent dans les hépatocytes. Dans les cas d’infections
a P. vivax et P. ovale, certains des sporozoites ne commencent pas leur division
immédiatement aprés leur entrée dans I'hépatocyte. lIs restent a un stade quiescent appelé
hypnozoite de durée variant de plusieurs semaines a plusieurs mois. C’est ce qui explique
comment une infection unique peut donner lieu a des vagues de parasitémie successives ou

rechutes dans ces types de paludisme (WHO 2011a, Impact malaria 2011).

Dans les infections a P. falciparum et P. malariae les sporozoites passent directement
par une phase de multiplication asexuée appelée schizogonie exo-érythrocytaire (ou pré-
érythrocytaire) dans les cellules hépatiques. La durée de cette phase de maturation et le
nombre de divisions nucléaires sont caractéristiques d’espéce (durée minimale de
maturation de 5,5 jours chez P. falciparum). A la fin des divisions nucléaires, le cytoplasme
se segmente et donne naissance a de gros schizontes tissulaires qui contiennent des milliers
de mérozoites. Les hépatocytes infectés s'éclatent ensuite et libérent les mérozoites qui se
répandent dans le sang. Ces mérozoites, grace aux organelles d'invasion qu’ils possédent,

vont reconnaitre et envahir les érythrocytes.
& Cycle érythrocytaire chez ’homme

Une fois dans les érythrocytes, les mérozoites perdent leurs organelles d'invasion et se
différencient en trophozoites. Les trophozoites sont localisées dans des vacuoles
parasitophores a l'intérieur du cytoplasme érythrocytaire. Le trophozoite immature (appelé
stade “en anneau”, en raison de sa morphologie sur les frottis sanguins) grandit (trophozoite
mature) puis commence une série de divisions du noyau. Ces divisions vont aboutir a la
formation de schizontes a l'intérieur des érythrocytes. Les schizontes digérent une part
importante de I'hémoglobine pour construire leurs propres protéines. Un schizonte mar
posséde un nombre variable de mérozoites (ou schizozoites), qui est caractéristique de

I'espéce (16-18 chez P. falciparum). Ces schizozoites vont étre libérés dans le sang a la
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suite de I'éclatement des hématies, envahir de nouvelles hématies et relancer un nouveau
cycle (WHO 2011a, Impact malaria 2011).

Aprés plusieurs cycles, certains de ces parasites évoluent vers une forme sexuelle
prédéterminée, les gamétocytes males et femelles. C’est I'étape de gamétocytogenése qui
marque le début de la multiplication sexuée. Les gamétocytes circulent librement dans le
sang périphérique sans provoquer de symptémes cliniques. Cependant, ils sont infectieux
pour le moustique qui viendra piquer la personne infectée lors d'un prochain repas sanguin
(WHO 2011a, Impact malaria 2011).

& Cycle sporogonique sexué chez I’lanophéle

Aprés s'étre gorgé sur un humain infecté, possédant des gamétocytes mirs dans son
sang périphérique, la femelle anophéle est a son tour infectée. Tous les autres stades
parasitaires ingérés sont digérés dans l'estomac du moustique, a I'exception des
gamétocytes. Les gamétocytes ingérés migrent dans le tube digestif du moustique et
parviennent a l'intérieur de son intestin. Dans I'estomac du moustique, les gamétocytes se
différencient soit en microgamétes soit en macrogameétes : c’est la gamétogénese (WHO

2011a, Impact malaria 2011).

Les microgamétes vont par la suite féconder les macrogamétes et former aprés
quelques heures un zygote mobile, appelé ookinéte. Celui-ci pénétre a l'intérieur des cellules
du tube digestif et s'enkyste entre la lame basale et la membrane plasmique. Il se forme un
oocyste dont la principale source de nutriments est 'hémolymphe. Aprés une phase de
développement, I'oocyste se rompt et libére des milliers de sporozoites qui migrent dans les
glandes salivaires du moustique. Les sporozoites y restent environ une soixantaine de jours
localisées dans une vacuole et se développent. lls sont ensuite injectés a I'homme lors du

prochain repas de l'insecte (WHO 2011a, Impact malaria 2011).
La figure 1 résume les différentes étapes du cycle de vie du Plasmodium.

Il est important de noter que le Plasmodium est un parasite intracellulaire pendant la
plus grande partie de son cycle biologique. Des stades invasifs (extracellulaires) spécialisés
sont cependant requis pour les transferts (du moustique a I'héte vertébré, de I'hépatocyte a
I'érythrocyte ou d'un érythrocyte a un autre) et la migration hors de I'estomac du moustique
(WHO 2011a, Bousema et al. 2011). Contrairement aux stades invasifs, les stades
intracellulaires ne possédent pas d’organelles, mais possédent par contre les structures

nécessaires pour la respiration, l'ingestion et la digestion alimentaire.
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Figure 1 : cycle de vie du Plasmodium falciparum.

3. Les principales manifestations cliniques du paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme sont le résultat d'une cascade
d'événements physiopathologiques influencés a la fois par le parasite et la susceptibilité de
I'ndte. Les premiers signes cliniques (accés fébriles) apparaissent environ sept jours apres
l'infection dans le cas du paludisme a P. falciparum. Ce délai est plus long pour les autres

espéeces.

La libération des schizozoites provoquent des périodes de fievres intenses dues a
I'action de molécules parasitaires qui induisent la sécrétion de pyrogénes endogenes (WHO
2011a). Au cours des deux a trois jours précédant I'acces fébrile, le patient peut présenter
des symptémes de fatigue, maux de téte, vertiges, nausées et vomissements. Les intervalles
entre les accés fébriles sont déterminés par la longueur du cycle érythrocytaire de l'espéce
plasmodiale impliquée. Ces intervalles sont de 48 heures pour les espéces P. falciparum, P.

vivax et P. ovale (fievre tierce) et de 72 heures pour I'espéce P. malariae (fievre quarte).
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La digestion de 'hémoglobine et la destruction des hématies (hémolyse) conduit a une

forte anémie chez les sujets porteurs.

Dans les paludismes a P. falciparum, l'accés peut évoluer rapidement vers une
complication grave a type d’accés pernicieux, de syndromes neurologiques ou d’anémie
grave. La survenue de ces manifestations est considérée comme une urgence médicale
justifiant le plus haut niveau de soins disponible (WHO 2000). Dans la plupart des cas, le
paludisme grave se développe a la suite d'un retard de traitement ou d'un traitement
inadéquat. Cependant, on peut s'attendre a voir les premiers signes de paludisme grave
apparaitre trois a sept jours aprés le début de la maladie. Typiquement, trois différents
syndromes sont décrits dans les formes de paludisme grave chez I'adulte ou chez I'enfant :
syndromes neurologiques, anémie grave et détresse respiratoire. Cependant, chaque cas de
paludisme grave représente en fait un mélange variable de ces trois syndromes (WHO 2000,
Taylor et al. 2006).

Les formes neurologiques de paludisme consistent en des troubles de la conscience
(ou "coma") en association avec une infection a P. falciparum. Elles commencent souvent
par des convulsions multiples généralisées (associées de fagon significative avec la
morbidité et la survenue de séquelles) suivies de perte de conscience. Elle peut étre fatale
quelques heures aprés le début du coma méme aprés instauration de traitement et de soins
de réanimation adéquats. Chez I'enfant, le coma peut survenir trés rapidement 48 heures
environ aprés le début de la maladie. L’hypoglycémie et 'hyperthermie sont présentes dans
la plupart des cas infantiles et augmentent le risque de convulsions et de coma. D’autres
anomalies neurologiques, rétiniennes et musculaires sont également associées et
fréquentes. L'augmentation de la pression intracranienne est une cause majeure de
complications et est de mauvais pronostic (augmentation du risque de mortalité ou de
séquelles neurologiques). La mortalité due au paludisme dans sa forme neurologique est
entre 10 et 40 % et les séquelles neurologiques sont décrits dans environ 10 % des cas.
Lorsque le patient atteint de formes neurologiques de paludisme regoit un traitement rapide
et adéquat, il récupére généralement trés rapidement et de fagon compléte. Cependant, prés

de la moitié des cas de paludisme sévéres non traités ont une issue fatale (WHO 2000).

4. Les stratégies de lutte contre le paludisme

Les efforts déployés pour lutter contre cette infection parasitaire sont contrariés par
l'apparition et la propagation de résistances aux molécules antipaludiques qui étaient
utilisées en premiére intention (WHO 2001). La résistance a un médicament est la capacité

d’'un germe a se développer et a se multiplier malgré 'administration de ce médicament aux
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doses thérapeutiques recommandées (WHO 2004). En effet, le Plasmodium a développé
une résistance trés importante a la chloroquine (CQ) allant jusqu’a un niveau de 30 % par
exemple au Burkina Faso. Les mécanismes de résistances sont variés et sont fonction de la
molécule antipaludique. La résistance a la CQ est liée a une incapacité a accumuler la
molécule dans la vacuole digestive parasitaire, probablement en raison d’un efflux de CQ (Le
Bras et al. 2003, 2006).

Outre la lutte anti-vectorielle par [l'utilisation de moustiquaires imprégnées
d’insecticides a longue durée d’action et la destruction des gites larvaires, les moyens de
lutte existants sont les traitements préventifs et curatifs a base de médicaments dont les plus
importants sont la quinine et I'artémisinine (ART) et ses dérivés (WHO 2011a, 2011b). La
prévention du paludisme n’est recommandée que chez la femme enceinte par le traitement
préventif intermittent (TPI) et chez les personnes non immunisées séjournant dans une zone
d’endémie. Pour la prise en charge correcte et précoce des cas de paludisme, I'accent est

mis sur la rapidité du diagnostic et I'instauration du traitement.

Le but visé dans le traitement curatif est d’éliminer le Plasmodium de I'organisme par
'administration de molécules antipaludiques. Une [l'utilisation sélective des antipaludiques
est recommandée de fagon a réduire le risque de pharmaco-résistance et de toxicité

médicamenteuse. Au besoin, un traitement symptomatique peut étre instauré.

La surveillance de la résistance est également une composante essentielle dans le
cadre d'un programme national de lutte contre le paludisme. Les méthodes d'évaluation in
vivo et in vitro de la chimiorésistance ont été standardisées par I'OMS pour l'espéce P.
falciparum (WHO, 2004). Il est recommandé a chaque pays la révision de ses stratégies
thérapeutiques antipaludiques lorsque le taux de résistance a la molécule utilisée est

supérieur a 10 %.

5. Les principales molécules antipaludiques

Le Plasmodium dispose pour son développement intra-érythrocytaire d’'un métabolisme
et de moyens de défense spécifiques qui constituent les cibles des médicaments
antipaludiques. Ces cibles plasmodiales sont (Lebrun-Vignes 1999, Martindale 2011) :

- la vacuole nutritive, siege de la digestion de I'hnémoglobine, de la cristallisation de 'héme
et ou I'on retrouve des moyens de défense contre le stress oxydant,
- le cytoplasme, comportant le cytosol et deux organites essentiels, les mitochondries et

I'apicoplaste, nécessaires a la biosynthése des acides nucléiques.
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- la membrane plasmique, constituée de phospholipides, de canaux calciques et

parasitophores, qui est le siége du trafic nutritionnel.

La lutte pharmacologique contre le paludisme fait appel a de nombreuses molécules,
aussi bien a visée prophylactique qu’a visée thérapeutique. Les médicaments utilisés sont
principalement des schizonticides capables d'inhiber la prolifération des schizontes du sang
(schizonticides sanguins) ou du foie (schizonticides tissulaires). Certains possédent en plus,
soit une action gamétocide, soit une action sporontocide. Les gamétocides détruisent les
formes sexuées des parasites permettant ainsi d’interrompre la transmission de I'infection au
moustique. Les sporonticides tuent les spores de Plasmodium au stade de la sporogonie
(Martindale 2011).

Les médicaments antipaludiques peuvent étre classés en deux catégories selon leur
mode d’action : les schizonticides électifs et les inhibiteurs de I'acide nucléique. Les données
sur I'ensemble des molécules antipaludiques sont résumées dans les tableaux | et Il. Les
connaissances du mode d’action, de la pharmacocinétique et de la toxicité de ces molécules

permettent leur utilisation dans le respect de la balance bénéfice-risque.

L'ART et ses dérivés constituent une classe de molécules d'origine naturelle largement
utilisée dans la prise en charge du paludisme dans les pays endémiques. Ce sont des
lactones sesquiterpéniques avec un squelette de 1,2,4-trioxane (Figure 2). L’ART est extraite
des feuilles d’Artemisia annua ou quinghao (Armoise annuelle), un arbuste de la
pharmacopée traditionnelle chinoise. Elle est trés active sur les souches multi-résistantes de
P. falciparum (Van Agtmael et al. 1999). Cependant, son application clinique est limitée par
sa faible solubilité en milieu aqueux, son temps de demi-vie plasmatique court et sa faible
biodisponibilité par voie orale (Van Agtmael et al. 1999). De ce fait, ses dérivés d’hémi-
synthése a temps de demi-vie relativement plus longs et/ou plus actifs et plus efficaces sont
plus utilisés. Il s’agit de la dihydro-artémisinine (DHA), des dérivés éthers liposolubles

(artémether et artéether) et du dérivé ester hydrosoluble (artésunate).
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Figure 2 : Structures chimiques de I'artémisinine (a), et de ses principaux dérivés : dihydroartémisinine
(b), artésunate (c) et artéméther (d).
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Tableau | : Les médicaments antipaludiques : mode d’action, effets et limites en thérapeutique.

Catégorie Groupe Molécules Mode d’action/Effets/Utilisations Limites en thérapeutique
chimique
4-amino- activité schizonticide rapide et importante sur les formes sanguines asexuées de | CQ : résistance a P. falciparum dans certains pays d’Afrique
quinoléines : P. ovale et P. malariae, ainsi que sur les souches sensibles de P. vivax et P. | subsaharienne. N’est plus considérée comme thérapie
Chloroquine falciparum. Action au niveau de la détoxication de I'heme (Lebrun-Vignes 1999). efficace et adéquate du paludisme a P. f. dans ces zones.
(CQ) CQ : base faible lysosomotrope, traverse la membrane de I'érythrocyte et se | AQ: effets hématologiques et hépatiques, hépatites en
Amino- concentre dans la vacuole digestive du parasite, BD aprés administration | utilisation prolongée : non recommandé en prophylaxie.
inolei Amodiaquine orale=78-89 %, Tmax 2-3 heures. Regain d’intérét dans traitement curatif du paludisme non
quinoleines (AQ) AQ: obtenue par modification structurale de la molécule de base de la | compliqué, ou elle est utilisée en association avec un dérivé
chloroquine de 'ART (WHO 2001, 2011b).
8-amino- schizonticides tissulaires, tres active sur formes intra-hépatiques. Effet | Trés toxique, risques : neuropathie périphérique, hémolyse
quinoléines : gamétocytocide sur tous les Plasmodium. Efficace contre formes hépatiques | accrue, déficit en G6PD (non utilisable en routine) (Burgoine
Primaquine quiescentes de P. ovale et vivax. et al. 2010). Contre-indiquée : grossesse et enfant < 1 an.
quinoléines- Amino-alcool :  schizonticides sanguins, interferent avec [utilisation de | Q: Action rapide et bréve en IV directe, d’ou utilisation dans
méthanols : I’'hémoglobine dans la vacuole nutritive du parasite. la perfusion (solution glucosée isotonique a 5%) pour une
Quinoléines-méthanols : se concentrent moins que la chloroquine dans la | infusion continue lente (WHO 2000, 2011b). Administration
Quinine (Q) vacuole digestive. Action implique autres sites non encore élucidés, mais | en IM fortement déconseillée a cause de multiples risques
pourrait concerner des protéines parasitaires sur lesquelles ils semblent se fixer. | (atteinte nerveuse, douleur, abces, contaminations diverses,
Méfloquine Q : alcaloide extrait des écorces de Cinchona pubescens, schizonticide sanguin | etc.). Nombreux effets indésirables graves concentration-
(MQ) plus toxique que la CQ, gamétocide pour P. malariae et P. vivax, aucune activit¢ | dépendantes a type notamment de cinchonisme, toxicité
sur les gamétocytes de P. falciparum. Utilisée par voies orale, 1V, IM ou rectale | métabolique hématologique, cardiaque et cutanées et effet
Amino-alcools (Puss_ard et ,al.‘2004, Barennes et a’l. ’2006). Prir)cipale .indication‘= traitgm’erjt du | abortive a forte_s doses (Gottschall et al. 1991, Glynne et al.
Schizonti- paludisme séveére par voie IV_de preferer_mce, aqtlon rapide par voie IV : |n_teret en | 1999, Lebrun-Vignes 1999, Taylo_r et al_. 2_004); -
cides urgence. voie ; c_>ra|e = thérapie du pal_udlsme simple chez la femme enceln'te. MQ_ : nombreux effets secon_d_alres limitant son utilisation.
slectifs Méfloquine, active sur formes sanguines asexuées de tous les Plasmodium et | Action trop lente pour étre utilisée dans les formes graves.
sur gamétocytes de P. vivax, ovale et malariae. Bonne activité sur les souches | Presque enti€rement lié aux protéines sériques avec demi-vie
résistantes a la chloroquine. d’élimination plasmatique de 15 et 30 jours en moyenne.
Phénantréne- Schizonticides sanguins, Activité sur souches de P. falciparum résistantes a CQ. | Halofantrine : trés liposoluble, absorption digestive trés
méthanol Actif sur formes asexuées de tous les Plasmodium. Mode d’action peu étudié. | irréguliere, nombreux effets secondaires. contre indiqué chez
(Halofantrine) Semble agir au niveau de la détoxication de I'héme. Existence d’autres sites | la femme enceinte (embryotoxicité démontrée chez I'animal).
Dichloroben- d’action possible. Luméfantrine, meilleure biodisponibilité par voie buccale si
zylidine luméfantrine = mélange racémique de dérivés fluorés, actif sur schizontes | prise avec repas riche en lipides, cas d’'ulcéres buccaux.
(Luméfantrine) | sanguins, T1/2 de 3 a 6 jours, éliminée lentement de 'organisme
ART & | Trés efficaces sur souches de P. falciparum résistantes. Se concentrent dans les | ART : trés liposoluble, temps de demi-vie plasmatique trop
dérivés : hématies parasitées. Interférent avec I'utilisation de 'hémoglobine par libération | court, effet de premier passage métabolique, action rapide et
ART de radicaux libres en présence du fer héminique, entraine lyse parasitaire intra- | bréve. Rapidement absorbée aprés prise orale mais de fagon
DHA érythrocytaire rapide. Egalement inhibition de synthése protéique plasmodiale. | incompléte (BD relative de 32% par rapport a la forme IM).
Artésunate Action gamétocide. Guérissent paludisme a falciparum en 7 jours (WHO2001). Artémether : tres liposoluble, colt éleveé,
Artémether ART : disponible forme orale ou intra-rectale (WHO 2001, 2007). Cls in vitro = 3- | Artésunate : trés instable en milieu aqueux et vis-a-vis de

Sesquiterpe-
nes lactones

30 ug.mL" (Lebrun-Vignes 1999). Voie rectale = efficace dans traitement du
paludisme grave (WHO 2007). Cmax (prise orale unique de 500 mg)=200 ug.L™".
Donne 4 métabolites inactifs, élimination rapide T1/2= 2 H (Lebrun-Vignes 1999).
Artéméther et Artééther = 2 fois plus actifs, tandis que la DHA et l'artésunate
sont 4 a 5 fois plus puissants in vitro que 'ART (Lebrun-Vignes 1999). La DHA
est un métabolite actif commun aux dérivés de I'ART, a I'exception de I'ART elle-
méme (Lebrun-Vignes 1999).

I’humidité de I'air ambiante
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Sulfadoxine, Antifoliques et antifoliniques = antifolates : agissent sur la synthése des folates, | La faible efficacité, les effets secondaires et la sélection

Sulfonamides sulfamétopyra- | essentiels a la biosynthése des acides nucléiques des parasites. rapide de souches résistantes font que ces molécules sont

= Antifoliques zine, Sulfones | Antifoliques inhibent la dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui produit I'acide | utilisées généralement en association.

folique (Lu et al. 2010).

Biguanides Proguanil, Antifoliniques : inhibent la dihydrofolate réductase (DHFR) qui produit I'acide | Proguanil : bonne tolérance mais taux de résistance éleve :
inhibiteurs o chlc_)proguan_il folinique (_Bzik et al. 19&_37, I._u gt al. 2010). La proguanil est une pro-drug du résel_'ve' a la chimioprophylaxie. _Conversion en cycloguanil
de Pacide Dla_ml_nc_)- Pyriméthami- cycloguanil, molécule active in vivo rédyltg de 5(_) % chgz_ fgmme gnc_emte (Lebr'LJr!-Vlgnes 1999)
nucléique pyrimidines ne Pyriméthamine, toxicité non-négligeable + résistances.

Naphtoqui- Hydroxyna- inhibiteur des fonctions mitochondriales : bloque la chaine de transport | Taux de rechute de 30 % en monothérapie.

nones phtoquinone mitochondrial des électrons au niveau de son enzyme clé, la dihydro-orotate | Effet antagoniste in vitro de celui des quinoléines. Peu

(Atovaquone) déshydrogénase (DHOdase). d’impact thérapeutique si utilisée seule.

Cyclines & Antibiotiques : Inhibition synthése protéique plasmodiale par inhibition de | Cyclines : activité énergétique mais lente

Macrolides certaines fonctions de I'apicoplaste. Activité sur formes sanguines asexuées de

Plasmodium + Action sur formes primaires intra-hépatiques de P. falciparum.

Action au niveau de la détoxication de I'héme : la dégradation de 'hémoglobine conduit a la formation d’'un héme libre, toxique pour le parasite qui va lutter contre cette toxicité en polymérisant
I’'héme en cristaux d’hémozoine non toxique (pigment malarique insoluble). Les molécules comme la CQ agissent sur le processus de polymérisation, conduisant & une accumulation toxique
d’hémes puis lyse du parasite (Lebrun-Vignes 1999). BD = biodisponilité, Cmax = concentration plasmatique maximale, Tmax = T1/2 = temps de demi-vie plasmatique.

Tableau Il : Les associations d’antipaludiques : Action, effets et limites en thérapeutique.

Type
d’association

Molécules

Mode d’action/Effets/Utilisations

Limites en thérapeutique

Associations a
base d’anti-
folates

Sulfadoxine-
Pyriméthamine (SP)

combinaison d’'un  anti-folique (sulfadoxine) et dun anti-folinique
(pyriméthamine) ; activité schizonticide sanguine sur P. falciparum ; les deux
constituants sont bien résorbés aprés administration par voie orale ; uniguement
recommandée dans le traitement préventif intermittent (TPI) chez les femmes
enceintes

T1/2 élevée (4 jours pour la pyriméthamine et 8 jours pour la
sulfadoxine) + élimination trés lente de I'organismea conduit a la
sélection rapide de mutants résistants (Nwanyanwu et al. 1996,
Mugittu et al. 2005). Activité anti-plasmodiale lente, intolérances
cutanées rares mais graves type Lyell ou Stevens-Johnson

Amodiaquine+SP

Alternative comme solution provisoire dans traitement curatif paludisme simple
dans les situations ou il est impossible de se procurer des ACT (WHO 2011)

proguanil-chloroquine

proguanil-atovaquone

Utilisées dans la chimio-prophylaxie du voyageur. La combinaison atovaquone
et proguanil donne une intéressante synergie d’action et une bonne tolérance
clinique. Action également sur les stades hépatocytaires de P. falciparum.

Associations restant toutefois faiblement actives sur des souches
fortement chloroquino-résistantes.

Associations a

Associations
recommandées
'OMS (WHO 2011b) :

par

artéméther-luméfantrine

Efficaces dans prise en charge des cas de paludisme simple (Kokwaro et al.
2007, Achan et al. 2009, Sinclair et al. 2009).

Association per os dérivés de 'ART + antipaludiques a longue durée d'action
permet de diminuer les rechutes et d'éviter I'apparition de résistance (Nosten et
al. 2007, WHO 2011b). Différence de mode d’action des 2 molécules +

base d’ART " . h . ; . .

" Artemisinin- artésunate-amodiaquine pharmacpcmeﬂgues cor_nplementawes : actloq synergique avec clairance r,a_plde
based du parasite aprés un traitement de courte durée (Kokwaro et al. 2007). Guérison
Combination artésunate-sulfadoxine- en 3 jours avec une adhérence plus élevée au traitement (WHO2001). Sécurité
Therapy” pyrimethamine et tolérance prouvée sur populations vivant en zones d’endémie y compris chez
(ACT) artésunate-méfloquine les enfants (Falade et al. 2005, Hatz et al. 2007, Abulla et al. 2008).

Artésunate-amodiaquine recommandée dans les zones ou le taux de succées
thérapeutique de I'amodiaquine en monothérapie est supérieur a 80%.
Artésunate-SP recommandée dans les zones ou le taux de succes
thérapeutique de la SP en monothérapie est supérieur & 80% (WHO 2011b).

Usage en chimio-prophylaxie a proscrire en raison
essentiellement de leurs caractéristiques pharmacocinétiques.
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L’ART et ses dérivés sont utilisés, en fonction de la forme galénique, dans le traitement
aussi bien du paludisme non compliqué que du paludisme grave. lls agissent plus rapidement
que les autres molécules antipaludiques et a des concentrations trés faibles, sur les formes
sanguines des Plasmodium. Leur mécanisme d'action est également différent de celui des

autres antipaludiques (Lebrun-Vignes 1999, Van Agtmael et al. 1999).

En effet, ART et ses dérivés possédent dans leur structure une fonction endoperoxyde
essentiel pour leur activité antipaludique. lls interferent avec l'utilisation de I'némoglobine
aprés réduction de la liaison peroxyde. La réduction est catalysée par la présence de l'ion fer
(Il) de I'héme. Elle conduit a la formation d’un radical alcoxyle dont la fragmentation conduit a
second radical de type alkyle. Ce dernier radical va alkyler 'héme libéré lors de la
dégradation de I'hémoglobine par le Plasmodium pour former des produits de couplage
appelés adduits héme-artémisinine. Les radicaux alkyles peuvent également agir sur le
processus de formation de 'lhémozoine a partir de 'héme soit en l'inhibant, soit en réduisant
'hémozoine déja formée (Figure 3). La scission de I'hémozoine génére des composés
électrophiles instables qui vont former une liaison covalente avec les protéines synthétisées
par le parasite et interférer avec son métabolisme. Les membranes du parasite sont alors
endommagées. Par conséquent, les vacuoles alimentaires libérent dans le cytoplasme une
enzyme hydrolytique qui provoque la mort du parasite (Lebrun-Vignes 1999, Van Agtmael et
al. 1999, Bousejra et al. 2008).

L’ART et ses dérivés sont donc des schizonticides sanguins se comportant comme des
agents alkylant aprés activation de la fonction peroxyde par I'héme réduit. lls sont également
actifs sur les gamétocytes, formes transmises de I'homme aux moustiques. Cette action
gamétocide réduit la transmission et limite les risques de voir émerger des résistances
(Martindale 2011).

Sur la base des données de la littérature, nous proposons a la figure 3, une

représentation schématique du mécanisme d’action de 'ART et de ses dérivés.

1"



Introduction générale

Inhibiticn de la protéase vacuolaire par 'héme libre

» Globine Acides aminés

R

> Petites peptides

Hémoglobine

Héme Hémozoine
2. Inhibition de —
1. Formation de complexe la formation de 3. Scission
avec lHeme lhémozaine Id'le' .
1émozoine
2+
Adduit nia s Pool d hem_es libres | |
Héme-Artémisinine 0 etlabiles

N\
- Endommagement des membranes du parasite éération de

- Alkylation des protéines synthétisées par le parasite di lib
- Lyse parasitaire intra-érythrocytaire radicaux libres

A 4

Mort du parasite

Figure 3 : Schéma du mécanisme d’action de I'artémisinine et de ses dérivés (adapté de
Crespo-Ortiz and Wei 2012).

En monothérapie par voie orale, 'ART et ses dérivés ont montré une efficacité clinique
et parasitologique rapide. Cependant, des recrudescences fréquentes de l'infection étaient
observées dans les semaines qui suivent le traitement. Par conséquent ces molécules sont
proposés en association a d'autres antipaludiques (Artemisinin-based Combination Therapy :

ACT) pour la prise en charge par voie orale de I'acces palustre (WHO 2011b).

L’ART et ses dérivés sont trés bien tolérés et les effets secondaires observés sont
toujours rarement sévéres (Martindale 2011). Aucune souche résistante ne semble avoir
diffusé pour le moment, bien qu’une certaine décroissance de sensibilité ait été détectée in
vitro dans certains pays (WHO 2001, 2011b, Le Bras et al. 2006).

L’ART et ses dérivés font également I'objet de recherches dans d'autres pathologies,
telle que le cancer (Lai et al. 2005, Nakase et al. 2008, Crespo-Ortiz and Wei 2012) et

d’autres maladies parasitaires (Keiser et al. 2007, Fathy et al. 2011).

Dans le cas du paludisme grave qui requiert un traitement par voie intraveineuse (1V),
la quinine est recommandée (WHO 2000, 2011b) malgré ses effets secondaires trés génants
de type cardiovasculaire et cinchonisme (acouphénes, vertiges, céphalées, troubles gastro-

intestinales et de la vision, baisse de I'acuité auditive) notamment. Le développement de
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formes IV a base des dérivés de 'ART qui sont relativement mieux tolérés, se heurte a des

difficultés techniques majeures :

i) l'artésunate est trés instable en milieu aqueux neutre et peut subir rapidement des
détériorations du type hydrolyse dues entre autre au contact avec 'humidité de lair
ambiant. Par conséquent, il n’existe que sous forme de poudre a reconstituer
extemporanément dans une solution de bicarbonate de sodium a 5 % (m/v) pour
administration IV. Il est cependant difficile de garantir la stabilité de cette forme dans les
conditions tropicales a forte humidité relative ambiante (WHO 2011b) ;

ii) 'artémether, du fait principalement de sa faible solubilité en milieu aqueux, n’existe qu’en
voie intramusculaire (IM), alors qu’une forme IV est indispensable pour assurer une prise

en charge rapide des cas de paludisme grave (Van Agtmael et al. 1999).

Néanmoins, I'artéméther en IM et I'artésunate en IV constituent une deuxiéme ligne pour le
traitement du paludisme grave (WHO 2000, 2011b, Newton et al. 2009).

6. Les nouvelles stratégies thérapeutiques du paludisme

De nombreuses recherches sont entreprises dans le monde dans 'optique d’optimiser
la thérapeutique anti-palustre. De nouvelles stratégies sont développées dont certaines, en
cours d’évaluation, promettent des lendemains meilleurs dans la lutte contre le paludisme.
Parmi ces stratégies, nous pouvant citer: la recherche de nouvelles molécules, le
développement d’'un vaccin antipaludique et la mise en ceuvre de nouvelles formes

d’administration pour les molécules existantes.
+ Identification et développement de nouvelles molécules

Des progrés sont enregistrés dans lidentification et le développement de nouvelles
molécules a travers des synthéses chimiques ou I'évaluation des plantes traditionnellement
utilisées dans la prise en charge du paludisme. Le but étant d’offrir un choix plus large

d’antipaludiques.

Les cibles de la plupart des nouvelles molécules antipaludiques sont identiques a
celles des antipaludiques existant. Ces nouvelles molécules de synthése sont souvent des
analogues structuraux des antipaludiques existants. Elles possédent soit une action sur les
souches résistantes a la molécule mére, soit moins d’effets indésirables ou toxiques. C’est le
cas par exemple des analogues 2,4-diaminopyrimidines de la pyriméthamine, en cours

d’évaluation. Ces analogues se sont révélés étre actifs sur les genes mutants de
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dihydrofolate réductase résistants a la pyriméthamine (Tarnchompo et al. 2002,

Bunyarataphan et al. 2006).

D’autre part la compréhension du mécanisme d'action de I'ART et de ses dérivés a
permis d’orienter certaines recherches vers la synthése de nouvelles molécules de structure
(endoperoxyde) et d’activité antipaludique semblables. Il est possible de citer les triaxones
(Posner et al. 2003), les triaxoquines (Dechy-Cabaret et al. 2004, Bousejra et al. 2008) et les
triaxoferroquines (Bellot et al. 2010). Ces molécules ont pour cible I'héme libéré lors de la
digestion de I'hémoglobine par le parasite dans 'hématie infectée. Les triaxoquines sont des
molécules hybrides associant un trioxane (alkylant de 'héme) et une aminoquinoléine
(susceptible d'étre accumulée dans le parasite) liés de maniere covalente. Ces molécules
ont montré une activité antiparasitaire remarquable aussi bien sur les souches chloroquino-
sensibles que sur les souches chloroquino-résistantes. Des ICs, in vitro trés faibles de I'ordre
de 5 a 19 nM ont été rapportées pour ces molécules (Dechy-Cabaret et al. 2004, Benoit-
Vical et al. 2007).

D’autres composants du Plasmodium sont également les cibles de certaines nouvelles
molécules antipaludiques en cours de développement. Les chélateurs du fer, comme la
desferrioxamine par exemple, ont montré une bonne activité antiparasitaire et semble étre un
adjuvant thérapeutique prometteur dans la prise en charge du paludisme sévére a P.
falciparum. Les chélateurs agissent au niveau du cytosol par interaction avec le métabolisme
du fer. Leur cible pourrait étre la ribonucléotide réductase (RNRase), enzyme qui régle la
synthése de 'ADN (Gordeuk et al. 2002, Pradines et al. 2003, Weinberg et al. 2009). La
membrane plasmique parasitaire est également la cible d’autres nouvelles molécules
antipaludiques qui agissent en inhibant la synthése de la phosphatidylcholine (principal
phospholipide plasmodial) par la choline. Ces molécules bloquent le transporteur de la
choline qui fournit au parasite un précurseur indispensable pour la synthése des

phospholipides membranaires du Plasmodium (Choubey et al. 2007).

Enfin, certaines nouvelles molécules de synthése reversent la chloroquino-résistance
chez P. falciparum en freinant la fuite de la CQ hors de 'hématie parasitée (Van Schalkwyk
et al. 2006, Henry et al. 2006, 2008). Parmi ces nouvelles molécules figurent des dérivés de
'acridone. Ces dérivés comprennent un squelette acridone ayant des propriétés de ciblage
de I'héme et des substituants chimio-sensibilisants permettant de contrecarrer les
mécanismes de résistance aux molécules antipaludiques de type quinoléines (Kelly et al.
2009).
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Les plantes sont également considérées comme une alternative intéressante pour
l'identification de nouvelles molécules antipaludiques. Les substances actives issues des
plantes ont toujours été largement utilisées dans le traitement du paludisme en médecine
traditionnelle et jouent un réle déterminant dans la gestion du paludisme en médecine
conventionnelle. La quinine extraite de Cinchona pubescens et 'ART extrait d’Artemisia
annua en sont les principales illustrations. Dans les stratégies de recherche en phytochimie,
des extraits (Hilou et al. 2006, Traoré et al. 2008, Gansané et al. 2010) ou des composés
chimiques isolés des plantes (Bero et al. 2011), de structures trés variées, ont été évalués.
Beaucoup de ces extraits ou composés chimiques isolés ont montré d’excellentes activités
anti-plasmodiales in vitro a des concentrations souvent trés faibles. Une autre approche
dans a consisté a recenser les différentes espéces utilisées en médecine traditionnelle dans

la prise en charge du paludisme (Adebayo et al. 2011).
+ Vers un vaccin contre le paludisme

Des efforts sont actuellement déployés pour le développement de vaccins contre le
paludisme. En 2006, 'OMS a publié une « Feuille de route pour la technologie du vaccin
antipaludique ». Les directives qui y figurent stipulent clairement que I'objectif majeur a
atteindre est de développer un vaccin antipaludique ayant une efficacité protectrice
supérieure a 50 % contre le paludisme grave et la mortalité liée aux accés palustres, sur une
durée d’au moins un an (WHO 2006).

Plusieurs candidats vaccins (anti-sporozoitaires ou dirigés contre d’autres formes du
parasite) sont actuellement en cours d’évaluation clinique de phase la, Ib, Il, ou lll. Des
résultats prometteurs et encourageants sont enregistrés avec certains candidats vaccins. On
peut citer notamment, le candidat vaccin RTS,S/AS de GlaxoSmithKline (actuellement en
phase Il de développement clinique ) et le candidat vaccin MSP3-LSP de Synprosis (en

évaluation clinique de phase Ib au Burkina Faso).

Bien que de nombreux antigénes de P. falciparum aient été étudiés, les protéines
parasitaires les plus utilisées dans [I'élaboration des candidats vaccins sont surtout la
protéine circumsporozoite de P. falciparum (candidat vaccin RTS,S/AS) et la protéine 3 de
surface du mérozoite, un antigéne associé a la membrane des formes parasitaires libres
dans le sang (candidat MPS3-LSP).

Les résultats préliminaires obtenues avec ces candidats vaccins montrent des profils
d’innocuité favorables et une bonne tolérance par les sujets adultes et infantiles (Sirima et al.
2009, Cohen et al. 2010, Sirima 2011). Des niveaux significatifs d’efficacité sont enregistrés

avec le candidat vaccin RTS,S/AS. En effet, les résultats issus de la phase Il des essais de
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ce vaccin ont montré une efficacité de 'ordre de 53 % chez les jeunes enfants et de 65 %
chez les nourrissons (Cohen et al. 2010). Les résultats préliminaires observés lors des
essais du vaccin MPS3-LSP semblent plus significatifs, mais des études cliniques plus

étendues doivent étre menées pour confirmer son efficacité (Sirima 2011).

Ces candidats vaccins suscitent actuellement I'espoir dans la lutte contre le paludisme

en Afrique.
+ Les nouveaux systémes d’administration des antipaludiques

La recherche de nouvelles formulations plus adaptées pour I'administration des
antipaludiques est également envisagée dans certaines recherches. Le but est d’optimiser
I'efficacité thérapeutique des antipaludiques existants. Plus particulierement, la mise en
ceuvre des nouvelles formes d’administration vise a améliorer la spécificité, la sensibilité, la
tolérance (augmentation du confort du patient) ou l'index thérapeutique des antipaludiques.

Ce qui permettra de mettre a la disposition du personnel soignant et des patients, des

médicaments mieux tolérés et plus efficaces.

Les nouvelles stratégies d’administration étudiées dans ce sens incluent I'utilisation de
nouvelles voies d’administration (transdermique, intra-nasale...) et de nouvelles formes
pharmaceutiques (formes matricielles a libération contrOlée, implants, suspensions

colloidales pour administration V).
Les voies alternatives d’administration des antipaludiques

Les voies alternatives actuellement explorées pour 'administration des antipaludiques

sont les voies transdermique, rectale et pulmonaire.

L’administration transdermique a pour avantages notamment :

- déviter les variations d’absorption et de métabolisation associées a I'administration par la
voie orale traditionnelle,

- déviter les risques et inconvénients de la voie IV,

- de permettre l'utilisation de principes actifs a demi-vie biologique courte grace a un
apport continu,

- d’éviter I'effet du premier passage hépatique,

- d’administrer des médicaments a index thérapeutique étroit grace a la possibilité de
régler le flux,

- d’améliorer la compliance des patients grace au mode simplifié d’application,

- de permettre I'arrét immédiat du traitement par simple retrait du dispositif.
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Des approches ont été développées pour augmenter la pénétration percutanée du
principe actif, principale limite de cette voie d’administration, permettant ainsi d’accroitre les

possibilités d’administration des médicaments par voie transdermique.

De nombreuses études sur [l'administration transdermiques de molécules
antipaludiques sont rapportées dans la littérature. Parmi les antipaludiques étudiés a cet
effet, il est possible de citer, sans étre exhaustif, la CQ, la primaquine (PQ) et 'ART et ses
dérivés. En effet, des patchs a base de matrice hydrogel de pectines renfermant la CQ
associée au DMSO comme promoteur d’absorption, ont été évalués chez le rat et ont mis en
évidence une libération controlée de la CQ (Musabayane et al. 2003). Concernant la PQ,
substance reconnue comme ayant beaucoup d’effets indésirables dose-dépendants,
plusieurs matrices ont été examinés. Parmi ces matrices on peut citer les polyméres
d’Eudragit® RL 100, d’éthyle cellulose (Mayorga et al. 1997, 1998) ou 'amidon (Jeans et al.
1999, Heard et al. 2003) utilisant le Miglyol® 840 (triglycérides) comme promoteur
d’absorption. Les études réalisées chez le rongeur (Mayorga et al. 1997, 1998, Heard et al.
2003) ou chez 'homme (Jeans et al. 1999) indiquent une libération contrélée et prolongée
(pouvant aller jusqu’a 40 heures) de la PQ, combinée a une bonne activité sur les formes
asexuées de Plasmodium aprés application transdermique du principe actif associé a ces
systemes matriciels. Enfin, les matrices d’éthyle ou de méthyle cellulose associés au
phtalate de diméthyle renfermant des dérivés de I'ART (acide artélinique, DHA, artésunate)
ont également donné des résultats intéressants en termes d'élimination rapide du
Plasmodium aprés administration transdermique chez la souris (Klayman et al. 1991, Lin et
al. 1994, Zhou et al. 2003).

La voie intra-nasale a été étudiée comme méthode non-invasive de traitement du
paludisme. La particularité de cette voie, est que la cavité nasale permet une délivrance
directe du principe actif au cerveau via la membrane nasale (Graff and Pollack 2005). Ce qui
peut étre exploitée pour le traitement des formes neurologiques de paludisme. En plus, cette
voie d’administration offre une grande surface d’absorption a certaines substances actives.
Des études réalisées montrent une bonne efficace de la DHA administrée par voie intra-

nasale dans le traitement des infections a Plasmodium chez la souris (Touitou et al. 2006).

Cependant, il est important de signaler que cette voie d’administration possédent des
limites dont les plus importantes sont : I'élimination rapide du principe actif du site de dépét
suite a des dégradations enzymatiques ou a la clairance muco-ciliaire, la faible perméabilité

de I'épithélium nasal et la biodisponibilité irréguliére (Costantino et al. 2005).
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Les nouvelles formes pharmaceutiques d’antipaludiques

Les nouvelles formes pharmaceutiques étudiées a I'’heure actuelle pour 'administration
des antipaludiques peuvent étre classées dans deux catégories : les formes implantables et

les formes dispersées microniques et submicroniques.

En effet, des implants céramiques de matrice a base de polymeére biodégradable
naturel, la gélatine, ont été évalués pour I'administration du phosphate de CQ dans I'objectif
d’'une chimio-prophylaxie du paludisme. Les expérimentations réalisées chez I'animal ont

montré une libération prolongée du principe actif dans le sang (Saparia et al. 2004).

L’utilisation de solutions micellaires (Casabianca et al. 2009), d’émulsions multiples
(Vaziri et al. 1994) et de nanoémulsions lipidiques (Dierling et al. 2005, Shingh et al.
2008) pour l'administration orale de la CQ et de la PQ est également rapportée avec

d’excellents résultats.

Des microsphéres a base de gomme arabique (Nishi et al. 2004) ou d’éthyle cellulose

(Patel et al. 2006) renfermant la PQ ou la CQ ont été aussi développées.

Les liposomes et les nanoparticules sont utilisés pour la vectorisation de certains
principes actifs antipaludiques tels que I'halofantine, la CQ et 'ART et ses dérivés (Owais et
al. 1995, Chimanuka et al. 2002, Gabriels et al. 2003, Mosqueira et al. 2004, Medha et al.
2008). Ces nanovecteurs sont principalement utilisés dans le but de réduire la toxicité de ces
molécules actives ou d’améliorer leur biodisponibilité. Les évaluations réalisées avec ces
systemes ont montré que les liposomes étaient d’excellents véhicules pour certaines
substances antipaludiques comme la CQ (Owais et al. 1995, Qiu et al. 2008), I'artésunate
(Chimanuka et al. 2002, Gabriels et al. 2003), 'artéméther (Chimanuka et al. 2002) et 'ART
(Isacchi et al. 2011a, 2011b). Ces différentes études ont mis en évidence le potentiel in vitro
et in vivo (sur modéles animaux) des liposomes dans 'amélioration de la biodisponibilité des
molécules associées et surtout dans le traitement des infections chloroquino-résistances.
Les nanoparticules (nanosphéres et nanocapsules) a base de polyméres se sont également
révélées intéressants pour la vectorisation des substances antipaludiques. en effet,
'association de la CQ (Agrawal et al. 2007), de I'halofantrine (Mosqueira et al. 2004) et de
'ART (Chen et al. 2009, Kakran et al. 2010a, 2010b) aux systémes nanoparticulaires a
donné d’excellents résultats d’efficacité antipaludique chez la souris. Le tropisme
hépatosplénique de ces vecteurs a surtout été exploité pour le ciblage du foie avec la PQ qui

a une action sur les formes hépatiques du Plasmodium (Green et al. 2004).
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La plupart des molécules antipaludiques n’étant actives que sur les formes
plasmodiales érythrocytaires, il est impératif que ces vecteurs colloidaux administrés par
voie parentérale restent en circulation dans le courant sanguin pour interagir avec les
globules rouges infectés. de ce fait, 'administration de molécules antipaludiques avec des
liposomes a résidence vasculaire prolongée (Isacchi et al. 2011a, 2011b) ou ciblés vers les
cellules d’érythrocytes (Owais et al. 1995) a été considérée dans certaines études.
L’augmentation de la rémanence vasculaire des liposomes via la décoration surfacique par
des molécules de PEG ou la fixation des liposomes aux globules rouges via le greffage
d’anticorps de reconnaissance (fragments Fab’) ont donné montré une efficacité dans la

réduction de la parasitémie (Isacchi et al. 2011b, Owais et al. 1995).

Les formulations de nanocapsules PEGylées a temps de circulation sanguine prolongé
ont présenté également des profils d’efficacité supérieurs aux solutions organiques
d’halofantrine dans le traitement du paludisme chez la souris sévérement infectée par
Plasmodium berghei, modéle animal idéal pour investiguer les molécules antipaludiques
(Mosqueira et al. 2004).

Enfin, une étude réalisée par Medha et al. (2005) chez la souris infectée par
Plasmodium berghei a montré que des nanoparticules lipidiques d’environ 60 nm renfermant
de l'artéméther offraient plusieurs avantages comparativement aux formes commerciales |IM
d’artéméther disponibles. Ces avantages sont entre autres, une activité antipaludique plus
importante et prolongée en durée (allant jusqu’a 20 jours) et des taux de survie plus élevés
(Medha et al. 2005).

7. Notre étude : objectifs, stratégies et justifications

Notre étude s’inscrit dans cette dynamique d’optimisation de la thérapeutique anti-
palustre a travers la vectorisation des molécules antipaludiques par des systémes
colloidaux. Elle vise a développer a travers la formulation, une forme médicamenteuse
innovante a base d’ART pour une prise en charge par voie intraveineuse du paludisme
grave. Plus spécifiquement, il s’agit de proposer une formulation avec des quantités
appréciables d’ART mises en solution et d’autre part d’assurer le maintien de concentrations
efficaces (au-dela de la concentration minimale inhibitrice) de maniére prolongée afin

d’assurer I'élimination des parasites présents dans la circulation.

Le choix porté sur 'ART, molécule mére naturelle a partir de laquelle ses dérivés sont
obtenus, peut se justifier a plusieurs titres. En effet, indépendamment des difficultés

techniques d’obtention de formes injectables adéquates a base de dérivés d’ART pour la
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prise en charge du paludisme, l'utilisation des dérivés hémi-synthétiques dans les pays
africains est drastiquement réduite du fait de leur codt tres élevé et du processus industriel
d’hémi-synthése onéreux, complexe et non transposable a ce jour en Afrique subsaharienne.
En attendant la maitrise de ces technologies d’hémi-synthése, des progrés sensibles sont
enregistrés quant a la culture de l'’Artemisia annua qui s’adapte bien aux conditions
écologiques locales (Ferreira et al. 2005, Endrias et al. 2006). Il en va de méme des
procédés d’extraction de 'ART couramment pratiqués et maitrisés dans beaucoup de pays
africains comme le Bénin, le Burkina Faso, le Sénégal (Endrias et al. 2006). Par ailleurs,
'ART reste la molécule de base pour I'obtention de ses analogues et I'Artemisia annua est la
seule source d’ART a I'heure actuelle (Van Agtmael et al. 1999). La synthése totale de la
molécule est trop colteuse pour étre une voie d'accés industrielle (WHO 2001). i
conviendrait donc de promouvoir 'ART a travers des formulations galéniques innovantes
comme solution au probleme de prise en charge thérapeutique du paludisme grave, plutét

que de s’intéresser a ses analogues d’hémi-synthése.

Plusieurs études ont déja été initiées dans le but d’améliorer la mise en solution et
d’augmenter la biodisponibilité de 'ART. Parmi ces études, il est possible de citer la
réalisation de complexes d’inclusion de 'ART avec les cyclodextrines (CDs) hydrophiles
(Wong and Yuen 2001, 2003), la co-atomisation de 'ART avec la maltodextrine (Sahoo et al.

2009) ou son association aux liposomes (Isacchi et al. 2011a, 2011b).

L’axe de formulation envisagée dans notre étude est d’adresser 'ART au plus prés de
son site d’action en l'association a des édifices supramoléculaires a base de CDs modifiées.
Cette association de I'ART aux vecteurs colloidaux a base de CDs amphiphiles est
susceptible d’améliorer substantiellement sa biodisponibilité, son efficacité thérapeutique et

sa tolérance.

En effet, les vecteurs de médicaments représentent une avancée importante dans
l'administration de molécules actives par voie parentérale. L’association de certaines
molécules actives d’'intérét aux nanovecteurs permet de résoudre le probléme de solubilité et
d’instabilité de ces molécules. Elle permet également de moduler le devenir in vivo de ces
molécules a savoir la distribution dans I'organisme, grace notamment a leur adressage a
leurs cibles d’action (Couvreur 2001, Couvreur and Vauthier 2006, Vamvakas et al. 2011).
Les vecteurs colloidaux submicroniques développés ces derniéres années ont montré un
potentiel thérapeutique de grand intérét : concentration du principe actif au niveau du site
d’action, réduction de la toxicité, augmentation du temps de circulation des principes actifs

labiles ou rapidement éliminés, amélioration de I'activité thérapeutique, augmentation de la
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biodisponibilit¢ de substances insolubles dans les fluides biologiques (Couvreur 2001,
Couvreur and Vauthier 2006, Vamvakas et al. 2011).

Les CDs modifiées font partie de I'arsenal des matériaux actuellement explorés comme
base d’élaboration de nanovecteurs pour la délivrance et le ciblage de principes actifs
d’intérét médical (Duchéne et al. 1999). Récemment, une technique efficace de
transestérification des CDs, catalysée en une seule étape par une enzyme (thermolysine),
en présence d'un ester de vinyle comme donneur de groupements alkyle a été développée
et expérimentée avec succés pour I'obtention de nanoparticules (Pedersen et al. 2005,
Choisnard et al. 2006, 2007). Les dérivés de CDs modifiées obtenus ont montré une bonne
capacité d’auto-organisation sous forme d’agrégats supramoléculaires de formes et
d’architectures variées. Ces nano-agrégats sont capables d’associer des quantités
importantes de substances bioactives hydrophobes puis de les relarguer dans les conditions
d’étude de libération in vitro (Géze et al. 2009). Les nanostructures correspondantes ont été
étudiées sur le plan physicochimique, morphologique et structural par des techniques
complémentaires variées (Choisnard et al. 2006, 2007, 2011, Géze et al. 2009).

La mise en ceuvre de dérivés de CDs biotransestérifiées et de structures amphiphiles

pegylées, permet de viser deux objectifs :

i) d’une part daméliorer la mise en solution de 'ART a travers son association aux vecteurs
colloidaux a base de CDs modifiées et
i) d’autre part d’améliorer sa biodisponibilité et son efficacité thérapeutique a travers

I'hydrophilisation de la surface des nanovecteurs.

La décoration surfacique permettra de prolonger le temps de circulation sanguine des
nanovecteurs tout en évitant une capture trop rapide par les organes du systéme des

phagocytes mononuclées (SPM), suite a leur administration IV.

En effet, aprés administration par voie IV, la majorité des nanovecteurs (nanoparticules
et liposomes) interagissent fortement avec les protéines plasmatiques. Cette interaction est
favorisée par la trés grande surface spécifique développée par les nanoparticules permettant
la création d'interactions hydrophobes fortes avec les opsonines. Les vecteurs colloidaux
décorés d'opsonines en surface seront donc captés principalement par les cellules de
Kupffer du foie et les macrophages de la zone marginale de la rate. Ces cellules possédent
en effet des récepteurs spécifiques reconnaissant ces opsonines (Moghimi et al. 2001).
Cette distribution hépatosplénique est également favorisée par la structure histologique de
I'endothélium vasculaire au niveau de ces tissus dont le caractére discontinu autorise le

passage des colloides (Couvreur 2001, Barrat et al. 2003).
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Les résultats de biodistribution avec les nanosphéres de p-CD modifiées ont montré
sans ambiguité que ces nanoparticules se comportent comme des vecteurs a "tropisme
hépatosplénique" [Géze 2007]. Pour traiter certaines pathologies dont les cibles
thérapeutiques se trouvent localisées dans le foie par exemple, il est préférable de favoriser
une capture rapide de ces vecteurs par cet organe. A linverse quand les cibles
thérapeutiques sont intra-vasculaires comme dans le cas de I'ART, il convient de modifier les
propriétés physicochimiques des vecteurs afin de ralentir leur capture et de prolonger leur
rémanence vasculaire. Ce qui permettra d’'augmenter leur chance de se concentrer dans les
organes ou tissus ciblés (Moghimi et al. 2001, 2003a, 2003b, Hoarau et al. 2004 Vonarbourg
et al. 2006). Pour ce faire, il est nécessaire de conférer aux vecteurs une taille adéquate (50-
200nm) et un caractéere furtif. La taille de ces systémes qui varie de quelques nanomeétres a
plusieurs centaines de nanométres selon la formulation est a l'origine de distributions
tissulaires bien différenciées. Les particules de tailles plus importantes sont les plus
rapidement éliminées de la circulation. La furtivité est généralement obtenue par
recouvrement des vecteurs par des polyméres hydrophiles et flexibles (dérivés de PEG,
poloxaméres, poloxamines ou polysaccharides). Cette modification surfacique empéche les
protéines et en particulier les opsonines de s'adsorber a la surface des vecteurs (Moghimi et
al. 2001, Lemarchand et al. 2005, Huynh et al. 2010).

Notre travail a consisté a étudier les potentialités d'un tel vecteur colloidal a base de
CDs bioestérifiees et de molécules amphiphiles de PEG, associé a I'ART. Il a été réalisé en

plusieurs étapes.

Dans un premier temps, a travers des études préliminaires dites de pré-formulation,
nous avons développé puis validé les méthodes analytiques de dosage de 'ART, déterminé
les caractéristiques physicochimiques et la stabilité de 'ART en solution, puis optimisé la

synthése et la caractérisation du matériau d’auto-assemblage.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, nous avons mis au point des formulations de
suspensions colloidales de nanosphéres et de nanoréservoirs associant 'ART, en mettant
en ceuvre des CDs bio-estérifiées et des dérivés amphiphiles polyoxyéthylénés. Les
caractéristiques physicochimiques, morphologiques et structurales des nanosystémes nus
et/ou chargés d’ART ainsi que la lyodisponibilité de 'ART prise en charge ont été également

évaluées.

Dans une troisieme partie, nous avons évalué les suspensions colloidales sur le plan
biologique a travers des études in vitro d’efficacité sur des cultures de Plasmodium, de

cytotoxicité vis-a-vis des érythrocytes, de comportement vis-a-vis du SPM (macrophages et
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protéines du complément). Enfin, la derniére partie de notre travail a consisté a évaluer in
vivo la biodistribution des nanoparticules et les paramétres pharmacocinétiques de 'ART

associée aux nanovecteurs aprés administration intraveineuse chez I'animal.

Ce document de thése présente 'ensemble des travaux réalisés ainsi que les résultats

obtenus. Il est subdivisé en trois parties.

La premiére partie est une revue bibliographique, présentée sous la forme d’un article
de publication dans lequel nous développons le potentiel et I'intérét des vecteurs colloidaux

a base de CDs amphiphiles dans I'administration de substances bioactives.

La deuxiéme partie est consacrée a la publication des résultats a travers deux articles :
La publication de résultats n“1 porte sur les aspects de formulation des nanosystémes a
base de CDs bioestérifiées PEGylés ou non, associant 'ART ainsi que les évaluations in
vitro de libération du principe actif et d’activité anti-plasmodiale.
La publication de résultats n?2 est consacrée aux évaluations des suspensions colloidales
de nanosphéres et de nanocapsules a base de CDs bioestérifiées formulées avec des
amphiphiles PEGylés de longueurs de chaines différentes. Dans cette étude, nous avons
réalisé un screening de plusieurs formulations par des tests in vitro (propriétés hémolytique,
consommation du complément sérique, capture par les macrophages). Les données in vitro
ont été complétées par des essais in vivo de biodistribution comparative chez la souris aprés

administration intraveineuse.

Dans la troisieme partie, une discussion générale reprend les différents points traités
dans ce travail. Nous décrivons en complément, un certain nombre de résultats non

présentés dans la seconde partie permettant d’approfondir la discussion.

En fin de manuscrit, une conclusion générale permet de dresser un bilan des objectifs

atteints et présenter quelques perspectives a ce travail de thése.
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Les systémes nano-assemblés a base de cylodextrines modifiées
dans la vectorisation des substances bioactives

Les CD amphiphiles sont a la base de nombreux systémes supramoléculaires
colloidaux. Les dérivés modifiés par greffage de chaines alkyle sur la structure des CDs
meéres peuvent sous certaines conditions, s’auto-organiser et former des nano-agrégats
submicroniques de type matriciel (hanosphéres) ou réservoir (nanocapsules). Ces structures
supramoléculaires a base de CD modifiées ont montré une bonne capacité a associer
certaines substances bioactives faiblement solubles en milieu aqueux, avec des taux de
recouvrement importants. La cinétique de libération des molécules actives a partir des
nanostructures est fortement dépendante des caractéristiques physicochimiques du principe

actif et de la nature du dérivé de CD amphiphile mis en ceuvre.

Le potentiel des suspensions colloidales a base de CDs amphiphiles non-ioniques
dans la vectorisation des substances bioactives est présenté sous la forme d'un article de

revue bibliographique.

Dans cet article qui constitue une introduction justifiée du sujet sur lequel portera notre
travail expérimental, nous développons la synthése et la caractérisation du matériau, ainsi
que la préparation et les caractérisations morphologique, structurale et biologique des
systémes supramoléculaires obtenus a partir de ces entités moléculaires. Nous abordons
également certaines applications pharmaceutiques de ces suspensions colloidales

notamment, dans la délivrance et la vectorisation des substances bioactives.

Article de revue bibliographique en préparation pour soumission a

Journal of Nanobiotechnology.
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Abstract

Nowadays, colloidal drug carriers represent an alternative to solve some of the delivery
problems related to physicochemical and biomimetic properties of some drugs molecules
that are either poorly soluble in aqueous media, either poorly absorbed or rapidly degraded
and metabolized. During the past two decades, colloidal drug carriers have proved to be
used to improve the therapeutic index of drug and thus increasing their efficacy and/or
reducing their toxicity. However, the major challenge in the development of these drug
carriers remains the search for materials able to self-organize in stable nanoscale systems.
Amphiphilic a-, B- and y- cyclodextrins (CDs), particularly thus grafted on the secondary or
primary sides with different aliphatic chains, have been investigated as drug delivery vehicles
due to their ability to self-assemble and form stable various supramolecular devices as matrix
nanoparticles, micellar aggregates, multi-lamellar nano-aggregates or reservoir
nanostructures. These self-assembled CD-based nano-devices show some advantages in
terms of stability, good ability to associate lipophilic drugs and good in vivo tolerance. This
review focuses on the potential of the nano-structured particles obtained from non-ionic
amphiphilic CDs in drug delivery and drug targeting. We discuss the synthesis and
characterization of the building blocks, the preparation and characterization of colloidal
particles made from these materials. We also considered some pharmaceutical applications
and identify opportunities for an optimum use of this CD-nanotechnology approach in

addressing worldwide priority health problems.

Keywords: amphiphilic cyclodextrins, synthesis, characterization, nanoparticles, drug delivery,

bioevaluation.
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1. Introduction

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides consisting of glucopyranose units linked by
0-(1,4) bonds [Leemhuis 2010]. CDs are of three types (a, B and y) depending on the
number of glucopyranose units in the molecule: 6, 7 or 8, respectively. The molecule has a
three-dimensional truncated cone structure with a closest and a largest side, respectively
called primary face and secondary face. Each glucopyranose unit of the molecule contains
three hydroxyl groups in positions 2, 3 and 6. The hydroxyl at position 6 is placed on the
primary side and the hydroxyl in positions 2 and 3 on the secondary face. This arrangement
results in a polar, hydrophilic external surface and relatively apolar, hydrophobic nano-cavity
making CD molecules soluble in aqueous medium with possibility to accept lipophilic guest

molecules in their cavity via non-covalent bonds [Davis 2004; Rajesweri 2005; Shimpi 2005].

_ Hydrobobic cavity
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Figure 1. Chemical structure and conformation of native 3-CD.

The physicochemical properties of CDs and various chemical potential modifications are of
great interest for applications in various domains. The capability of forming inclusion
complexes with hydrophobic guest molecules is particularly of interest for administration of
bioactive molecules with poor water solubility. This molecular “encapsulation” confers
different physicochemical properties to the guest molecule, including improved stability,
aqueous solubility, bioavailability, and sometimes reduced toxicity [Davis 2004; Rajesweri
2005; Shimpi 2005].

Natural CDs are biocompatible, resistant to degradation by human enzymes and excreted as
they are after parenteral administration. However, they are likely to be degraded by microbial
enzymes in the colon after oral administration. A hemolytic character is well known but

appears only in high concentrations [Davis 2004].

The B-CD, besides being commercially available at low cost, has a cavity size suitable for
many bioactive substances. However, its low solubility in water, hemolytic character as well
as nephrotoxicity, limit its use by parenteral route [Frank 1976]. A breakdown of hydrogen

bonds via internal chemical changes increases its solubility in water. Therefore, hydrophilic
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chemically modified derivatives have been synthesized to extend the physicochemical
properties of native CDs. The water-soluble derivatives obtained are excipients of
pharmaceutical interest because they can reduce the nephrotoxicity and hemolytic activity of
native CDs. This increase in the solubility of the CDs is generated by two mechanisms: the
breakdown of hydrogen bonds existing between the hydroxyl groups in positions 2 and 3 and
the prevention of crystallization due to the formation of statistically substituted molecules

leading to amorphous products [Davis 2004].

The natives CDs (a, 8 and y) and water-soluble derivatives, while interesting in the formation
of inclusion complexes with hydrophobic drugs, have a low affinity for biological membranes
due to their hydrophilic character [Shimpi 2005]. Also, they are not able to self-organize in
supramolecular aggregates. To give them this property, it is necessary to modify the
molecule by grafting on their basic skeleton, chemical groups able to alter their solubility in
water and simultaneously generate a structure with two parts, a hydrophilic and a lipophilic
part. Obtaining such amphiphilic CDs involves the grafting of a lipophilic entity on the primary
and/or secondary side of glucopyranose units. Therefore, these amphiphilic CDs appear as
interesting new material for the preparation of various supramolecular devices allowing drug

delivery and passive drug targeting.

In this review we give an overview of the benefits of non-ionic amphiphilic CDs. We
particularly develop the characteristics of CD derivatives substituted with alkyl chains and the
colloidal systems obtained from these molecular entities: their preparation, their
physicochemical, their morphological aspects, their ultrastructure, their biological properties

and some applications in drug delivery and/or targeting.

2. A brief review on amphiphilic cyclodextrin derivatives

Amphiphilic CDs offer a new perspective in the use of oligosaccharides in medicine. During
the past two decades, numerous amphiphilic CDs have been obtained by grafting different
substituents on the primary, secondary, or both faces of natural CDs in order to obtain

derivatives able to form supramolecular devices considered as potential drug carriers.

The entities grafted are lipid derivatives (cholesterol or phospholipids), linear hydrocarbon
chains, or macromolecules. However, most of the work described in the literature concerns
the amphiphilic CDs substituted by alkyl chains. In those cases, the grafting links involved
are particularly those of ester, ether, sulphinyl-deoxy, amine or thiol amide types [Duchéne

1999]. The primary alcohol function is more reactive compared with secondary alcohol
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functions because of its high acidity and low steric hindrance of the carbon in position 6

[Perez-Victoria 2006]. The synthesis process will be decisive for the localization of

substituent and the degree of substitution. The substitution on the primary side of the CD is

easy, but it is essential to control the proportions of reagents and operating parameters to

prevent reaction on the secondary rim. The selective substitution on the secondary side,

however, is more delicate [Zhang 1991]. Different types of water-insoluble non-ionic

amphiphilic CDs poly-substituted by alkyl groups were synthesized and described in the

literature. Mentions may be made among others:

Medusa-like amphiphilic CDs, per-substituted on the primary face by alkylsulfinyl groups
with different chain lengths [Kawabata 1986].

Bouquet-shaped amphiphilic CDs as per-(2,6-di-O-alkyl)-CDs, obtained by grafting
14 polymethylene chains on 3-monomethylated B-CD, leading to an equal number of
chains on the primary (position 6) and secondary (position 2) sides [Wenz 1991; Canceill
1992] .

Per-substituted CDs on the secondary hydroxyl groups by alkyl chains namely skirt-
shaped amphiphilic CDs, described by Zhang et al [Zhang 1991]. The first derivative of
this group, the per-2,3-di-O-alkyl-B-CD is an over-acylated product with 21 chains. About
ten years later, the conditions for grafting only 14 hexanoyl chains on the secondary side
of B-CD have been developed and described [Lesieur 2000]. The skirt-shaped derivatives
exhibit real surfactant characteristics [Tchoreloff 1995] and are susceptible to being
biodegradable due to the ester bond making them particularly interesting.

Second generation of skirt-shaped amphiphilic CDs preferentially acylated on the
secondary hydroxyl group in position 2 obtained by biotransesterification of CD vinyl fatty
ester. These bioesterified derivatives are statistical mixture constituted by parent CD with

variable degree of substitution, ranging for 2 to 9 alkyl chains [Choisnard 2006; 2007].

HO  OH oy

Figure 2. Schemes of amphiphilic $-cyclodextrins acylated on secondary face: first generation (a) and

second generation (b) of skirt-shaped CD.
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Other amphiphilic CD derivatives more or less soluble in water have also been synthesized

by modifying one of the faces of amphiphilic CD molecule by hydrophilic groups and may be

mentioned:

Non-ionic amphiphilic CDs including derivatives substituted with ethylene glycols [Falvey
2005] and those substituted with glycosyl (glucosyl, mannosyl or fucosyl) [Mazzaglia
2006; McNicholas 2007] or galactosyl groups [Salameh 2005; Mazzaglia 2006]. In the
cases of PEGylated derivatives, oligoethylene glycol, glycosylthiocarbamoyl-oligo-
(ethylene glycol) or galactosylthio-oligo-(ethylene glycol) units were grafted on the
secondary-hydroxyl side of the parent CD and hydrophobic group (alkylthio chains) on
the primary-hydroxyl side. The non-PEGylated galactosylated derivatives combine
galactopyranosylamino groups in the primary side of CD and aliphatic fatty ester chains
on the secondary face [Salameh 2005]. Another category of amphiphilic B-CD
derivatives, per-substituted on the secondary face by fatty ester chains (C¢ or C44) and a
residue of B-CD on the primary side, has been described [Defaye 2008].

Cationic amphiphilic CDs comprising those in which amine group (pyridylamine,
alkylimidazoles, methoxyethylamine or primary amine) were substituted in position 6 and
oligo(ethylene glycol) chain substituted in position 2 of native CDs [Donohue 2002] and
polyaminothio-urea amphiphilic derivatives [Diaz-Moscoso 2008]. Both possible
orientations of the polycationic and hydrophilic domains on to CD molecule are possible
and lead to skirt-shaped and medusa-shaped polycationic amphiphilic CDs [Ortiz-Mellet
2010]. The polycationic derivatives are especially interesting in genes delivery [Diaz-
Moscoso 2008; Cryan 2004a; 2004b; Ortiz-Mellet 2010].

Anionic amphiphilic CDs includes those synthesized with carboxyl group on the
secondary side [Kraus 2001], polysulfated derivatives [Dubes 2003] and fluorinated
derivatives. Fluorinated derivatives described are: per-substituted products with 7
fluorinated groups on the primary face [Kiadur 1999], derivatives with 14 groups of C;F4s
grafted on the secondary face [Skiba 2003], 6-per-trifluorométhylthio-3-CD derivatives
[Granger 2000] and mono-, di- or tetrasubstituted amphiphilic CD bearing
perfluoroalkylpropanethio chains [Peroche 2002, Bertino-Ghera 2008].

Besides the poly-substituted amphiphilic derivatives, others mono-substituted non-ionic

amphiphilic CDs were obtained by grafting on the structure of parent CD, a single

hydrophobic anchor such as long alkyl chain [Bellanger and Perly 1992; Lin 1998] or
cholesteryl [Auzély-Velty 1999; 2000], phospholipidyl [Moutard 2002] or peptidolipidyl
[Angelova 2008] moieties.
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As can be seen, a large variety of amphiphilic CDs has been synthesized, each with specific
properties and applications in medicine. Some of the resulting derivatives exhibited
self-organizing properties and formed submicronic nanoaggregates. Many authors have
published review articles on amphiphilic CDs self-assemblages [Roux 2007; Sallas 2008;
Bilensoy 2008a; 2009], cationic CD-based gene delivery systems [Ortiz-Mellet 2010] or
anionic CDs nanoparticles [Parrot-Lopez 2010]. In this paper, we focus specifically on non-
ionic amphiphilic CDs substituted by alkyl chains which very promising materials are being

explored for the development of nanoparticles for drug delivery and targeting.

3. Synthesis and characterization of amphiphilic cyclodextrins
Non-ionic alkylated CDs were mainly obtained by two pathway synthesis approaches such

as organic and enzymatically-assisted syntheses.

3.1. Chemical synthesis pathway

The higher accessibility of the primary hydroxyl groups facilitates homogeneous
functionalization at the narrower side of CD molecules, which has been used to synthesize
amphiphilic CD derivatives bearing alkyl chains on their primary face with biodegradable
bonds (amide or ester). Depending on the bond involved, two intermediate products were
used for the modification of the parent B-CDs on the primary face: periodinated and
peraminated 3-CD. The 6-N-Capro-B-CD and 6-N-Myristo-3-CD which are B-CD modified on
the primary side by respectively 6C or 14C aliphatic chain linked by amide bonds were
obtained by reaction of peraminated B-CD with hexanoic anhydride or myristic acid,
respectively. The 6-O-Capro-p-CD which is modified on the primary face by 6C aliphatic
chain linked by ester bond was obtained by iodination of the primary hydroxyl groups
following by reaction with cesium hexanoate in DMF [Memisoglu 2002]. Another one-step
process for grafting directly dodecanoyl chains on the primary hydroxyl side of native 3-CD
by using lauric acid chloride in the presence of pyridine and HCl aqueous solution as
quencher was reported by Gallois-Montbrun et al. [2007]. The latest amphiphilic derivatives

have an average degree of substitution about 4.5 [Gallois-Montbrun 2007].

The main difficulty in the synthesis of amphiphilic CDs bearing alkyl chains on the secondary
face is the regioselective functionalization of cyclic oligosaccharides, which is not easy to
carry out. For a long time this has been an obstacle in obtaining quantitatively product
selectively per-acylated on the secondary side with a satisfactory purity. Amphiphilic CDs
bearing alkyl chains on the secondary face were originally prepared following a chemical

synthesis pathway through the well-known tedious three-step procedure from parent a-, -,
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y-CDs [Zhang 1991]. This synthesis approach requires an initial protection of primary alcohol
functions (Figure 3) : i) protection of primary hydroxyl groups with tert-butyldimethylsilyl
chloride (TBDMSCI) in dry pyridine, ii) acylation of secondary face by acyl groups bearing
varying carbon chain lengths from Cs to Cy4 in the presence of 4-dimethylaminopyridine
(DMAP), iii) deprotection of primary face by tertio-butyl ammonium fluoride (TBAF) in
tetrahydrofuran (THF) [Zhang 1991; Lesieur 2000; Dubes 2001; Geéze 2002]. In this
procedure, the use of hexanoyl chloride leads to over-acylated products whereas the
hexanoic anhydride leads to amphiphilic product with degree of substitution about 14
[Lesieur 2000, Dubes 2001].
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Figure 3: Scheme of amphiphilic 3-CD-Cg synthesis by chemical pathway (Adapted from Lesieur et al.
2000).

The products obtained appear in the form of a high statistical mixtures resulting from
differently substituted compounds. The yield remains low (between 12 to 65 % according the
conditions of reaction and the nature and quantities of reagents used) and the degree of

acylation uncertain. Secondary reactions by self-condensation of alkyl chain donors in the
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presence of DMAP are responsible of ramifications leading to the over-acylated species
[Lesieur 2000; Dubes 2001]. This makes very difficult the characterization of synthesized
products. Purification steps are also relatively time-consuming. The degree of substitution
was determined by electrospray mass spectrometry (ES-MS). The presence of amphiphilic
CD derivatives with 8 to 23 hexanoyl chains was shown [Géze 2002]. The chemical

synthesis pathway is long, fastidious and it scalup is not conceivable.

3.2. Enzymatically-assisted synthesis

In a context of seeking an alternative approach to this tedious synthesis pathway, a one-
step-catalyzed transesterification of parent CDs by vinyl-acyl esters in the presence of
thermolysin as biocatalyser was developed [Perdersen 2005; Perez-Victoria 2006; Choisnard
2006]. This method, firstly described by Pedersen et al. [Perdersen 2005] and adapted by
Choisnard et al. [Choisnard 2006], involves the use of a protease, ie thermolysin
immobilized on celite, as biocatalyser of transesterification of parent CD with a vinyl fatty
ester donor. The reaction is irreversible and occurs in one-step without prior protection of
primary alcohols [Perdersen 2005; Choisnard 2006]. In addition, the conditions of reaction
and the specificity of the enzyme allow a preferential acylation on the hydroxyl in position 2 of
the CD molecule [Perez-Victoria 2006]. The reaction scheme implemented can be

represented as follows.
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Figure 4. Schematic route of B-CD ester synthesis with thermolysin [Choisnard 2011].

This one-step biotransesterification of parent CD successfully resulted easily and
quantitatively into different amphiphilic derivatives: a-, B- and y-CDs, bearing alkyl chains
from C, to C44 on their secondary face [Choisnard 2007; Géze 2009; Choisnard 2011].

Further, a scaling up of the biosynthesis seems imaginable.
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3.3. Physicochemical characterization of amphiphilic CDs

One of the objectives in terms of pharmaceutical formulations of amphiphilic CD colloidal
drug carriers is to better understand the correlation between the chemical composition of the
building-blocks and their capacity to self-assemble in the conditions of nanoprecipitation. It is
therefore important to carry out a more fully characterization of amphiphilic CDs derivatives.
Analytical techniques were mainly used to identify the chemical composition of the modified
CDs derivatives as well as some physical characteristics usually associated to amphiphilic
molecules, such as the lipophilic-hydrophilic balance (HLB) and the formation of Langmuir-
Blodgett films [Tchoreloff 1995]. The degree of substitution is easily determined by
electrospray-ionization mass spectrometry (ES-MS) or matrix-assisted laser desorption-
ionization mass spectroscopy (MALDI-MS) [Dubes 2001; Salameh 2005; Choisnard 2006;
2007; Kieken 2008; Géze 2009; Choisnard 2011]. The average molecular weight, the total
degree of substitution (TDS), the polydispersity of the species in the mixture and the
hydrophilic-lipophilic balance (HLB) of a-, B- and y-CD derivatives were accessed by using
reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC), MALDI-TOF and
nuclear magnetic-resonance (NMR) spectroscopy analyses [Memisoglu 2002, Abdelwahed
2008, Choisnard 2011]. The substitution by alkyl chains at the positions 2, 3 or 6 of parent
CDs was confirmed by "H-NMR and "*C-NMR [Salameh 2005; Pedersen 2005; Choisnard
2006; Gallois-Montbrun 2007]. Typical heteronuclear multiple-quantum coherence (HMQC)
NMR analysis was also performed and showed that bioesterified CDs are mainly substituted in
the C, position of the secondary face [Pedersen 2005; Choisnard 2006]. A complementary
analysis based on RP-HPLC coupled to evaporative light-scattering detection (ELSD) was
carried out on bioesterified CDs in order to separate the species according to the degree of
substitution [Kieken 2008]. The Table 1 outlines the physicochemical characteristics of the
different non-ionic amphiphilic CD derivatives grafting with alkyl chains mainly used as tools

for particulate drug delivery systems.
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Table 1.

Physicochemical properties of non-ionic alkylated CDs mainly used for preparing nanoparticles suspensions.

Parameters  Characterization Physicochemical characteristics
techniques
Chemically synthesized B-CD-Cs;  Bioesterified CD (a-CD-
C10, B-CD-Cn*, y-CD-C)
Mass yield 12-65 % (B-CD-Cg) [Dubes 2001] Total conversion of the
90-96 % (derivatives substituted maltosyl B-CD [Pedersen
on primary side) [Memisoglu 2002]  2005]
Number of ES-MS and 10-23 (3-CD-C;) [Dubes 2001] 2-7 (a); 3-8 (B); 5-9 (y)
acylation MALDI-MS [Choisnard 2006; 2007;
2011; Geze 2009]
TDS** RP-HPLC, 'H ND 3.8-6.6 (B-CDCyy)
NMR and [Choisnard 2011]
MALDI-MS
Molecular RP-HPLC, 'H 3193(B-CD,Cy) 1774 (3-CD-C4o with
weight NMR and 2507 (B-CD14Cs) TDS=3.8)
(g/mol) MALDI-MS [Abdelwahed 2008] 1953 (B-CD-C4q with
TDS=5.3)
2506 (B-CD-Cq) 2156 (B-CD-Co with
1820 (6-O-Capro-p-CD) TDS=6.6)
1813 (6-N-Capro-3-CD) [Choisnard 2011]
2597 (6-N-Myristo-3-CD)
[Memisoglu 2002]
HLB Estimated from 5.6 (3-CD»;Cs) 15.1 (B-CD-C4o with
TDS 7.1 (B-CD14Cs) TDS=3.8)
[Abdelwahed 2008] 14.0 (B-CD-C4q with
TDS=5.3)
8.9 (B-CD-Cy) 7.8 (B-CD-Co with TDS=6.6)
11.1 (6-O-Capro-3-CD) [Choisnard 2011]
11.2 (6-N-Capro-3-CD)
7.8 (6-N-Myristo-B-CD)
[Memisoglu 2002]
Air-water Analyzing the Surfactant properties: formation of
interfacial surface Langmuir monolayer ND
properties pressure-area [Tchoreloff 1995]

isotherms

*n=06, 8, 10, 12 or 14; ND= not determined, ** TDS = Total degree of substitution

As seen in the Table 1, the amphiphilic derivatives were a mixture of species with variable

degree of substitution ranging from 2 to 9 and 10 to 13 alkyl chains for bioesterified and

chemically synthesized products, respectively [Dubes 2001; Choisnard 2006; 2007; 2011;
Géze 2009]. The MS profile of biotransesterified 3-CD-C4, shown in Figure 5 highlights 6

species of 3 to 8 decanoic chains.
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Figure 5. ES-MS spectrum of a 3-CD-C,q mixture obtained directly after freeze-drying of the reaction
medium. (m+Na")/z = 1619.6 (decanoate B-CD ester with 3 chains), (m+Na*)/z = 1773.8 (decanoate
B-CD ester with 4 chains), (m+Na®)/z = 1927.8 (decanoate B-CD ester with 5 chains), (m+Na®)/z =
2083.0 (decanoate B-CD ester with 6 chains), (m+Na")/z = 2236.9 (decanoate B-CD ester with 7
chains), (m+Na")/z = 2393.2 (decanoate B-CD ester with 8 chains) [Kieken 2008].

The presence of a degree of substitution greater than 6, 7 or 8 in the cases of a-, -, y-CD
bioesters, respectively, evidences the possible attack of the hydroxyl groups in positions 3
and 6 during the thermolysin-catalyzed acylation process. As reported in the literature, it is
well established that the regioselectivity of thermolysin against the hydroxyl in position 2 of
glucopyranose units remains only partial, meaning that regio-isomers in position 3 or 6 in a
given acylated species presenting the same degrees of substitution are expected [Perez-
Victoria 2006]. Nevertheless, it is important to stress that the statistical mixture of
bioesterified derivatives is much less complex than that of amphiphilic CDs obtained by the
organic synthesis route. The HPLC-ELSD chromatographic profiles (Figure 6) clearly
highlight the presence of position isomers [Kieken 2008].
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Figure 6. HPLC-ELSD chromatographic profiles of 3-CD esters [Kieken, 2008].
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The biocatalyzed synthesis pathway is simpler and leads to substantial yields of raw material
and can be better controlled with regard to the chemical composition of the product. The
finest characterizations performed at this stage allows to better understand and control the

self-assembly of CD derivatives.

4. Supramolecular assemblies based on non-ionic alkylated amphiphilic
cyclodextrins

4.1. Types of colloidal systems

Non-ionic alkylated amphiphilic CDs are molecular entities from which supramolecular
edifices can be generated. According to the nature, the proportion and location of the
substituent, different organized nano-architectures have been described such as micellar
aggregates, bilayer vesicles, nanoparticles (matrix and reservoirs types) and more recently

multi-layered nanostructures of bioesterified CDs.

Indeed, some derivatives of amphiphilic CDs are able to form in contact with water, stable
micellar aggregates. These amphiphilic derivatives present some degree of solubility in
water. This is the case, for example, for CDs mono-substituted on the primary side by a long
aliphatic chain via an amine function. The grafted aliphatic chain has at its end a bulky group
(terbutyl) that prevents its self-inclusion in the cavity of the CD [Lin 1998]. Amphiphilic CD
derivatives poly-substituted on the secondary side with short aliphatic chains (C,) also form
micelles in water with a critical micellar concentration (CMC) of about 2.107 M [Zhang 1991].
Stable micellar aggregates with a very low CMC value of about 2 orders magnitude smaller
than those of usual surfactant, have also been described with the heptakis[6-alkylthio-6-

deoxy-2-oligo(ethylene glycol) B-CD [Lombardo 2004].

Literature describes the formation of unilamellar vesicles in aqueous solution by some non-
ionic amphiphilic derivatives such as alkylthio oligo(ethylene glycol) CDs [Falvey 2005;
Ravoo 2000]. The formation of the lamella is highly dependent on the length of the alkyl
chain. The derivatives with Cs alkylthio chains self-assemble into dense nanoaggregates
without any lamellar organization whereas those with C4, chains yielded unilamellar vesicles
with an aqueous inner core and size ranging from 140 to 160 nm or 80 to 100 nm depending
on whether they are prepared by extrusion or sonication, respectively. These vesicles
exhibited a good stability over several days and combine the properties of liposome and CD
macrocycles i.e the ability to associate water-soluble molecules in the inner core and

lipophilic molecules in the cavity of CDs.
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The amphiphilic CD poly-substituted with long alkyl chains (C¢ to Ci4) either on the
secondary side or primary face easily yields nanomatrix (nanosphere) or nanoreservoir
(nanocapsule) type particles [Roux 2007; Sallas 2008; Bilensoy 2008; 2009].

4.2. Self-assembling properties of non-ionic amphiphilic CDs into nanoparticles

Non-ionic amphiphilic CD derivatives grafted on the primary side as those grafted on the
secondary face with alkyl chains shown a good ability to self-organize into nanomatrix
(nanospheres) or nanoreservoir (nanocapsules) structures (Figure 7). Indeed, when they are
found in an energetically unfavorable environment, amphiphilic CDs self-aggregate in stables

supramolecular nano-edifices.
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Figure 7: Schematic representation of amphiphilic CD based nanosphere and nanoreservoir-type

systems.

Amphiphilic a-, B- and y-CD nanosphere suspensions were mainly prepared using the
solvent displacement method [Fessi 1988; Skiba 1992; 1996; Géze 2002; 2004; Memisoglu
2003a; 2003b; Choisnard 2005]. The technique is based on a decrease in solubility of the
modified CD initially dissolved in an organic solvent, in contact with an aqueous phase. The
method involves using an organic solvent miscible with water such as acetone, ethanol or
THF. These class Il solvents with a low toxic potential are preferred. The method consists of
injecting the organic phase containing amphiphilic derivatives, into aqueous phase i.e
distiled water, added or not with a hydrophilic surfactant, under magnetic stirring.
Nanoparticles spontaneously formed due to the desolvation of the material through the cross
diffusion of the organic solvent in water via a mechanism of "diffusion-stranding" [Thioune

1997]. Afterwards, the organic solvent is removed under reduced pressure.

The particle size can be controlled by varying the technological parameters (agitation speed,

temperature...) as well as the formulation parameters (nature of solvent, volume ratio organic
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phase/water, presence and nature of surfactant ...) [Skiba 1992; 1996; Geéze 2002;
Choisnard 2005; Gulik 1998]. Knowing that the particle size is of great importance for the in
vitro and in vivo behavior of the nanocarriers [Moghimi 2001], a study was carried out by
Choisnard et al. allowing the control of nanoparticle size during preparation. This objective
was achieved by using a mixture design methodology in which an empirical correlation was
found between the volume ratio organic phase/water and the nanoparticle size. With the
output of this study, it is now possible to prepare amphiphilic CD nanoparticles with a

predicted mean size varying from 50 to 400 nm [Choisnard 2005].

Generally speaking, the presence of surfactant is not required for obtaining nanosphere
suspensions [Skiba 1996, Memisoglu 2003b]. Nevertheless the surfactant is necessary to

stabilize the drug associated within the nanostructure [Skiba 1996].

The size and physical stability of formed nanospheres depend also on the structure of the
amphiphilic CD implemented. The per-acylated B-CD, ie chemically substituted on their
secondary face by 14 hexanoic chains, do not lead to stable nanosphere suspensions even
in the presence of a stabilizing agent while B-CD partially substituted self-assemble in similar
conditions leading to a stable colloidal suspension of nanospheres [Géze 2002]. It was also
demonstrated, by using two complementary techniques (dynamic light scattering (DLS) and
cryo-transmission electron microscopy (cryo-TEM)), that B-CD ester based aqueous colloidal
suspensions of nanospheres (particle size about 70 nm) containing or not a stabilizing agent
like poloxamer 188, display an excellent physical stability over a period of three years,

without any special storage conditions [Géze 2004].

The solid structure of amphiphilic CD based matrix-type systems was confirmed by TEM after
cryo-fracture [Skiba 1996; Gulik 1998]. Also, the examination by X-ray scattering of
nanosphere suspensions based on amphiphilic CD chemically acylated on the secondary
face by alkyl chains of different lengths, revealed a matrix hexagonal or cubic structure [Gulik
1998].

All series of biotransesterified B-CD lead to supramolecular nano-aggregates in the absence
of surfactant by using the solvent displacement technique except the derivative esterified by
short alkyl chain (C4) [Choisnard 2007]. The chemical structure of the CD derivatives (CD
ring size, grafted chain length and TDS) and the preparation conditions impact significantly
the size, the morphology and the structure of the nanoparticles [Choisnard 2006; 2007; 2011;
Géze 2009]. As previously observed with the chemical synthesis derivatives, increasing the
volume ratio of water/organic solvent during the preparation process promote the reduction

of the size of the nano-aggregates whose vary from 80 to 230 nm [Choisnard 2007]. The use
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of imaging technique (Cryo-TEM) showed that, depending on the grafted alkyl chain length of
bioestrified B-CD series, various architectures composed of the stacking of modified CD
molecules were produced. Spherical and dense nano-objects without apparent inner
organization (B-CD-Cg particles), barrel-shaped nano-objects exhibiting lattice fringes (B-CD-
Cs, B-CD-C4, and B-CD-C44 particles) and oignon-like solid nano-aggregates with a
multilamellar structure were evidenced (Figure 8) [Choisnard 2007].

B_CD:14

Figure 8. Cryo-TEM images of B-CD esters nanoparticles embedded in vitreous ice, recorded at two
different magnifications. The black arrows indicate parallel fringes [Choisnard 2007].

In the case of B-CD-C,, it has also been observed sometimes, hexagonal objects with
concentric bilayers surrounding a parallel fringe like “crystal” core. Molecular modeling was
used to describe the association modes of 3-CD-C;, molecules in the bilayer. The lamellar
model is shown in Figure 9. For this model, 3-CD rings are connected by their primary faces

forming dense hydrophilic layers, while the alkyl chains form hydrophobic layers of low
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density. The estimated lateral periodicity of 4 nm is consistent with the cryo-TEM
observations [Choisnard 2006].

Figure 9. Molecular model describing the lamellar structure formed by 3-CD-C;q molecules
[Choisnard 2006].

Under similar formulation conditions, B-CD-C;o derivative lead to nano-assemblies of others
morphologies than those described above. In these cases, the raw material is composed of
molecular species less dispersed and more substituted compared to those giving rise to

lamellar structures.

By controlling the proportion of vinyl decanoate implemented, different biosynthesized batch
characterized by variables TDS were obtained and complementary imaging and diffraction
(TEM after negative staining and small-angle X-ray scattering (SAXS)) analysis of
suspensions allowed to establish a correlation between the morphology and the structure of
the particles and the TDS of the B-CD-C4o as showed in figure 10. The result showed that 3-
CD-Cy, could self-assemble either into spherical particles with lamellar structure (in low TDS
about 4), either barrel-shaped particles presenting hexagonal structure (in high TDS about
6.6), or mixed structure corresponding of the coexistence of lamellar and hexagonal regions
(in intermediate TDS about 5.3). However, the cell parameter (4.71 nm for the lamellar
structure and 4.45 for the hexagonal structure) is not significantly affected by the TDS of the
B-CD-C;q derivative [Choisnard 2011].
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Figure 10. TEM images after negative staining and SAXS profiles of suspensions of 3-CD-Cy,
nanoparticles with different total degree of substitution (TDS) [Choisnard 2011].
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The change in morphology and structure seems to take place to a TDS close to 5. This
general trend has not yet been extended to bioesterified -CD derivatives of different chain
length and derivatives of series a and y. These preliminary results showing an influence of
TDS on the morphology and the structure of bioesterified -CD-C4, nanoparticles are a step
forward in understanding the physicochemical parameters influencing the self-organization of
molecular entities. Further invsetivatigations are in progress with the aim to fully correlate the

chemical composition of bioesterified CD derivatives with their self-assembled capacity.

The bioesterified a-CD-C4, and y-CD-C4, derivatives also self-organize into nanoscale
particles with different sizes and shapes extending the range of supramolecular architectures
already observed with the B-CD series (Figure 11). Indeed, the negatively stained TEM
images of particles from a-CD-C,, (average diameter of 100 to 180 nm) suggest polygonal
objects while particles from y-CD-C,, smaller (average diameter of 100 to 120 nm) and less

polydisperse, exhibited spherical and sometimes slightly polygonal shape [Géze 2009].

Figure 11. TEM images after negative staining of suspensions of bioesterified a-CD-Cyq
(a), B-CD-C4o (b) and y-CD-C4q (c) nanoparticles.
The ability of these amphiphilic CDs to self-assemble into nanodevices of different size,
shapes and structures is a very important feature. Thanks to the coupling of MALDI-TOF
mass spectrometry, NMR and HPLC, a correlation was established between the
physicochemical characteristics of bioesterified CD derivatives and the morphological and
structural characteristics of nano-aggregates. At the contrary, this correlation is difficult to
establish with CD esters obtained by chemical way, because the statistical mixtures are

difficult to control by this latest synthesis process.

In addition to the first approach to prepare nanosphere suspensions of amphiphilic CD, the
emulsion solvent evaporation method has also been successfully used [Lemos-Senna
1998a; Quaglia 2009; Stancanelli 2010; Cannava 2010]. In this technique, the presence of
surfactant is required for nanospheres formation. Suspensions of polydisperse and less
spherical nanospheres were obtained, in comparison to those obtained by nanoprecipitation
method [Lemos-Senna 1998a]. The amphiphilic CD nanosphere suspensions were found

stable under strongly acidic or alkaline medium, when prepared in the presence of surfactant.
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They become disorganized and precipitate under the same conditions of pH in the absence
of surfactant [Skiba 1992]. However, the use of high concentration of non-ionic surfactants
can destabilize the matrix structure of the nanospheres and lead to the formation of mixed
micelles surfactant/ amphiphilic CDs. This formation of mixed micelles is reversible and
enabled to propose another method to prepare amphiphilic CD based colloidal suspensions

from dialyzed or diluted mixed micelles [Lemos-Senna 1998b].

Amphiphilic CDs based reservoir-type suspensions (systems consisting of a lipophilic inner
core surrounded by a thin layer of amphiphilic CDs) are also prepared using the
nanoprecipitation technique previously described. The only difference being the addition to
the organic phase, a lipophilic component i.e triglycerides of fatty acids (Miglyol 812°:
triglycerides of caprylic and capric acids) or benzyl benzoate dissolved [Fessi 1986; Skiba
1992b; Memisoglu 2002; Géze 2009]. The nanocapsules are formed spontaneously upon
addition of the lipophilic phase to the hydrophilic phase. Adding one or two surfactants is

necessary to stabilize the membrane of the nanocapsule.

The size of the nanocapsules is greater (average diameter about 200 nm) than the
corresponding nanospheres (average diameter about 100 nm). TEM after negative staining
of colloidal suspensions of nanoreservoir systems showed that the particles flattened and
coalesced during drying. Consequently, the size and morphology cannot be reliably
determined. Thus, cryo-TEM images of the quench-frozen suspension were recorded and
showed individual soft spherical particles [Géze 2009]. The reservoir structure was already
demonstrated by observation of nanocapsule suspensions by TEM after cryo-fracture [Skiba
1992b; Memisoglu 2002].

The small size, the variety of supramolecular architectures and the good physical stability of
self-assembled amphiphilic CD-based nanosystems make them attractive for drug delivery
particularly by parenteral route. For this purpose, it has been shown that gamma irradiation
allowed the sterilization of amphiphilic CD suspensions (nanosphere and nanocapsule)

without significant alteration of their in vitro properties [Memisoglu 2006].

One of a major concern is the determination of the ultrastructure of the amphiphilic CD
nanoparticles. Our previous results showed possible hexagonal or lamellar internal
organization of some CD nanoparticles [Choisnard 2006, 2007, 2011, Géze 2009]. However,
further works involving complementary tools i.e X-ray diffraction, molecular modeling as well
as solid state NMR have to be carried out to completely solve the internal supramolecular
organization of these nanodevices. In addition, in the perspective of in vitro and in vivo
biological assessments of amphiphilic CD colloidal carriers, the determination of some

parameters such as particles surface area, density and the number of particles per unit of
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volume, is important and required and should be performed. Indeed, it was demonstrated
that these parameters vary with the nature and the concentration of the constituents in the

aqueous suspension [Vauthier 1999].

5. Potential applications of amphiphilic cyclodextrin colloidal carriers in drug

delivery

A large number of researches have been performed in order to develop amphiphilic CD
colloidal carriers for delivery of bioactive molecules. Interesting results were found such as
solving the problem of insolubility and/or instability in aqueous media of known molecules,
enabling their in vivo administration. /n vivo studies on animal were also performed and
evidenced the biodistribution profiles of these nanosystems or the activity of associated
anticancer drugs on tumor models. The current section of this review will focus on the
behavior of non-ionic alkylated amphiphilic CD-based nanodevices related to drug

association capacity, drug release, and in vitro and in vivo performances for drug delivery.

5.1. Drugs association and release

Modified CD-based nanoparticles are described in the literature as carriers able to

incorporate and release drugs through adequate experimental conditions.
5.1.1. Capacity to associate drug

The capacity of non-ionic CD alkyl-ester colloidal carriers to associate drug molecules has
been shown with poorly water-soluble ones having a good potential in biomedical
applications such as steroid drugs (testosterone, progesterone, hydrocortisone, antifungal
(amphotericin B, bifoconazole, clotrimazole), anti-inflammatory (indometacine), anticancer
(tamoxifen, paclitaxel, camptothecin, docetaxel, genistein), anticancer drug-resistance
modulator (acridone derivative), anxiolytic (diazepam) and antihypertensive (nimodipine)
(Table 2).

The pharmaceutical applications of these drug molecules are sometime limited by their
formulation and delivery problems namely poor aqueous solubility, poor chemical stability in
biological medium, high toxicity, severe side-effects, etc... The rational of using amphiphilic
CDs nanoparticulate carriers as an alternative for these drugs administration are summarized
as followed: to improve the solubility of drug molecules, to protect them against degradation,
to enhance their absorption and to modify their pharmacokinetic profiles. It could also
expected that the amphiphilic CDs nanostructures differ from other nanosystems (i.e.,

polymer nanoparticles) by the presence of the CD which possesses an apolar cavity able to
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encapsulate and protect drug molecules, resulting in enhancement of their bioavailability via

a complexation phenomenon and/or absorption-enhancing properties of CDs.

Three methods are commonly described in the literature for drug association into amphiphilic
CD nanodevices. The first and conventional method described by Skiba et al. is the
commonly used. In this process, the drug is directly dissolved in the organic phase during the
preparation of the colloidal suspension. Two other processes using preformed amphiphilic
CD/drug inclusion complex have been described by Memisoglu et al. [Memisoglu 2003a;
2003b]. In each case, the amount of drug associated to the nanostructure depends on
various parameters including the nature (macrocycle ring size, grafted alkyl chain length...)
and quantity of the amphiphilic CD involved, the physicochemical characteristics (molecular
weight, aqueous solubility, log P...) and the amount of the drug implemented, also the
presence of surfactant [Skiba 1996a; Lemos-Senna 1996; Memisoglu 2006a; Geze 2009].

High association yields close to 90% were observed [Géze 2009].

It is well known that the solvent displacement technique allows to associate significant
amounts of drug with a large part that is adsorbed on the surface [Lemos-Senna 1996].
Thereby, the introduction of surfactant promotes the contact between the hydrophobic drug
and the particle surface allowing better integration of the active substance to the
nanostructures [Leroy-Lechat 1995; Skiba 1996a; Lemos-Senna 1996]. Different
localizations of the drug molecule within the nanostructure including fixation to specific sites
via hydrophobic bonds [Lemos-Senna 1996] and possible interaction with the CD cavity

during the self-organization step are hypothesized [Géze 2009].

In the case of amphiphilic CD nanocapsules suspensions, the drug loading is done directly
by introducing the drug molecule in the organic phase. The hydrophobic drug molecules are
dispersed in the lipophilic inner core of the nanocapsules. Higher drug loading rates were
obtained, owing to the sufficient affinity of these drug molecules for the lipophilic inner phase
of the reservoir structures [Skiba 1995, 1996b, Memisoglu 2006a, Bilensoy 2008b; Géze
2009]. However, different physicochemical determine the drug association efficiency namely
the chemical nature and the polarity of the drug. The maximum solubility of the drug in the
lipophilic inner phase is one of the criteria for the lipohilic phase selection and defining initial
concentration when starting preparation of the drug-loaded colloidal reservoir suspensions
[Skiba 1996b, Géze 2009].

Non-ionic alkyl-CD nano-assemblies were also investigated in the incorporation of
hydrophilic drug molecules such as doxorubicin, metronidazole and proteins (PA-I lectin and
insulin). The table 2 summarizes the different drug-loaded amphiphilic CD colloidal carriers

developed. Insulin was entrapped in mixed non-ionic amphiphilic CD esters/polymers
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nanoparticles. The biodegradable copolymer of lactic and glycolic acids (PLAGA) was used.

This polymer is well known to form aqueous nanodispersions in the conditions
nanoprecipitation [Vauthier 2009] and has been studied for their ability to associate insulin
[Bilati 2005]. The results shown that mixing bioesterified CD derivatives with PLAGA lead to
stable nanoparticles with low polydispersity index as well as a good insulin association yields

[Soares 2009].

Table 2.

Formulated drugs with amphiphilic CDs colloidal carriers.

Drug Nanosystem (lipophilic inner core) Amphiphilic CD Reference
Progesterone Nanospheres y-CD-Cg [Lemos-Senna 1996]
Nanospheres/Nanocapsules (Miglyol® 812) B-CD-Cq [Memisoglu 2006a]
Nanospheres B-CD-Cgand [Memisoglu 2003b]
6-N-Capro-B-CD
Nanocapsules (Benzyl benzoate) B-CD-Cq [Skiba 1996b]
Testosterone Nanospheres/Nanocapsules (Miglyo|® 812) [3-CD-Cs [Memisoglu 2006a]
Hydrocortisone Nanospheres/Nanocapsules (Miglyo|® 812) [3-CD-Cs [Memisoglu 2006a]
Amphotericin B Nanocapsules (Benzyl benzoate) [3-CD-Cs [Skiba 1996b]
Bifoconazole Nanospheres [-CD-Cgand [Memisoglu 2003a]
6-N-Capro-B-CD
Clotrimazole Nanospheres [B-CD-Cgand [Memisoglu 2003a]
6-N-Capro-B-CD
Tamoxifen Nanospheres/Nanocapsules (Miglyo|® 812) [3-CD-Cs [Memisoglu-Bilensoy
citrate 2005; 2006a]
Paclitaxel Nanospheres/Nanocapsules (Miglyo|® 812) 6-0-Capro-B-CD [Bilensoy 2008Db; c]
Camptothecin Nanospheres B-CD-C¢ and 6-O- [Cirpanly 2009]
Capro-B-CD
Docetaxel Nanospheres SC160H [Quaglia 2009]
Genistein Nanospheres SC60H [Stancanelli 2010;
Cannava 2010]
Acridone Nanocapsules (Benzyl benzoate) y-CD-Cyo [Arnaud 2011]
derivative
Diazepam Nanospheres/Nanocapsules (Miglyo|® 812) O-, B-and y-CDCy, [Géze 2009]
Indomethacin Nanocapsules (Benzyl benzoate) [3-CD-Cs [Skiba 1996b]
Nimodipine Nanospheres/Nanocapsules (Miglyo|® 812) [3-CD-Cs [Memisoglu-Bilensoy
2006b]
Doxorubicin Nanospheres - and y-CD-Cq [Leroy-Lechat 1994]
Metronidazole Nanospheres [3-CD-Cs [Lahiani-Skiba 2006]
PA-Il lectin Nanospheres SC6CDg, and [Mazzaglia 2006;
SC6CDg, Micali 2006]
Insulin Nanospheres y-CD-C4/PLAGA [Soares 2009]
mixture

SC6CDg, = alkylthio-CD galactosylated, SC6CDg, = alkylthio-CD glucosylated

In order to characterize either the physical state of entrapped drug molecule into the
structure of the amphiphilic CD nanocarriers or the influence of adding drugs on the
nanoparticle structures, different techniques such as differential scanning calorimetry (DSC),

wide angle X-ray scattering (WAXS), Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy and
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solid-state NMR were commonly used. Many of these experiments evidenced molecularly
dispersed drugs within the amphiphilic CD nanostructures [Lemos-Senna 1996; Bilensoy
2008b].

5.1.2. In vitro drug release from amphiphilic cyclodextrin nanocarriers

The in vitro release of drug from amphiphilic CD nanocarriers has been assessed under
perfect sink conditions using many approaches such as dilution-ultracentrifugation, dilution-
centrifugal ultrafiltration or dialysis techniques. In most cases, biphasic release profiles were
observed with a high drug release in the early stages. The initial release can be very high, up
to about 60-80% in the two first hours [Géze 2009; Memisoglu 2005], or moderate of about
30 to 40% [Géze 2009; Cirpanly 2009]. This burst-release is following by a slow release of
the drug remaining, over 48, 96 or 120 hours [Géze 2009; Memisoglu 2003]. Shorter release
time of about 6 hours [Memisoglu 2005] or longer extended up to 300 hours, were found in

some cases [Cirpanly 2009].

The release profile from nanomatrix depends greatly on the physicochemical characteristics
of the associated drug and the nature of amphiphilic CD used (macrocyle ring size, alkyl
chain length and the binding site of the alkyl group). The sequential release of drug from
nanoparticles may be related to the different localizations of the drug molecule within the
nanostructure: initial release of free drug located on the surface of nanocarriers and then
delayed release of drug located within the matrix structure. The sustained release of drug
from particles in some cases indicated that the drug was more sequestered by the

nanostructure.

It was observed in a study dealed with diazepam (DZ)/bioesterified CD nanospheres that the
ring size of the parent CD used (a-, B- or y-CD) may influence the release pathway of
associated DZ. A more sustained in vitro extraction of DZ was obtained with y-CD-Cy, in
comparison to a- and B-CD-C4, nanospheres (Figure 12a) [Géze 2009], suggesting that the
drug was more retained by the y-CD-C,, nanostructure. Thus, the DZ interaction with the
cavity of y-CD-C4, may be considered. Besides the CD ring size and the drug itself, the site of
CD moaodification also seems to influence the drug release from amphiphilic B-CD
nanocarriers. Indeed, different release profiles of camptothecin from B-CD-Cs (modified on
the secondary face) and 6-O-Capro-B-CD (modified on the primary face) nanoparticles
extended up to 6 and 12 days respectively, were obtained by Cirpanly et al. [Cirpanly 2009].
The more specific case concerns the nanoparticles made from heptakis (2-O-
oligo(ethyleneoxide-6-hexadecylthio-)-3-CD which resulted in very slow release of associated

docetaxel for about two months due to the crystalline nature of obtained nanoparticles
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[Quaglia 2009].

The drug release from the nanocapsules is also biphasic, but the pathway of drug release
differs from that of nanospheres. The initial release is slower and the total release time is
shorter, maximum 96 hours (Figure 12b) [Géze 2009]. The in vitro release profiles from
reservoir systems suggest that the release of drug located within lipophilic core of the
reservoirs is mainly governed by the drug partition between the oil core and the aqueous

external medium and the diffusion of drug through the reservoir shell.
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Figure 12. Diazepam release profiles from a-, B- and y-CD-C4 nanosphere (a) and nanoreservoir
particles [Géze 2009].

5.2. Bioevaluation of amphiphilic cyclodextrin colloidal carriers
The potential pharmaceutical applications of non-ionic amphiphilic CD nanocarriers have
been confirmed by a number of assessments including in vitro safety (hemolytic and
cytotoxic properties), in vivo biodistribution and the efficacy of drug-loaded systems on tumor

cell lines (in vitro) as well as on animal model (in vivo).

5.2.1. In vitro hemolytic properties

Non-ionic amphiphilic CD nanospheres and nanocapsules were evaluated for their hemolytic

properties on human red blood cells [Memisoglu 2003; Bilensoy 2008c; Quaglia 2009].

Regarding the raw material, it has been described that the amphiphilic CDs 6-N-Capro-3-CD
(modified on the primary face with Cg aliphatic chains with amide bond) and B-CD-Cs
(modified on the secondary face with Cg aliphatic chains with ester bond) were both less
hemolytic than the native $-CD. In the other hand, the B-CD-C¢ hemolytic profile was lower
than those of 6-N-Capro-3-CD [Memisoglu 2003]. The following order of hemolytic activity
was showed: 3-CD>6-N-Capro-p-CD> 3-CD-Cs.

55



. Revuebibliographique

When considering the 6-O-Capro-p-CD made nanoparticles (nanospheres and
nanocapsules), a significant less hemolytic effect was observed in comparison to the
commercial injectable vehicle of paclitaxel (cremophor/ethanol mixture), with the most
favorable hemolytic profile obtained with nanospheres [Bilensoy 2008c]. The hemolytic
potential of docetaxel-loaded and unloaded nanoparticles made from heptakis (2-O-
oligo(ethyleneoxide-6-hexadecylthio-)-B-CD (SC4¢OH) was also carried out in comparison to
commercial docetaxel formulation (Taxotere®) and native B-CD. Unloaded and docetaxel-
loaded SC1c0OH nanoparticles were demonstrated non-hemolytic in the concentrations range
of 0.01 to 2 mg.mL" whereas native B-CD and Taxotere® exhibits hemolytic effects in this

concentration range [Quaglia, 2009].

A concentration-dependant hemolytic profile was reported by all authors, but the building
blocks as well as the nanocarriers obtained were non-hemolytic in the concentration range

applied for therapeutic use.

5.2.2. In vitro cytotoxic properties

Non-ionic amphiphilic CD nanospheres and nanocapsules were also evaluated for their
cytotoxic properties particularly on L929 mouse fibroblast [Memisoglu-Bilensoy 2006b;
Bilensoy 2008c; Cirpanly 2009] and human polymorphonuclear (PMN) cells [Memisoglu
2006b] using the methylthiazolyltetrazolium (MTT) assay.

These studies revealed that the cytotoxity profile of amphiphilic CD nanocarriers was
influenced by various parameters such as the presence and the concentration of surfactant.
Nevertheless, the surfactant concentration of 0.1% in the formulation gave similar toxicity
results than non-surfactant nanospheres [Memisoglu 2006b]. The unloaded B-CD-Cs and 6-
O-Capro-B-CD nanospheres and nanocapsules were slightly less cytotoxic on L929 and
PMN cells [Memisoglu 2006b, Cirpanly 2009] than PLGA and poly- ¢-caprolactone (PCL)
nanoparticles, considered as non-cytotoxic [Vauthier 2009]. Moreover, no significant
difference was observed between the fibroblast cells viability values of nanosphere and

nanocapsule systems [Bilensoy 2008c].

5.2.3. In vitro efficacy of drug-loaded amphiphilic cyclodextrin nanosystems
The therapeutic potential of drug-loaded colloidal nanocarriers based on non-ionic

amphiphilic CDs was first evaluated trough in vitro efficacy studies.

For example, Antifungal (bifonazole and clotrimazole) loaded with 6-N-Capro-B-CD and [3-

CD-Cs nanospheres have been shown to enhance the in vitro antimicrobial activity on
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cultured candida albicans strains, with very lower minimum inhibitory concentration than drug

ethanolic solutions [Memisoglu 2003].

In addition, the in vitro efficacy experiments of anticancer-loaded non-ionic amphiphilic CD
nanoparticles on MCF-7 breast cancer cells [Memisoglu 2005; Bilensoy 2008c; Cirpanly
2009] or Human Caucasian larynx carcinoma epidermoid cells (HEp-2) [Quaglia 2009]
showed the followings results:

- Tamoxifen-loaded and paclitaxel-loaded nanospheres and nanocapsules of 3-CDCq or 6-
O-Capro-B-CD displayed an equally in vitro cytotoxic effect against MCF-7 breast cancer
cells as tamoxifen solution in acetone or paclitaxel solution in cremophor/ethanol
[Memisoglu 2005; Bilensoy 2008c].

- Camptothecin exerts a higher anticancer efficacy against MCF-7 cells when associated to
amphiphilic CD nanocarriers comparatively to PLGA and PCL nanoparticles [Cirpanly
2009].

- The HEp-2 cells exhibit more susceptibility to docetaxel-loaded SC1sOH nanoparticles with

greater cell death and cell damage as compared to free docetaxel [Quaglia 2009].

Amphiphilic CD nanosystems resulted in more favourable in vitro characteristics including in
vitro efficacy of drug-loaded nanoparticles and nanocapsules. These in vitro investigations
highlight an important potential of amphiphilic CD colloidal carriers particularly in the delivery
of anticancer agents. It is believed that formulating drug with amphiphilic CD particles was at
least comparable to the other polymeric material such as PLGA and PCL. CD particles
exhibited a lower toxicity against usual cells like erythrocytes, fibroblasts and PMN cells and
showed significant in vitro efficacy. However, it is important to note that comparative studies

are relatively scarce in this area.

5.2.4. In vivo efficacy of drug-loaded amphiphilic cyclodextrin nanosystems
Bioesterified y-CD-C,, based reservoir-type nanosuspensions were used to assess the in
vivo drug-resistance modulator properties of an acridone derivative (MBLI-87), which have a
low aqueous solubility. The administration of this suspension by intraperitoneal (ip) route
allowed determining the highest nontoxic dose of the MBLI-87 in mice. On the other hand, ip
injection of MBLI-87 nanosuspension, in association with irinotecan (CPT-11), revealed the in
vivo modulator effect of MBLI-87 on xenograft model over-expressing the BCRP (ABCG2-
HEK293) [Arnaud 2011]. This experiment also showed that the colloidal suspensions with or
without MBLI-87 were relatively well tolerated by the animals, despite repeated injections of
300 pL/week during two cycles of chemotherapy of 15 days interrupted by a period of 15
days without treatment [Arnaud 2011].
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Cirpanly et al. have evaluated the in vivo potential on 9L rat brain tumor model after
convection enhanced delivery of another anticancer drug, the camptothecin, loaded with
amphiphilic B-CD (B-CD-Cs and 6-O-Capro-p-CD) nanoparticles. The result indicated that
camptothecin loaded 6-O-Capro-B-CD nanoparticles modified significantly the growth and

lethality of 9L glioma tumors with high survival rate in tumor-induced rats [Cirpanly 2011].

These in vivo assessments reinforce the results already obtained in vitro indicating that
amphiphilic CD nano-devices may provide a promising carrier system to exploit for the

effective delivery of anticancer drug.

In the context of optimizing the therapy of cancer, it would be advisable to continue the
studies of amphiphilic CD nanocarriers loaded with anticancer or drug-resistance modulator
drugs. Based on the results, an attempt could be done to explain the mechanisms by which
these nanosystems improve the therapeutic index of the active substances involved. This will
position the modified CD vectors in the highly competitive development of nanomedicine,
among other colloidal systems described in the literature in terms of capacity of drug
association, safety and antitumor efficacy. The in vitro and in vivo (in healthy animals)
inherent toxicity of those nano-vectors must be addressed systematically in this case.
Indeed, the in vivo tolerance of the nanoparticles without drug is an essential parameter to
know which impact on biomedical applications. Finally, the capacity of non-ionic amphiphilic
CD particles to be accumulated and entrapped in tumors by enhanced permeation and
retention (EPR) effect could be also evaluated using in vivo fluorescence imaging in induced
tumor models [Goutayer 2010]. Indeed, the phenomenon of EPR effect is a tumor
characteristic identify by Maeda et al. as means to target anticancer agents to tumor and has
been used to explain the efficacy of nanoparticles accumulation in tumor [Matsumura 1996;
Maeda 2000]. Achieving these in vivo evaluations will be an important advance in the domain

of non-ionic amphiphilic CD nanocarriers.

Finally, the insulin loaded y-CD-C;o/PLAGA nanoparticles demonstrated an earlier
hypoglycemic effect, more persistent and higher in intensity after subcutaneous injection in
male wistar rats, compared to the formulation PLAGA-insulin. Within the experiments
conducted, it appears that the insulin activity was not compromised when the drug was
formulated with either system and y-CD-C10 influence favorably the in vivo becoming of
insulin [Soares 2009].

5.2.5. In vivo biodistribution of amphiphilic CD nanocarriers

One important step in the development of colloidal carriers for drug delivery or targeting

consists in investigating their in vivo behavior. The in vivo fate of amphiphilic CD
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nanocarriers is reported in only one study and concerns the intravenous administration [Géze
2007]. Indeed, in order to monitor their biodistribution after intravenous injection, unloaded
nanospheres containing '?’l-radiolabeled amphiphilic B-CD were administered in mice. This
study highlighted that these colloidal carriers have a very short circulation time in the
vascular compartment (about 10 minutes) resulting from their interactions with mononuclear
phagocyte system (MPS), and accumulated in the liver and spleen [Géze 2007]. They

behave like hepatosplenic tropism vectors.

These results show that functional improvements must be performed particularly in terms of
developing amphiphilic CD drug nanocarriers which are invisible to MPS. Indeed, it is now
well established that the passive targeting to reach the tumor sites via systemic
administration of colloidal carriers conveying drug requires to confer to the nano-vehicle a
suitable size (ranging from 50 to 200 nm) and a stealth character, allowing thus a sufficient
vascular circulation time [Moghimi 2001; Hoarau 2004; Vonarburg 2006a]. The majority of
colloids, whether based on non-ionic surfactants, macromolecules and/or phospholipids, are
rapidly cleared from the bloodstream due to their capture by the MPS. The results of
modified B-CD nanospheres biodistribution in animals showed unambiguously that these

particles were rapidly cleared from blood stream [Géze 2007].

As a result, for an efficient use of non-ionic amphiphilic CD nanoparticles in drug delivery
and/or targeting, efforts should be devoted to impart biomimetic properties to these carriers
in order to extend their blood circulation time and give them the opportunity to passively
accumulate in tissues with increased vascular permeability (tumor, infectious tissue,
inflammation sites...). Long-circulating properties were usually obtained by surface
decoration of the particles with hydrophilic polymers such as polyethylene glycol (PEG)
derivatives, poloxamers, poloxamines or polysaccharides. This concept of surface
modification of vectors has been widely applied to various colloidal systems such as
liposomes, polymer-based and lipid nanoparticles and has been showed to induce a
significant decrease of the opsonisation process and recognition by MPS [Moghimi 2001;
2003a; 2003b; Avgoustakis 2003; Rodriguez 2003; Hoarau 2004; Lemarchand 2004; 2005;
Vonarburg 2006a; Béduneau 2006; Morille 2010; Huynk 2010]. These aspects are not yet

documented with CD esters colloidal carriers.

To introduce hydrophilic groups such PEG derivatives on the structure of amphiphilic CD

nanoparticles, many approaches are conceivable.

The first approach is based on the co-nanoprecipitation of modified CDs and amphiphilic
poly-oxyethylene derivatives such as PEG fatty acid esters or conjugated PEG-phospholipids

derivatives which could confer long-circulating properties to nanoparticles [Morille 2010]. It is
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expected that the co-organization of the two molecular entities yield nanodevices with a
mixed CD-lipid core surrounding by a hydrophilic PEG corona, protruding into the aqueous
external medium. Besides the hydrophilic coating, the steric polymeric barrier should ensure

the stability of nanoparticles in physiological medium.

The second approach may be the grafting of poly-oxyethylene chains on the primary side of
CD bioesters. Indeed, the synthesis of well-defined monodisperse amphiphilic CD derivatives
that incorporate fatty ester chains at the secondary hydroxyl side and a variety of chemical
functionalities (e.g. iodo, bromo, azido, cysteaminyl or isothiocyanato) at the primary hydroxyl
side is reported [Hein 2008; Defaye 2008]. The use of this technique to insert PEG chain by
exploiting the reactivity of the functional groups can be an alternative. Regarding other
amphiphilic CD derivatives, one would think that the nanoparticles made from non-ionic
amphiphilic CD grafted with alkyl chains on the primary face and oligo(ethylene glycol)
groups on the secondary face could be of great interest in the sense of long-circulating
properties. Based on the physicochemical characteristics of these nanoparticles, the others
suggest that these particles have a hydrophilic surface coating [Quaglia 2009]. These

assumptions have yet to be confirmed by in vivo biodistribution assessements.

Indeed, in order to consolidate this concept, the stealth properties of the decorated
nanoparticles must be tested. In this objective, the in vitro complement activation and
macrophages uptake studies may be a first oncoming [Passirani 1998; Vonarbourg 2006b;
Morille 2010; Moghimi 2011; Harboe 2011]. Biodistribution studies in animals will complete
the in vitro results. Imaging technology based on the use of radio-elements or fluorescent
markers which prove to be a useful tool for monitoring the biodistribution and in vivo behavior
of nanoparticles [Géze 2007; Texier 2009; Dufort 2010] may be considered.

5. Conclusion

The concept of colloidal vectors based on modified CD was admitted for about two decades.
Therefore, various complementary and synergistic studies were implemented to consolidate
this concept. The researches were nevertheless punctuated by a number of challenges. The
building block implemented is not commercial and is synthesized internally in the different
research teams. The chemical synthesis initially used, has been an obstacle to the
development of those nanocarriers. However, the latch was lifted by the development of a
new synthesis method involving an enzyme. This biocatalyse synthesis is simpler, leads to
substantial yields of raw material, and is better controlled with regard to the chemical
composition of the product. The finer characterization of the product will improve
understanding how self-assembly of these derivatives. These non-ionic bioesterified CD

derivatives yielded to nanosphere or nanoreservoir-type systems which were characterized
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on physicochemical, morphological and structural plans. A variety of morphologies and
internal organizations was highlighted with sphere systems. The administration of these
colloidal carriers to animal by intravenous route revealed their hepatosplenic tropism and
thereby orientate towards functional improvements to be made to confer stealth properties to
those vectors. Numerous studies were also undertaken to associate a series of active
molecules of interest to these nanosystems. Not only the in vivo activity of the nanoparticle-
associated drug was evidenced but also the animal tolerance seemed satisfactory. The
results of these assessments (in vitro and in vivo in animals) reinforce the potential of
amphiphilic CD carriers as drug delivery systems. However, further work still needed,
particularly in the increase of vascular circulation time and especially, in vivo biological
assessments  including nanoparticle  distribution,  excretion, metabolism, and

pharmacodynamics-pharmacokinetics in animal models.
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Publication de résultats N°1

Etude de I’association de I’Artémisinine aux nanoparticules de
cylodextrines bioestérifiées

Cette partie de notre travail a consisté a développer des formulations de suspensions

colloidales (nanosphéres et nanoréservoirs) a base de CDs bioestérifiées chargées en ART.

Dans le cas de la formulation de nanosphéres, une premiére étude de screening
menée avec la B-CD-Cy, et la y-CD-C4o a montré que la prise en charge de I'ART était plus
élevée avec le dérivé gamma. Par la suite, les conditions opératoires de nanoprécipitation en
présence de y-CD-Cyo et d’ART ont été ajustées et optimisées. Nous avons mis en évidence
I'existence d’'un rapport molaire ART/ y-CD-Co (r = 1/1), compatible avec la formulation de
suspensions colloidales stables sur une période de plus d’un moins, malgré I'absence de
tensioactif. La possibilité de prise en charge de 'ART par des systémes nanoréservoirs a
base de y-CD-C,, stabilisés par le couple d’agents tensioactifs Montane 80/ Montanox 80, a
également été envisagée. Ces travaux de formulation ont permis d’obtenir des
nanosystémes de type sphére ou réservoir, monodisperses en tailles (70 et 220 nm,

respectivement) et présentant des taux de recouvrement en ART de I'ordre de 95 %.

Nous avons ensuite examiné la possibilité d’obtenir des nanoparticules de y-CD-Cyq
décorées en surface par co-nano-assemblage de la y-CD-C4, avec des dérivés amphiphiles
de polyéthyléne glycol (PEG). Les résultats montrent que les deux dérivés amphiphiles se
co-organisent sous la forme de suspensions colloidales. L’ancrage de I'amphiphile PEGylé
au sein de la nanostructure est favorisé par les interactions entre les portions aliphatiques de
chaque constituant. La couronne hydrophile en surface confére une bonne stabilité physique

aux nanosystémes formulés.

Les essais de libération réalisés in vitro indiquent que 'ART associée est libérée des
nanosystémes pendant une période de 96 heures pour les nanoréservoirs et de 240 heures
pour les nanosphéres. Enfin, I'évaluation de I'activité anti-plasmodiale in vitro grace au test
de p-lactate deshydrogénase a montré que les suspensions colloidales chargées d’ART sont
actives sur des souches chloroquino-résistante (K1) et chloroquino-sensible (3D7) de P.
falciparum. Les concentrations inhibitrices 50 % (Clso) obtenues, de 'ordre de 3 a 6 ng.mL'1,
sont tout a fait comparables a celles de I'ART solubilisée en solvant organique, déterminée
dans les mémes conditions (3 & 5 ng.mL™).

Article publié,
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 80 (2012) 508-517.
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ABSTRACT

We recently reported a one-step transesterification of cyclodextrins (CDs) by vinyl-acyl fatty esters cat-
alyzed by thermolysin. By using the solvent displacement method and depending on the experimental
conditions, the CD derivatives grafted with decanoic alkyl chains (CD-C;o) yielded either nanosphere or
nanoreservoir-type systems with a size ranging from 70 to 220 nm. Both types of nanostructures were
able to associate artemisinin (ART), a well-known antimalarial lipophilic drug. The formulation parame-
ters were optimized to reach stable and high ART dosage corresponding to drug levels of 0.3 and
1.6 mg mL~! in the colloidal suspension, for the spherical and reservoir-type nanosystems, respectively.
PEG surface-decorated nanoparticles were also prepared by co-nanoprecipitation of PEG fatty acid esters
and CD-C;o molecules. The integration of the PEGylated amphiphiles within the CD-C;o nanostructures
did not influence the ART lyoavailability. Both types of ART-loaded nanosystems showed a sustained
in vitro release profile over 96 (nanoreservoirs) and 240 h (nanospheres). Finally, the in vitro antimalarial
activity was evaluated using the lactate dehydrogenase assay. ART-containing colloidal suspensions
inhibited the growth of cultured Plasmodium falciparum, both multi-resistant K1 and susceptible 3D7
strains with ICsq values (2.8 and 7.0 ng mL™") close to those of reference ART solution. These colloidal
nanosystems based on CD derivatives and containing ART may provide a promising alternative formula-
tion for injectable use of ART.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Malaria is a major public health problem in several tropical
countries causing about 500 million clinical cases and 3 million
deaths each year, essentially children and pregnant women. The
severe and complicated stages have a mortality rate between 20%
and 50%. The Plasmodium falciparum parasite is responsible for
the most serious form of the disease, resulting in rapid deteriora-
tion of the patient condition together with the development of a
number of life-threatening complications [1]. To face the resistance
of P. falciparum against usual drugs like chloroquine, the challenge
lies in finding alternative therapies, especially for high-risk groups.

Artemisinin (ART), an endoperoxide sesquiterpene lactone
antimalarial drug (Fig. 1) isolated from a Chinese medicinal herb
(Artemisia annua), has a fast action against chloroquine-sensitive

* Corresponding author. DPM, UMR CNRS 5063, ICMG FR 2607, Faculty of
Pharmacy, University of Grenoble, France. Tel.: +33 476635301; fax: +33
476635322.

E-mail address: annabelle.geze@ujf-grenoble.fr (A. Géze).

0939-6411/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejpb.2011.12.007

and chloroquine-resistant strains of P. falciparum, making it very
effective in the treatment of multidrug-resistant malaria. However,
its poor aqueous solubility, short half-life, and high first-pass
metabolism limit its use in therapeutics [2,3]. Many studies were
carried out with the aim of enhancing ART solubility and/or bio-
availability. Among these investigations, Wong et al. demonstrated
that ART solubility, dissolution and oral bioavailability could be in-
creased through inclusion complexes with B- and y-cyclodextrins
(CDs) [4,5]. The spray-drying of ART with maltodextrins has also
been successfully tested to enhance the aqueous solubility of ART
[6]. The use of lipid nanocarriers such as liposomes and nanocap-
sules to improve delivery of antimalarial compounds such as the
lipophilic ART derivative artemether, chloroquine, and halofantrine
has also been established [7-10].

Recently, we successfully synthesized a-, -, and y-CD fatty
esters grafted on the secondary face with C4 to Cy4 aliphatic chains,
by a one-step transesterification using thermolysin as biocatalyzer
and vinyl-acyl esters as alkyl chains donor [11,12]. These CD deriv-
atives have been shown to self-assemble and form stable supramo-
lecular matrix-type or reservoir-type particles in the conditions of
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nanoprecipitation [11-13]. Some of these derivatives formed origi-
nal multilayered nanostructures, foreshadowing different drug
localizations in the nanostructure [11].

The purpose of the present study was to investigate the poten-
tial of the latest self-assembled bio-transesterified CD-based nano-
carriers as ART delivery systems for an intravenous route. The
rationale behind the use of these nanodevices is related to their
size and their ability to associate lipophilic drugs [13,14]. The
objective of our study was twofold: (i) to improve the ART dosage
through its association with CD esters-based nanocarriers, (ii) to
ensure a sufficient blood circulation time of the nanocarriers
through their surface decoration, which is a prerequisite to reach
infected erythrocytes after systemic administration. This paper re-
ports on the formulation, the physicochemical and morphological
characterization and in vitro evaluation (release kinetics and anti-
malarial activity) of ART-loaded nanoaggregates.

First, we synthesized and characterized fatty acid esters of 8- and
v-CD by a biocatalysis method, using the vinyl decanoate as donor of
alkyl chain. The ability of these derivatives to self-organize into sub-
micronic structures was assessed using the solvent displacement
method. In the second part, the effect of some formulation parame-
ters on the ART entrapment by B- or y-CD-C; based nanospheres
was evaluated. The ART incorporation was subsequently extended
to the nanoreservoir structures of y-CD-Cyo in order to evaluate
the interest of both nanovehicles. Third, the integration of PEG esters
in the formulation was investigated in order to prepare PEG surface-
decorated particles with a prolonged blood circulation time. The last
part of this study was devoted to in vitro testing of formulations se-
lected on the basis of established criteria, namely the drug incorpo-
ration rate and the physicochemical stability.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Thermolysin (EC 3.4.24.27), a protease type x isolated from
Bacillus thermoproteolyticus rokko, anhydrous DMSO (99%), vinyl
decanoate (95%), Artemisinin (C;5H»,0s, 98%, Mw = 282.3 g mol™1),
RPMI 1640 medium, Albumax® II (Lipid rich bovine serum albumin
for cell culture), Gentamicin (for in vitro culture), HEPES buffer (pH
7.4), Giemsa solution, Chloroquine diphosphate (98%, Mw =516 g
mol™), and celite were obtained from Sigma-Aldrich (I'Isle d’Abeau
Chesnes, France). Dihydro-Artemisinin and Quinine hydrochloride
were purchased from Fluka (Sigma-Aldrich). - and y-CD (Klep-
tose®) were provided by Roquette (Lestrem, France). Montane® 80
(sorbitan mono-oleate) and Montanox® 80 (polysorbate 80, ethoxy-
lated sorbitan mono-oleate) of pharmaceutical grade were kindly
provided by Seppic (Castres, France). Miglyol® 812 N (caprilyc/cap-
ric medium chain triglycerides) and poloxamer 188 were obtained
from Sasol (Witten, Germany). Benzyl benzoate was supplied by
Cooper (Melun, France). Polyethylene glycol (PEG300, PEG400,
PEG1500 and PEG4000) esters (dilaurate and stearate) were pur-
chased from Stearinerie DuBois (France). The organic solvents were
from VWR International (Lyon, France). P. falciparum strains K1 and
3D7 were supplied by London School of Hygiene and Tropical Med-
icine (London, England). Malstat reagent was made with 0.125% Tri-
ton X-100, 130 mM t-lactate, 30 mM Tris buffer, and 0.62 UM 3-
acetylpyridine adenine dinucleotide. NBT/PES solution was made
with 1.90 uM nitro blue tetrazolium and 0.24 nM phenazine etho-
sulfate. Water was freshly deionized in our laboratory.

2.2. Synthesis and characterization of - and y-CD-C;o

The B- and y-CD fatty esters were biosynthesized according to
the procedure previously reported involving thermolysin as biocat-

alyzer [11,12]. The B- and y-CD fatty esters were obtained as a
white powder and were analyzed by matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization mass spectroscopy (MALDI-MS).

MALDI-MS data of B-CD-C;o: (m+Na*)/z = 2083.0 (Relative Inten-
sity: 22.0%) [decanoate B-CD ester with 6 chains], 2237.0 (Relative
Intensity: 100%) [decanoate B-CD ester with 7 chains]. 2391.0 (rel-
ative intensity: 22.0%) [decanoate B-CD ester with 8 chains]. MAL-
DI-MS data of y-CD-Cyo: (m+Na*)/z=2398.0 (relative intensity:
7.2%) [decanoate y-CD ester with 7 chains], 2552.1 (relative inten-
sity: 100%) [decanoate y-CD ester with 8 chains], 2706.3 (relative
intensity: 87.2%) [decanoate y-CD ester with 9 chains], 2860.4 (Rel-
ative Intensity: 34.4%) [decanoate y-CD ester with 10 chains],
3014.0 (relative intensity: 7.2%) [decanoate y-CD ester with 11
chains]. From these results and according to a validated analytical
method [15], the products are characterized by an average molar
weight and a total degree of substitution (TDS) of 2714 g mol™!
for y-CD-Cyo (TDS 9.2) and 2314 g mol~! for p-CD-C;o (TDS 7.6).

2.3. Preparation of colloidal suspensions

2.3.1. Nanospheres

Unloaded nanoparticles were prepared in triplicate using the
solvent displacement method [11-13]. The influence of oligosac-
charide ring size (B- or y-) and hydrophilic surfactant (Montanox®
80 or poloxamer 188) on the particle physical characteristics was
evaluated. ART-loaded nanoparticles were prepared in a similar
way by introducing the drug in the acetonic phase. Two types of
formulations were first prepared with an initial CD fatty ester con-
centration in the organic phase of 1 mgmL~" (FI) or 2 mg mL™!
(FII). In a second study, a modified displacement method was
investigated with y-CD-Cyo only (Fig. 2). The biosynthesized CD
was either co-nanoprecipitated with ART (process 1) or introduced
in an aqueous phase containing ART (process 3). In the cases of
processes 2 and 4 (multi-step procedure), a second addition of y-
CD-Cqp was performed on preformed ART-loaded nanospheres.

2.3.2. Nanoreservoir systems

Reservoir-type nanosystems were prepared by injecting an or-
ganic phase containing acetone (10 mL), y-CD-C;, benzyl benzoate,
and alipophilic surfactant, Montane® 80, into an aqueous phase con-
taining distilled water (20 mL) added with a hydrophilic surfactant,
Montanox® 80, under magnetic stirring (500 rpm) at 25 °C. The or-
ganic solvent was removed under reduced pressure and the suspen-
sion was concentrated until a final aqueous volume corresponding
to 50-60% of initial distilled water volume. ART-loaded systems
were prepared using an initial drug amount of 20 mg in the organic
solution. All preparations (sphere and reservoir colloidal suspen-
sions) were finally rendered isotonic with glucose solution.

2.3.3. PEGylated nanosystems
PEGylated ART-loaded nanosystems (nanospheres and nanores-
ervoirs) were formulated according to the previous conditions by

¢
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Fig. 1. The chemical structure of Artemisinin (ART).
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Fig. 2. CD and ART incorporation processes: one-step addition of CD (processes 1
and 3) or multi-step addition of CD (processes 2 and 4). Process 1 = addition of the
acetonic phase (8 mL) containing CD (20 mg) and ART (5 mg) into the aqueous
phase (20 mL deionized water) under stirring; Process 2 = first addition of an
acetonic phase (8 mL) containing CD (20 mg) and ART (5 mg) in the aqueous phase
(20 mL) and then addition of a second acetonic CD phase (10 mg in 3 mL); Process
3 =first addition of ART acetonic solution (5 mg in 2 mL) in the aqueous phase
(20 mL) and then introduction of CD organic phase (20 mg in 6 mL of acetone);
Process 4 = first addition of ART acetonic solution (5 mg in 2 mL) in the aqueous
phase (20 mL) and then introduction of CD acetonic phase in two steps, 20 mg in
6 mL, then 10 mg in 3 mL. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

partially or totally substituting the hydrophilic surfactant by poly-
ethylene glycol (PEG) esters. Free PEG ester in the supernatant was
removed by gel chromatography. The PEGylated colloidal suspen-
sions were passed through a Sephadex® G-75 columns (dry bead
diameter = 40-120 pm, Sigma Aldrich, Sweden).

2.4. Physicochemical characterization of nanosystems

Mean size, polydispersity index (PI), and zeta potential measure-
ments were performed after appropriate dilution by using a Zetasiz-
er 3000 (10 mW HeNe laser at 632.8 nm) [11-13]. The morphology
of the nanosystems was observed by transmission electron micros-
copy (TEM) after negative staining of the preparations with uranyl
acetate, using a Philips CM200 ‘Cryo’ microscope operating at
80 kV. The images were recorded on Kodak SO163 films. In addition,
the reservoir systems were observed by cryo-TEM on thin vitrified
films of the suspensions, according to the procedure described else-
where [11].

2.5. Determination of drug loading

The amount of drug associated with the nanosystems was as-
sessed as follows: the total concentration of ART recovered in the
colloidal suspensions (Ct) was determined using HPLC-UV pre-col-
umn derivatization method [16]. The suspension was ultracentri-
fuged at 250,000 g (OPTIMA™ L-80 XP Beckman Coulter, rotor
SW60 Ti) at 20 °C for 2 h (nanoreservoirs) or 1 h (nanospheres) to
separate the particles from the supernatant. The ART concentration
in supernatant (Cs) was determined by HPLC-UV in the same con-
ditions. The drug recovery DR (%), the drug association DA (%), and
the entrapment efficiency EE (%) were estimated as follows:

DR (%) = (Ct/Ci) x 100 (1)

where Ci is the theoretical drug concentration (initially introduced
in the formulation).

A (%) = (Ct — Cs)/Ct x 100 )

E (%) = [associated ART (mg)/Initial CD amount (mg)]
x 100 3)

An HPLC-UV quantification at 260 nm was carried out at 35 °C
with a 1 mLmin~! flow rate according to a validated method
(r*=0.9997, y = 35880x — 20,550) firstly described by Zhao [16].
After a derivatization step by alkaline hydrolysis at 50 °C (Fig. 3)
and then neutralization in an acidic medium, the sample was ana-
lyzed using a HPLC system constituted by a Varian Prostar pump, a
Varian 9050 UV detector, and a Varian Prostar auto-injector model
400. A column Nucleosil 100 C;g (250 x 4.6 mm; 5 pm particle
size) from VWR International and a mixture of phosphate buffer
(K;HPO4 + KH,PO4, 0.05 M, pH 6.3) and methanol (55:45, v/v) were
used as stationary and mobile phases, respectively.

2.6. Stability study
The suspensions were stored at room temperature during

30 days and their stability was evaluated in terms of appearance,
particle size, polydispersity index, and drug recovery [17].

2.7. In vitro release profiles of ART from y-CD-C;o nanocarriers

The water was kept as release medium. The saturating concen-
tration of ART in the water at 37 °C was experimentally determined
at 0.098 mg mL~'. On this basis, all the drug release experiments
were performed to ensure that the maximum concentration corre-
sponding to 100% ART release did not exceed 0.065 mg mL™".

Q260

Fig. 3. ART conversion into the ultraviolet (UV) active compound Q260 [16]. ART compounds absorb in the UV region between 210 and 220 nm with poor molar extinction
coefficients. Standard UV detection methodology is therefore ineffective in their quantification. The detection of ART has been performed by using pre- or post-column
derivatization to convert the drug into a UV active compound that absorbs with a large extinction coefficient at longer wavelengths).
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Freshly prepared ART-loaded y-CD-C;q based colloidal suspen-
sions (nanospheres and nanoreservoirs) were introduced into the
release medium (100 or 125 mL of deionized water) under agita-
tion at 50 rpm at 37 °C. At given time intervals, a sample was taken
from the medium and ultracentrifuged at 300,000 g (spheres) or
400,000 g (reservoirs), at 20 °C for 1 h. The amount of ART in the
supernatant was determined by HPLC coupled to evaporative light
scattering detection (ELSD) [18] (Varian Prostar pump; ELSD
SEDEX Model 55 Touzart & Matignon, France; 20 pL sample loop;
reversed-phase Kromasil C;g 250 x 4.6 mm silica column, 5 mm
particle size (SUPELCO INC); methanol-water (70:30, v/v) as mo-
bile phase; 1 mLmin~' flow rate; detector temperature set at
32 °C; carrier gas pressure at 2.2 bar; signal gain at 12). The cali-
bration curve (r*=0.9937, y=1.6569x + 0.8847) was generated
by plotting the logarithm of area under the curve versus the loga-
rithm of concentration. ART-loaded y-CD-C;o based nanosystems
demonstrated a good stability after centrifugation. These condi-
tions allowed to separate particles from the supernatant and ART
in the supernatant.

2.8. In vitro antimalarial activity of ART-loaded y-CD-Cy4 based
nanosystems

The P. falciparum susceptibility to ART-loaded nanosystems was
performed using two parasite strains: a chloroquine-resistant K1
strain and a chloroquine-sensitive 3D7 strain. These two strains
were cultured in vitro in 25 cm? 3055 corning flasks (USA) with
washed erythrocytes (blood of human O rhesus (+) group collected
on heparin, obtained from national center of blood transfusion of
Burkina Faso and used within 7 days when stored at 4 °C) at a 2%
hematocrit in complete culture medium at 37 °C in 5% CO,, 2%
0,, and 93% N, atmosphere. This medium contained RPMI 1640
supplemented with 0.25% Albumax® II, 25 mM NaHCO3, 50 pug L™!
gentamicin, and 25 mM HEPES buffer (pH 7.4). The parasitemia
was monitored daily by microscopic observation of Giemsa-
stained thick blood smears and maintained between 2 and 6% by
dilution with non-infected O" erythrocytes if necessary [19,20].

The stock solutions of the tested products (colloidal suspensions
and reference antimalarial drugs) were extemporaneously pre-
pared in appropriate solvents at various drug initial concentra-
tions: ART-loaded particles (100ng mL~!) in complete culture
medium, Artemisinin (ART, 49.6 nmol L™), Dihydro-artemisinin
(DHA, 25.6 nmol L™!), and quinine hydrochloride (Q, 800 nmol L)
in methanol, chloroquine diphosphate (CQ, 1600 nmol L™') in ster-
ilized distilled water. In the case of lipophilic reference drug stock
solutions, less than 1% methanol was present in the final concen-
tration contained, which was found to be non-toxic to the parasite
[19,21]. The solutions were distributed on 96-well culture micro-
plates (353072-BD, Falcon®) to obtain serial dilutions with com-
plete culture medium (100 pL). Parasitized erythrocytes were
used as growth control (positive control) and non-parasitized

erythrocytes as negative control. Parasite growth was assessed in
duplicate for each serial dilution [20,21] by addition of parasitized
blood culture (2% hematocrit and 1.5% parasitemia, 100 pL) to each
well. Incubation was performed at 37 °C in 5% CO, atmosphere
during 72 h [21].

The parasite growth in each well was determined by measuring
the activity of the plasmodium-lactate dehydrogenase (pLDH)
according to the method developed by Makler et al. [22]. Briefly,
at the end of incubation, the culture was homogenized and an ali-
quot of 20 pL was taken and transferred to another 96-well plate.
100 pL of Malstat reagent and 25 pL of NBT/PES solution were then
added to the medium. The color development in the plate was
monitored colorimetrically by optical densities measurement at
650 nm using spectrophotometer plate reader (ELx 808-BioTek).
The drug activity, expressed as the concentration of drug that
inhibited parasite growth by 50% (ICsg), was determined from
dose-response curves obtained using Table Curve software 2D
v.5.0.

2.9. Statistical analysis

All results were expressed as mean value + standard deviation
(SD). The ANOVA variance analysis was applied to repeated mea-
surements to compare the characteristics of particles and in vitro
release data at specific time intervals. The level of significance (P)
was set at 5%.

3. Results and discussion
3.1. Formulation and characterization of nanospheres

We first investigated the influence of oligosaccharide ring size
(B or y) and initial CD-C;, concentration (FI=1mgmL™' or
FIl =2 mg mL ') on the physicochemical characteristics of the par-
ticles, in the conditions of nanoprecipitation. Both p- and y-CD-Cyq
fatty esters formed monodisperse supramolecular nanoaggregates
with a size of around 100 nm (Table 1), in agreement with previous
observations [13]. The ability of CD-C;o nanoaggregates to entrap
ART was thus evaluated in the absence of surfactant classically
used to stabilize these nanosystems.

The CD concentration in the organic phase did not influence the
mean particle size but affected the drug recovery. When ART (5 mg)
was introduced in the formulation, the drug loading values ex-
pressed in terms of drug recovery (DR), drug association (DA), and
entrapment efficiency (EE) were higher for y-CD-C; at the initial
CD concentration of 2 mg mL™! in the organic phase (FII). Indeed,
the particles exhibited high drug association percentage close to
90% with a total concentration of ART recovered in the suspension
of 0.43 mg mL~". It has to be noted that a slight fraction of ART re-
mained in the aqueous phase corresponding to the experimentally
determined ART hydrosolubility at 25 °C (0.064 mg mL™'). A slight

Table 1
Characteristics of unloaded and ART-loaded nanospheres made from - and y-CD-Cyo.
B-CD-Cyo v-CD-Cyo
Unloaded particles ART-loaded particles Unloaded particles ART-loaded particles
FI F Il FI F1I F1 FlI F1 FlI
Mean particle size (nm, n =3) 98+9 1046 103+6 1057 85+8 88+5 1117 106 £4
Mean PI (n=3) 0.06 0.04 0.05 0.04 0.04 0.09 0.07 0.05
{ (mV) -27+4 -30%2 -20%2 -21%1 -26%1 -26+1 -19z+1 -18%2
Ct (mgmL™") - - 0.23 0.27 - - 0.27 0.43
Associated ART = Qt — Qs (mg) - - 0.85 1.84 - - 1.32 3.26
DR (%) - - 23.00 46.80 - - 33.80 72.00
DA (%) - - 73.91 78.63 - - 78.11 90.56
EE (%) - - 8.50 9.20 - - 13.20 16.30
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increase in particle mean size and a slight decrease in zeta potential
absolute value were observed in the presence of ART suggesting
that part of drug molecules was adsorbed on the particle surface.

The high drug EEs of y-CD-Cyq particles (13.2 (FI) and 16.3%
(FII)) compared to those obtained with B-CD-Cqo (8.5 (FI) and
9.2% (FII)) may be explained by a specific interaction between
ART and the y-CD-based systems. It is assumed that there are sev-
eral sites for the drug location within the nanostructures. Indeed,
the hypothesis of fixation of the drug to specific sites via hydropho-
bic bonds has been discussed by Lemos-Senna et al. [23]. It is also
quite likely that part of the drug interacts with the cavity of CD-C;,
although this hypothesis remains to be confirmed.

The TEM images of negatively stained preparations revealed
that the y-CD-C; nanoparticles (ART-loaded or not) were spherical
(Fig. 4d and c, respectively), whereas the corresponding p-CD-Cyq
particles were mostly barrel-shaped (Fig. 4b and a, respectively).
This barrel morphology has recently been shown to correspond
to a specific hexagonal organization of the B-CD-C;o molecules,
correlated with the degree of substitution of the derivative [15].
Regarding y-CD-Cqq, X-ray diffraction studies are in progress to
determine the supramolecular organization and the interaction of
ART within the nanostructure.

On the basis of EE results, the systems prepared from y-CD-Cyo
in the FII conditions (2mgmL™!) were selected for further
experiments.

It is well known that the solvent displacement technique allows
to associate significant amounts of drug with a large part that is
adsorbed on the surface [23]. Once the formulation realized, a drug
desorption from the particles has been observed over time. In order
to avoid this loss of drug, we investigated the influence of an addi-
tional coating layer of CDs on the preformed particles. The influ-
ence of the incorporation mode (one step or two steps) on ART
recovery and stability of these formulations were thereby evalu-
ated. As seen in Fig. 5, smaller particles were obtained when drug
was co-nanoprecipitated with y-CDs (processes 1 and 2) without
noticeable influence of the overall CD amount introduced (20 and
30 mg, respectively).

~

o Q

Fig. 4. TEM images of negatively stained particles: (a) p-CD-C;o, unloaded; (b) B-
CD-Cy, ART-loaded; (c) y-CD-C;, unloaded; (d) y-CD-C,o, ART-loaded. Scale bars:
200 nm.
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Fig. 5. y-CD-C,( particle size (mean # SD) as a function of ART and CD incorporation
process.

The nanoparticles prepared by incorporating CD in two steps
(20 mg then 10 mg) displayed better initial ART recovery percent-
ages (Fig. 6). Indeed, 84 and 85% DRs were, respectively, obtained
in the cases of processes 2 and 4, against 72% and 56% initial DRs
for processes 1 and 3. However, whatever the process involved, a
loss of drug was observed during the first 14 days, more pro-
nounced in the case of processes 3 and 4, until a stable drug dosage
was reached in each type of suspension (Fig. 6). At day 30, total
ART amounts of 2.04, 2.70, 1.41, and 2.20 mg were recovered in
the suspensions prepared with processes 1, 2, 3, and 4, respec-
tively, corresponding to DRs of 46, 61, 34, and 51%.

This loss may be explained by desorption of part of the drug ad-
sorbed at the surface of particles. When ART-loaded nanospheres
were formulated in the conditions of processes 1 and 2 with a low-
er initial drug amount corresponding to the drug amount remain-
ing at day 14, a high DR (95%) was measured corresponding to ART
doses of 0.24 and 0.31 mg mL ', respectively. These latter formula-
tions were stable over at least 1 month.

It has to be noted that the amount of recovered ART was higher
when process 2 (two-step addition of 20 + 10 mg of CD) was used.
To understand this phenomenon, a new formulation was performed
by a one-step addition of 30 mg of CD. The corresponding particle
characteristics (mean size = 106 nm, PI=0.10, Ct=0.31 mgmL™')
were similar to those obtained with process 2. The high concentra-
tion of ART in the suspension obtained with process 2 was related

ART recovery (%)

1 2 3 4
ART and CD incorporation process

Fig. 6. Drug recovery of loaded y-CD-C;o nanoparticles over 30 days for each
process.
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to the CD amount introduced. This observation showed that the mul-
ti-step introduction of CD did not impact the physicochemical char-
acteristics and stability of particles. Moreover, the results suggest
the existence of a drug amount compatible with the formulation of
stable nanoparticles. This particular drug amount seems related to
the CD material proportion involved in the formulation correspond-
ing to a molar ratio CD/ART of 1:1. Above this equilibrium condi-
tions, an excess drug amount may still be associated with the
nanosystem via stacking layers, but non-permanently, thus leading
to desorption.

3.2. Formulation and characterization of reservoir-type nanosystems

The high solubility and the good chemical stability (performed
at 25 °C and 4 °C for 60 days) at room temperature of ART in benzyl
benzoate (BB) (83.30 mg mL~!) compared to medium chain triglyc-
erides (Miglyol 812N, 23.10 mg mL™') prompted us to use BB
(200 pL) as internal phase of the nanoreservoirs. First, conventional
conditions were used to prepare nanoreservoir suspensions involv-
ing a low initial CD concentration (2 mg mL™!) and a high lipo-
philic/hydrophilic surfactant amounts (80 mg/80 mg) [13]. Stable
nanoreservoir systems with 190 nm mean particle size were pre-
pared. The amphiphilic molecules (y-CD-C;o and surfactant) were
assumed to form a membrane layer surrounding the lipophilic
internal phase. This formulation showed a good ability to associate
ART with drug recovery percentage around 92%. The following
objective was to optimize the formulation by decreasing the sur-
factant amount in order to ensure injectable polysorbate concen-
tration within the final suspension [24]. The preparation of
optimized suspensions of monodisperse nanoreservoir particles
with a size lower than 200 nm presenting a high drug recovery
was highly dependent of the proportion of amphiphilic com-
pounds. The screening experiments showed that it was possible
to obtain stabilized formulations while lowering the surfactant
amount and increasing CD initial concentration (4 mg mL™!). In
this condition, the threshold amount of surfactant required for a
stable formulation was evaluated at 20 mg. As seen in Table 2,
the presence of ART in these formulations did not modify the aver-
age particle diameter, suggesting that the drug was mainly local-
ized in the lipophilic core. The zeta potential absolute value did
not significantly vary. The amount of entrapped drug was higher
than that obtained with nanospheres. The highest drug concentra-
tion in the colloidal suspension (1.68 mg mL~!, DR = 94.02%) was
obtained in the conditions of formulation C (40 mg y-CD-Cjo,
40 mg Montanox® 80 and 40 mg Montane® 80). Furthermore, the
average diameter of reservoir-type particles increased with the
amount of BB. Unstable formulations were obtained from 400 puL
of BB (data not shown).

Like other nanosystems reported in the literature such as poly-
meric nanocarriers [25], amphiphilic B-CD nanoparticles [26], lipid
nanocapsules [27], the y-CD-Cyo ART-loaded nanoreservoirs stored
at room temperature present a good physicochemical stability dur-
ing at least 1 month.

Table 2
Unloaded and ART-loaded y-CD-C;, nanoreservoir characteristics.

The TEM images of negatively stained ART-loaded nanoreser-
voirs (formulation C) suggest that the particles flattened and coa-
lesced during drying (Fig. 7a), as previously reported [13].
Consequently, the size cannot be reliably measured. A population
of significantly smaller particles (about 5 nm in diameter) was also
observed, likely corresponding to surfactant micelles. To prevent
drying artifacts, cryo-TEM images of the quench-frozen suspension
were recorded (Fig. 7b). Individual spherical particles were ob-
served, with a diameter typically ranging from 40 to 300 nm. The
micelles observed for the negatively stained sample were probably
too small to be detected in the cryo-TEM image. If we assume that
the ice film has a thickness of 100-150 nm, it is likely that the soft
particles with an apparent diameter larger than this value flattened
in a direction perpendicular to the film plane, which would shift
the size distribution toward higher values. Nevertheless, the appar-
ent size distribution is in agreement with the values determined by
dynamic light scattering (DLS).

3.3. Formulation and characterization of PEGylated nanocarriers

Géze et al. previously demonstrated that nanoparticles made
from amphiphilic CDs were rapidly cleared from bloodstream fol-
lowing their systemic administration in mice, resulting from their
interactions with mononuclear phagocyte system (MPS), and accu-
mulated in the liver and spleen [28]. It has clearly been demon-
strated that nanoparticles with a hydrophilic surface induced a
significant decrease in the opsonization process and recognition
by MPS and plasma proteins [29-31]. To prepare y-CD-C;o nanode-
vices decorated on the surface, we used PEG fatty acid ester. In-
deed, PEG is a well-known hydrophilic polymer playing a key
role in the prevention against the removal by MPS via a repulsive
steric effect [32-34]. The idea of using PEG grafted with alkyl chain
(PEG fatty acid ester) is to create an efficient anchoring of amphi-
philic PEG in the carrier, via strong hydrophobic interaction be-
tween the alkyl chain of PEG ester and the aliphatic part of
amphiphilic CD forming the nanosystems.

v-CD-Cy¢ derivative formulated with low molecular weight PEG
(300 or 400 Da) esters (dilaurate, stearate) was unstable in the
presence of electrolytes (NaCl 0.09%), as already observed in
the case of non-PEGylated nanospheres (results not shown). To
the contrary, stable suspensions of nanospheres were obtained
with high chain length PEG stearate (1500 and 4000 Da) in pres-
ence of NaCl. In the latter case, the size of particles increased with
the amount of PEG ester introduced in the formulation. These
observations are in good agreement with previous reports claiming
that the PEG chain length must exceed 1000 Da for an effective
stabilization of nanocarriers [33]. Then, PEGylated nanoreservoir
systems were formulated by varying the amount of the following
constituents of formulation: y-CD-C;o, Montane® 80, Montanox®
80 and PEG4000 stearate. The best drug recovery percentage was
obtained in the cases of formulations PNR1 (40 mg v-CD-Cyo,
40 mg Montane® 80 and 15 mg PEG4000 stearate) and formulation
PNR2 (20 mg y-CD-C;o, 40 mg Montane® 80, 40 mg Montanox® 80

Formulation content (mg) Unloaded nanoreservoirs

ART-loaded nanoreservoirs

v-CD C;0  Montanox 80 Montane 80  Mean size (nm) PI { (mV) Mean size (nm) PI ¢ (mV) Ct (mg/mL) DR (%)
A 20 80 80 190+ 8 008 -24+1 185%6 004 -23+1 1.51 91.88
B 20 40 40 1804 004 -27+1 181+7 006 -26+1 1.19 84.24
C 40 40 40 176 +4 005 -30+1 177+6 004 -28+1 1.68 94.02
D 40 30 30 177 +9 007 -29+1 177+8 006 -28+1 1.54 92.67
E 40 20 20 179+6 005 -30+1 179+4 003 -27+1 129 85.13
F 40 20 10 177+9 0.06 - Unstable formulation was obtained

Volume of BB =200 pL.
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Fig. 7. TEM images of ART-loaded y-CD-C;, nanoreservoir systems: (a) negative
staining; (b) cryo-TEM. Scale bars: 200 nm.

and 15 mg PEG4000 stearate). The particle characteristics for each
formulation are summarized in Table 3. The CD/PEG ester ratio
used was 4:1 and 8:3 (w/w) for nanosphere and nanoreservoir sus-
pensions, respectively.

In agreement with previous studies [34], the introduction of
PEG4000 stearate induced a weak increase in the average diameter
of particles and a decrease in the potential zeta absolute value of
sphere nanosystems from —26 to —13 and from —18 to —10 for un-
loaded and ART-loaded nanospheres, respectively, prepared by
using process 1 (Tables 1 and 3). These results suggest the presence
of PEG moieties at the surface of the particles, creating a steric bar-
rier against flocculation in an electrolyte rich medium. The PEGyla-
tion was also applied to the derivative B-CD-C;q, in presence of
PEG4000 stearate, leading to the same observations.

In comparison with the optimized ART-loaded nanosphere for-
mulated without any stabilizing agent, the amount of ART recov-
ered with y-CD-C10 PEGylated particles increased from 0.24 to
0.34 mg mL~! and from 0.31 to 0.47 mg mL~" in the conditions of
processes 1 and 2, respectively. As demonstrated in a previous
study [13], the presence of stabilizer such as polyoxyethylated
derivatives improved the association by promoting contact be-
tween the drug and the hydrophobic particle surface. As can be
seen in the TEM images of negatively stained preparations, PEGy-
lated particles (ART-loaded or not) are faceted, although the aver-
age size did not significantly change (Fig. 8).

The effect was not clearly detected on the particles prepared
from B-CD-C;¢ derivative (Fig. 8a and b, respectively) as their barrel
shape was preserved. The faceting of y-CD-C;, particles may be
due to the organization of PEG chains that, depending on their den-
sity on the surface of the particles, would form a more or less
contiguous rigid layer (Fig. 8c and d).

The introduction of PEG esters species in the formulation did
not modify the ability to entrap ART. Indeed, the DR value was
higher than 90%. It has to be noted that PEG4000 stearate nanopar-
ticles showed good stability in terms of size distribution and
amount of associated drug after a 30-day storage at room

Fig. 8. TEM images of negatively stained PEGylated (PEG 4000 stearate) nano-
spheres: (a) B-CD-Cy, unloaded; (b) p-CD-C;o, ART-loaded; (c) y-CD-C;o, unloaded;
(d) y-CD-Cy0, ART-loaded. Scale bars: 200 nm.

temperature (data not shown). The TEM images of negatively
stained PEGylated nanoreservoirs show a polydisperse distribution
of particles. However, the flattening and coalescence are less
marked than in the case of non-PEGylated y-CD-C;q reservoirs sug-
gesting that PEG rigidified the surface of the soft particle (Fig. 9a).
The cryo-TEM images of the ice-embedded PEGylated ART-loaded
nanoreservoirs confirmed the polydispersity of the particles
(Fig. 9b), with a size ranging from 40 to 400 nm. Again, the larger
particles likely flattened in the ice film which shifts the size
distribution toward higher values.

Schematic representations of the y-CD-C;o nanosystems were
drawn based on these results (Fig. 10). In the case of nanospheres,
the y-CD-C;o molecules form a dense structure whose supramolec-
ular organization has not been elucidated yet. The host drug mol-
ecule can be located in different regions of the nanostructure,
namely adsorbed on the surface and/or entrapped within the core.
Drug interaction with the CD cavity may also be possible, via inter-
action with the primary face of the y-CD that is less hindered than
the secondary face. Indeed, y-CD complexes at a CD:ART molar ra-
tio of 1:1 were described by Wong and Yuen [5]. In the case of
PEGylated nanospheres, the stearate chains of the PEG fatty acid
ester are thought to strongly interact with the internal structure

Table 3

Characteristics of PEGylated (PEG4000 stearate) nanosystems.
Formulations Mean size (nm) PI ¢ (mV) Ct (mg/mL) DR (%) DA (%)
Unloaded nanosystems stabilized by PEG4000 stearate
PNS (process 1) 105+4 0.07 -13+1 - - -
PNS (process 2) 107 £5 0.07 —-13+2
PNR1 203+8 0.04 ~16+2 - - -
PNR2 190+ 4 0.03 -19+1 - - -
ART-loaded nanosystems stabilized by PEG4000 stearate
PNS (process 1) 1136 0.05 -10%1 0.34 79.33 87.40
PNS (process 2) 115+8 0.07 -9+2 0.47 80.41 88.00
PNR1 205+7 0.09 —23+3 1.52 92.04 96.33
PNR2 191+9 0.08 ~23+2 1.49 91.88 95.25

PNS = PEGylated nanospheres, PNR = PEGylated nanoreservoirs.
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Fig. 9. TEM images of PEGylated (PEG4000 stearate) ART-loaded y-CD-C;o nanores-
ervoirs: (a) negative staining; (b) cryo-TEM. Scale bars: 200 nm.
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Fig. 10. Photographic images of colloidal suspensions (NS = nanosphere,
NR = nanoreservoir) and schematic representation of PEGylated ART-loaded nano-
sphere (a) and PEGylated ART-loaded nanoreservoir (b). (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

of amphiphilic CD, whereas polyoxyethylene portions protrude out
in the aqueous phase (Fig. 10a).

The nanoreservoir systems are constituted by a lipophilic core
corresponding to the BB solution of ART that is surrounded by
the shell of amphiphilic molecules (y-CD-C;o, Montane® 80,
Montanox® 80, PEG stearate). The aliphatic part of the amphiphilic
molecules is considered to be anchored in the BB phase, while the
hydrophilic part is located in the aqueous solution (Fig. 10b). More-
over, a part of the drug can be attached to the shell of the nanores-
ervoirs or adsorbed on their surface.

3.4. In vitro release

In vitro release assessment was performed on six ART-loaded 7y-
CD-C;o nanoparticulate formulations: y-CD-C;o nanospheres made
by processes 1 and 2 without any surfactant (NS-ART), PEG4000
stearate/y-CD-C;o nanospheres made by processes 1 and 2 (PEGy-
lated NS-ART), Montane® 80/Montanox® 80/y-CD-C;o nanoreser-
voirs (NR-ART) and Montane® 80/PEG4000 stearate/y-CD-C,
nanoreservoirs (PEGylated NR-ART). ART release from nanocarriers
has been assessed using the dilution-centrifugation method [35].
As seen in Fig. 11, y-CD-C;¢ sphere and reservoir-type nanosystems
exhibited a sustained ART release profiles. For both systems, a
burst effect was observed (50% or 32% of drug release,
respectively).
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Fig. 11. In vitro release profiles of ART from y-CD-C;o-based sphere and reservoir-
type nanosystems (n = 3, SD) (a) and in vitro release profiles during the first 48 h (b).
PEGylated NR-ART = PNR1.

The y-CD-C;o based nanospheres showed a significant sustained
release profile of ART extended up to 11 days. The rapid initial re-
lease of ART from particles (50% after 30 min) could be attributed
to free solubilized ART and drug located near the surface of nano-
carriers. The delayed release may be related to drug located within
the matrix structure of nanospheres. The sustained release of drug
from particles indicated that ART was more sequestered by the
nanostructure. There might be a strong interaction between ART
and y-CD-Cqo nanocarriers. As previously suggested, the interac-
tion with the cavity of y-CD-C;o may be considered. The influence
of the size of cavity of modified CD has been observed in a previous
release study involving diazepam (DZ) loaded CD-C;( nanospheres.
The in vitro DZ sustained release was more pronounced in the case
of y-CD-Cyp in comparison with DZ loaded o- and B-CD-C;o nano-
spheres [13]. So the drug was more retained by the y-CD-Ciq
nanostructure. Besides the CD ring size and the drug itself, the site
of CD modification seems to influence the drug release from
amphiphilic B-CD nanocarriers. Indeed, different release profiles
of camptothecin from B-CD-Cg (modified on the secondary face)
and 6-0O-Capro-B-CD (modified on the primary face) nanoparticles
were obtained by Cirpanli et al. [36]. Both camptothecin-loaded
nanoparticles exhibited a biphasic release comprising an initial
burst (30% after 2 and 5 h, respectively) followed by a sustained
phase extended up to 6 or 12 days, respectively. In turn, all these
parameters may influence the internal self-organization of CD
molecules, the accessibility of the oligosaccharides by the drug,
its location within the nanostructure and thus its drug release from
the nanocarrier. We have recently revealed a correlation between
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Fig. 12. ICsp values (nM) of ART-loaded nanosystems and references drugs on 3D7
and K1 strains of P. falciparum. The measured ICsq of CQ on the strain K1 = 227.8 nM.
The ICso cutoff values used to define resistance of reference drug: DHA > 30 nM,
ART > 30 pg/mL (>106 nM), CQ > 100 nM, Q> 500 nM. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

the substitution degree of B-CD-C;o and the internal structure of
formulated nanospheres [15]. Lamellar and hexagonal supramolec-
ular organizations were identified by small-angle X-ray scattering
and TEM for B-CD-Cyo characterized by DSs of 3.8 and 6.6, respec-
tively. In this context, the study of the ultrastructure of the un-
loaded and loaded y-CD-C;o nanosphere suspension is a key
point to better understand the way the host and guest interact.
This will be the object of another study.

In the present study, the slight differences observed in the med-
ian values between the two processes (1 and 2) release data were
not statistically significant (P > 0.200). In addition, the stabiliza-
tion of nanoparticles with PEG4000 stearate did not significantly
influence the release profiles of ART from nanocarriers during the
first period. The incomplete cumulated ART release (90%) exhibited
by non-PEGylated nanospheres was the consequence of nano-
sphere flocculation occurring at day 10.

ART associated with the nanoreservoirs was released during a
period of approximately 96 h. About 30% of drug was released into
the aqueous medium after 30 min. These release kinetics displayed
then a slower profile over 96 h. The slow release profile of the
remaining drug suggested that the release of drug located within
lipophilic core of the reservoirs is mainly governed by the drug par-
tition between the oil core and the aqueous external medium and
the diffusion of drug through the reservoir shell.

The results of the ART release from the nanocarriers were very
reproducible. The biphasic release profiles are expected to meet a
rapid high dose of ART (in cases of severe malaria) together with
ART plasma levels over a prolonged period owing to the hydro-
philic PEG corona.

3.5. In vitro antimalarial activity

The ART-loaded nanoparticles and the reference drugs were as-
sayed against 3D7 and K1 strains of P. falciparum. Non-PEGylated
ART-loaded nanospheres were not assayed for antimalarial activity
since they were unstable in RMPI medium.

The ICsq values obtained after correlation with in vitro release
results are reported in Fig. 12. The order of activity of the reference
drugs against both strains was as follows: DHA < Q < ART < CQ. The
two strains of P. falciparum were highly sensitive to ART-loaded
nanosystems with low ICsq values. The mean ICsq values were in
the range 9.9-21.3nM (2.8 and 6.0ngmL!). The strain 3D7,
which is susceptible to chloroquine, yielded ICso values of 9.9,
13.4, and 21.3 nM, respectively, for PEGylated nanoreservoirs,

PEGylated NS made by process 1, and non-PEGylated nanoreser-
voir systems, whereas the strain K1, which is resistant to chloro-
quine, showed ICso values of 15.6, 13.0, and 19.5 nM,
respectively. The in vitro activities against 3D7 and K1 strains of
all ART-loaded colloidal suspensions were significantly comparable
to that of ART reference (ICso=9.8 nM (3D7) and 15.3 nM (K1),
0.001 < P<0.02), excepted for non-PEGylated ART-loaded
nanoreservoir suspension. However, the high ICsq values in the lat-
est case (21.3 nM and 19.5 nM on the strains 3D7 and K1 respec-
tively) was in the range of ART sensitivity (sensitivity threshold
of the ART = 106 nM). In another hand, all the tested ART-loaded
colloidal suspensions were more active than chloroquine drug
even on the chloroquino-sensitive strain.

The results from this study indicate that ART-loaded nanosys-
tems, mainly PEGylated ones exhibit satisfactory in vitro activity
against Chloroquine-sensitive and chloroquine-resistant strains of
P. falciparum. These findings suggest that neither additive nor
antagonistic effect was observed when ART was associated with
v-CD-Cyo nanocarriers. In addition, the OD values obtained with
unloaded nanocarriers were comparable to those of negative con-
trol, suggested that y-CD-C;o nanocarriers have no effect on para-
site growth in the test conditions. However, this assumption must
be confirmed by a cytotoxic study, which will determine the selec-
tivity index (ratio between cytotoxic and antimalarial activities).

4. Conclusion

Biosynthesized B- and y-CD-Cyq are able to form supramolecu-
lar assemblies such as nanospheres and reservoir-type nanosys-
tems in the conditions of solvent displacement. PEG surface-
decorated nanostructures were developed via the interaction of
PEG fatty acid esters of different chain length and CD-C,q deriva-
tives. The two types of developed nanostructures were able to
associate artemisinin. Stable formulations associated with high
drug content were obtained with y-CD-Cy. In vitro release charac-
teristics showed an extended release from 4 to 12 days, which was
not influenced by the presence of the hydrophilic corona. In vitro
antimalarial activity data indicate that both ART-loaded nanosys-
tems are potentially interesting for clinical applications. These col-
loidal nanocarriers may provide a promising alternative for
injectable use of ART. In vitro cytotoxicity, complement activation,
and macrophage uptake as well as biodistribution studies are in
progress in order to assess the safety and stealthiness of these col-
loidal drug delivery systems.
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Evaluations biologiques in vitro et in vivo des suspensions
colloidales

Nous avons montré dans I'étude précédente que les nanoparticules de y-CD-Cyo
pouvaient constituer une alternative pour le développement de formes injectables d’ART.
Egalement, dans le but d’étendre le temps de circulation sanguine des nanoparticules, le
concept de co-nano-assemblage de la y-CD-Cyoavec des dérivés amphiphiles PEGylés a été
appliqué et a permis d’obtenir des édifices supramoléculaires de type spheres ou réservoirs
décorés en surface. En plus des formulations initiales stabilisées avec les esters de PEG et
d’acides gras de masses molaires 1000, 1500 et 4000 Da, l'opportunité de modifier la
surface des nanoparticules avec des chaines de PEG intermédiaires (2000 Da) a été testée

avec succes via la mise en ceuvre de conjugué phospholipide-PEG (DMPE-mPEG2000).

Afin de consolider ce concept, la capacité de ces nanoparticules décorées en surface a
échapper, du moins temporairement, aux systémes des phagocytes mononuclées a été
évaluée dans la présente partie de notre travail expérimental. Des études in vitro d’activation
des protéines du complément sérique et de capture par les macrophages ont d’abord été
réalisées avec les nanovecteurs décorés ou non en surface et renfermant pas de 'ART.
Ensuite, des études pharmacocinétiques de biodistribution chez I'animal ont été réalisées
pour compléter les résultats obtenus in vitro. Des traceurs fluorescents ont été associés aux
nanostructures pour permettre de suivre la phagocytose par les cellules de macrophage ou
le devenir in vivo des nanoparticules. Enfin, la toxicité des nanosuspensions vis-a-vis des

érythrocytes a été évaluée.

Les différentes formulations n'‘ont pas démontré de caractére hémolytique aux
concentrations utilisées in vivo. Les nanovecteurs modifiés en surface avec le polysorbate
80, le stéarate de PEG1500 ou le DMPE-mPEG2000, selon la structure des particules,
consomment moins le complément ou sont moins phagocytés comparés aux particules de y-
CD-C4non PEGylées. L’imagerie de fluorescence in vivo a permis de montrer qu’une partie
des nanosphéres décorées par le DMPE-mPEG2000 et, dans une certaine mesure des
nanocapsules contenant le polysorbate 80, pouvaient circuler dans le compartiment sanguin
pendant au moins 24 heures. Les autres particules sont rapidement éliminées du systéme
vasculaire dés les quinze premiéres minutes et s’accumulent principalement au niveau du
foie et de la rate.

En préparation pour soumission a
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics.
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Abstract

In a previous study, we reported the formulation of Artemisinin-loaded surface-decorated
nanoparticles by co-nanoprecipitation of PEG derivatives and biosynthesized y-CD fatty esters.
As our goal was to prepare long-circulating nanocarriers for systemic delivery of Artemisinin
(ART), we evaluated the capacity of these surface-modified y-CD-C,, particles to modulate in
vitro complement activation, macrophage uptake and hemolytic properties as well as their
biodistribution features in mice. These experiments showed that the in vitro plasma proteins
adsorption and phagocytosis by macrophage cells triggered by y-CD-C,, nanoparticles could
be significantly reduced when their surface was decorated with amphiphilic PEGylated
molecules, in particular PEG1500 stearate, DMPE-mPEG2000 or polysorbate 80. The
prolonged blood circulation time assessed by fluorescence imaging was demonstrated for
nanospheres and nanoreservoir-type particles containing DMPE-mPEG2000 and
polysorbate 80, respectively. These nanomaterials also proved to be non-hemolytic in the
concentration range used in vivo, with a slight decrease of their toxicity when associated to
ART. Within the limits of experiments that were conducted, the co-nanoprecipitation
technique may be considered as an alternative for surface modification of amphiphilic CD-

based drug delivery systems.

Graphical abstract

4-CD-C,y/Montanox B0 nanoreservoirs ——>|
/
%
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4-CD-C,o/PEG2000 nanospheres —>

NR-Montanoxg0 N5-PEG2000

Intraveneous injection in mice by caudal vein Fluorescence images on mice after administration Fluorescence images in plasma at T= 24 h >

Keywords: bioesterified y-cyclodextrins, Artemisinin, surface-decorated nanoparticles,

haemolytic properties, stealth properties, biodistribution.
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1. Introduction

The therapeutic application of artemisinin (ART), a well-known antimalarial drug isolated from
medicinal plant (Artemisia annua), is significantly restricted by its poor aqueous solubility,
short half-life and high first-pass metabolism [1, 2]. In order to enhance ART solubility and/or
bioavailability, cyclodextrins (CDs) inclusion complexes, spray-drying of ART with
maltodextrins and liposomes were proposed [3-7]. In this respect, we previously reported that
colloidal nanosystems based on biosynthesized y-CD fatty esters may provide a promising
alternative formulation for injectable ART dosage form [8]. The y-CD derivative considered in
this study, referred to as y-CD-C in the following, was prepared by a one-step procedure by
thermolysin-catalyzed acylation using vinyl-decanoate ester as alkyl chains donor and was
fully characterized using routine physicochemical techniques such as liquid-state nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy, reverse-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC) and matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-
TOF) mass spectrometry [9]. The resulting biosynthesized amphiphilic derivatives are of
interest for pharmaceutical applications in view of their ability to self-organize in water and
form stable colloidal suspensions of either solid or reservoir-type nanoparticles, depending on
the experimental conditions [8-12]. These nanodevices showed a very high ART entrapment.
Furthermore, the prolonged drug release over several days as well as the sequential kinetic
profiles could be attributed to the specific fixation sites of ART within the nanostructures [8].
The anti-plasmodium activity of ART-loaded formulations was also evidenced on resistant

and susceptible P. falciparum strains [8].

ART being only active on blood-stage parasites [2], ensuring a sufficient blood circulation
time of the nanocarriers is a prerequisite to give a chance for ART to reach infected
erythrocytes and blood circulating parasites after systemic administration [13]. Géze et al.
[14] showed that amphiphilic CDs nanoparticles present a rapid hepatosplenic tropism,
suggesting that further surface modification, such as decoration of the surface with
polyethylene glycol (PEG), was required in order to improve the blood mean residence time of
these nanoparticles. Indeed, the adsorption of plasma proteins, such as complement system
proteins, at the surface of particles (the so-called opsonization process) is responsible for the
recognition of carriers by macrophages and, as a consequence, for the short lifetime in the
bloodstream [15-17]. This constitutes a limitation for the development of long-circulating drug

delivery systems targeting sites other than the mononuclear phagocyte system (MPS) [17].

In a previous paper, we described the preparation of PEG surface-decorated nanoparticles by co-
nanoprecipitation of PEG fatty acid esters and y-CD-C4, molecules [8]. We also demonstrate

that the integration of the amphiphilic PEGylated molecules within the y-CD-Cyq
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nanostructures did not influence the in vitro release properties and anti-malarial activity of
ART-containing colloidal suspensions [8]. Even if these nanosystems appear to be attractive
for medical application of ART, their use will be governed by their behavior toward the MPS

and their biodistribution.

The purpose of this study was to evaluate and compare the hemolytic and stealth properties
of these y-CD-Cjo-based colloidal drug delivery systems such as nanospheres and
nanoreservoirs. The investigation of the stealthiness was carried out using two approaches:
in vitro assessment by plasma-complement proteins activation and macrophage uptake
assays and in vivo biodistribution studies in mice by fluorescence imaging technique. This
paper reports on the in vitro and in vivo screening of y-CD-C,o surface-decorated and non-

decorated nanoparticles.

2. Materials and methods
2.1. Materials

y-CD-C, fatty ester (Mw = 2714 g.mol™, total degree of substitution = 9.2) was synthesized in
our laboratory by enzymatically-assisted pathway using thermolysin as catalyser and
decanoic vinyl esters (Co) as acyl donors. Parent y-CD (Kleptose®) was provided by Roquette
(Lestrem, France). Thermolysin (EC 3.4.24.27), a protease type X isolated from Bacillus
thermoproteolyticus rokko, anhydrous DMSO (99 %), vinyl decanoate (95 %) and 1,1’-
dioctadecyl-3,3,3’,3-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil, Mw = 933.88 g.mol™)
were obtained from Sigma-Aldrich (I'lsle d'/Abeau Chesnes, France). Artemisinin (C45H220s,
98 %, Mw = 282.3 g.mol”) was purchased from Carl Roth (GmbH). Montane® 80 (sorbitan
mono-oleate) and Montanox® 80 (polysorbate 80, ethoxylated sorbitan mono-oleate) of
pharmaceutical grade were kindly provided by Seppic (Castres, France). Benzyl benzoate
was supplied by Cooper (Melun, France). Polyethylene glycol stearate (PEG1500 and
PEG4000) were purchased from Stearinerie Du Bois (France).
Dimyristoylphosphatidylethanolamine-polyethylene glycol 2000 (DMPE-mPEG2000) was
obtained from Corden Pharma (Eichenweg, Switzerland). Percoll® gradient density marker
beads kit was from Sigma-Aldrich (USA). 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3'-
tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DiD, Mw = 1052.07 g.mol”) was from Invitrogen
(Cergy-Pontoise, France). Normal human serum (NHS) distributed into eppendorf tube was
provided by Etablissement Frangais du Sang (Angers, France) and was stored at -80C until
6 months maximum. Sheep erythrocytes (16 % hematocrit, stored at 4°C up 2 weeks) and
Rabbit anti-sheep erythrocytes antibodies (hemolytic serum, 5.000 units) were supplied by

Eurobio (Courtabceuf, France). Diethylmalonylurea (5,5-diethylbarbituric acid) were obtained
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from Fluka (Sigma Aldrich Chemie, GmbH). Sodium diethylmalonylurée (sodium diethyl
barbital), calcium chloride (CaCl,.2H,0O, 147.02 g.mol™"), anhydrous magnesium chloride
(MgCl,, 203.3 g.mol™") were purchased from Merck (Darmstadt, GmbH). TPH-1 cells (human
monocyte/macrophage cell line) were obtained by ATCC (Manassas, VA, USA). The organic
solvents and sodium chloride (NaCl, 99.8 %) were from VWR International (Lyon, France).
Water was freshly deionized in our laboratory. Stock solutions of buffers were prepared in

our laboratory and stored at 4T until 3 weeks.

2.2. Preparation of colloidal suspensions

y-CD-C1o-based nanosphere and nanoreservoir suspensions (non-PEGylated or PEGylated,
unloaded or ART-loaded) were prepared using the solvent displacement technique as
described elsewhere [8]. The method consists in injecting, under magnetic stirring (500 rpm)
at 25 C, an organic solution (10 mL) containing am phiphilic and lipophilic constituents into
an aqueous phase containing water added or not with a hydrophilic stabilizing compound. The
aqueous suspension of nanoparticles is then obtained after elimination of the organic solvent
[8-12]. Amphiphilic PEGylated with various PEG molecular weights (1000, 1500, 2000 and
4000 Da) were investigated at the molar ration y-CD-Co/PEG of 3:1. Fluorescent
nanosuspensions were formulated in the same conditions by incorporating a carbocyanine
dye (Dil or DiD initially dissolved in acetone) in the organic phase before the
nanoprecipitation occurred. The resulting colloidal suspensions were purified by gel
chromatography using Sephadex® G-75 columns (dry bead diameter = 40-120 pym, Sigma
Aldrich, Sweden) in order to remove free PEG and/or free fluorescent marker in the
supernatant. Prior to administration to the animals, the suspensions were rendered isotonic

with a glucose solution.

Poly(methyl methacrylate) (PMMA) nanoparticles were used as positive control in the
complement consumption study and were synthesized by the polymerization of methyl
methacrylate (MMA 99 %, Fluka) according to the procedure described by Passirani et al.
[18].

2.3. Physicochemical characterization of nanosystems

Mean size, polydispersity index (Pl) and zeta potential were determined after appropriate
dilution using a Zetasizer (Nano Serie DTS 1060, Malvern Instruments) [8-12]. The
nanosystems were observed by transmission electron microscopy (TEM) after negative
staining of the preparations with uranyl acetate, using a Philips CM200 'Cryo' microscope

operating at 80 kV. The images were recorded on Kodak SO163 films [8-11]. The osmolarity
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was also checked in triplicate with an automatic micro-osmometer Loser Messtechnik type
15. The density of the nanoparticles (assumed to be spherical) in the suspension was
determined using isopycnic centrifugation of Percoll® gradients in iso-osmotic sucrose (0.25
M) at a ratio of 1:9 (v/v) [19]. The calibration of the Percoll® density gradient was performed
using the density marker beads kit from Sigma-Aldrich (USA) as standards. The calibration
curve (r’=0.97, y = 0.0935x"°°®°) was obtained by plotting the ratio of heights d/H (Figure 1)
versus the density of each bead type (density range of beads is between 1.037 and 1.138
g.mL™"). For density measurement, a volume of 0.1 mL (nanoreservoirs) or 0.25 mL
(nanospheres) of colloidal suspension was added to the Percoll® medium (4.5 mL) in the
centrifugal vials. The ultracentrifugation was performed at 100,000 g at 20 € for 3 h
(OPTIMA™ L-80 XP Beckman Coulter, rotor SW60 Ti). From the density of particles
(considered as volume mass of particles pp, g.mL™"), the absolute number of particles per
volume unit (mL) of suspension (N) and particle surface area (S, cm®mL™) were calculated,

assuming that particles were spherical and using the following equations [19]:
N = 6C/(rd’py) (1)
S=Nnd’ (2)

where C is the dry material concentration (g.mL") and d (cm) the particle diameter

determined by quasi-elastic light scattering.

Total liquid height

Height of kead line

v

Fig. 1. Schematic representation of isopycnic centrifugation Percoll’ gradient density measurement in iso-
osmotic sucrose (0.25 M).

2.4. Determination of drug and fluorescent marker loading

The total concentration of ART recovered in the colloidal suspensions (Ct) was determined,
after a sample dilution with methanol, by high-performance liquid chromatography (HPLC)
coupled to evaporative light scattering detection (ELSD) according to a validated method
(r’=0.9937; y = 1.6569x + 0.8847) [8] adapted from Avery et al. [20]. The HPLC system was
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constituted by a Varian Prostar pump and an ELSD Sedex Model 55 (Touzart & Matignon,
France). 20 pL sample sloop, Kromasil C4g column (250 x 4.6 mm, 5 ym particle size) from
Supelco Inc., methanol-water (70:30, v/v) mobile phase, 1 mL.min™ flow-rate, detector
temperature at 32 C, carrier gas pressure at 2.2 bar and signal gain at 12 were used as

chromatographic conditions.

The amount of fluorescent marker (Dil or DiD) associated to the nanocarriers was quantified
using a RF-1501spectrofluorophotometer (Shimadzu). The suspension was diluted with
methanol and analyzed in the following conditions: i) for Dil: excitation wavelength, A¢x = 549
nm; emission wavelength, A, = 562 nm; r’=0.997; y = 427,796x + 98.055. ii) for DiD: Aex =
643 nm; Ay, = 669 nm; r’=0.994; y = 923,744x + 68.145. Six calibration standards were
prepared in methanol for each fluorescent marker, and analyzed in triplicate. The calibration
curves were obtained by plotting the fluorescence results versus the concentration of the

standards (mg.mL™).

2.5. Evaluation of stability of Dil or DiD-loaded nanosytems

The binding of a fluorescent marker to nanostructures was first evaluated using gel
chromatography separation on Sephadex® G-75. The stability was also tested after
centrifugation of suspensions under gentle conditions (15,000 g at 20 T for 20 min) in order
to visualize any precipitation of unloaded Dil or DiD [21]. The suspensions were then stored
at room temperature during 15 days and their stabilities were assessed in terms of

appearance, particle size, polydispersity index and Dil or DiD recovery.

Fluorescent colloidal suspensions were also submitted to dialysis during 48 h in order to
quantify the Dil or DiD that remained associated to nanoparticles in physiological conditions
[22]. 3 mL of fluorescent colloidal suspension were thus packed into a dialysis bag
(regenerated cellulose membrane Cellu Sep® T1 19 mm, MWCO: 3,500 Da, Orange
Scientific, Belgium) and placed in a 50 mL PBS (0.1 M, pH 7.4) medium maintained at 37 C
under stirring at 50 rpm. At given time intervals, a sample was taken from the external buffer
medium and replaced by the same volume of fresh buffer in order to make sink conditions.
After 48 h, a sample was taken from the dialysis bag and the concentration of Dil or DiD was
determined by spectrofluorophotometry and compared to the concentration of fluorescent
marker before the dialysis experiment. The percentage of remaining Dil or DiD was then

calculated.
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2.6. In vitro complement consumption study

Complement consumption was assessed in normal human serum (NHS) by measuring the
residual haemolytic capacity of the complement system after contact with the different
nanoparticles according to a well-established procedure [18, 21, 24-26]. The technique
consists in determining the amount of serum required to lyse 50 % of a fixed number of
sensitized sheep erythrocytes (CH50 units). Briefly, increasing amounts of colloidal
suspensions (25, 50, 100, 125, 150, 175, 200, 250 L) were diluted with respectively 275,
250, 200, 175, 150, 125, 100 and 50 L of VBS*" (Veronal buffered saline containing 0.15
mM Ca*" and 0.5 mM Mg?"). Each dilution was then incubated (37 C, 60 min, under gentle
stirring) with 100 pL of NHS to allow the reaction between serum components and
nanoparticles. After incubation, theses mixtures were diluted with VBS?* (1:24 v/v) then
incubated (37 T, 45 min, under gentle stirring) with a suspension of sheep erythrocytes
sensitized by haemolytic serum (1:4 v/v). The reaction was stopped by adding ice-cold NaCl
(0.15 M, 2 mL) and unlysed erythrocytes separated by centrifugation (2,000 rpm, 10 min, 4
C). The optical density of supernatant, related to the haemolytic capacity of the serum, was
recorded at 405 nm using a microplate reader (Multiskan Anscent, Labsystems SA, Cergy-
Pontoise, France). The results were expressed in terms of CH50 unit consumption

percentage as a function of particle surface area.

2.7. In vitro haemolytic activity assessment

The haemolytic properties of loaded and unloaded nanoparticles were carried out on sheep
erythrocytes together with the complement activation study. Indeed, in order to validate
CH50 tests, internal controls were realized in order to determine hemolysis caused by the
particles themselves without involvement of complement proteins. The red blood cell
suspensions were incubated in the same conditions that CH50 test with nanoparticle
suspensions at concentrations of 600 and 1200 cm?.mL"" surface area. Natural haemolysis of
erythrocytes (0 %) and total haemolysis (100 %) were also carried out by incubating
erythrocytes with VBS?* or distilled water, respectively. After incubation and then
centrifugation, the supernatant was collected and analyzed for hemoglobin content by optical
density (OD) measurement (Multiskan microplate reader) at 405 nm. All these data were
analyzed to determine the specific haemolytic activity of each type of formulation. The
degree of haemolysis is expressed as the ratio of the OD values and calculated by the

following equation:

Haemolysis (%) = (ODparticies = ODo%)/(OD100% -ODgy) x 100 3)
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where ODgy, and OD;q, are the optical densities measured for supernatant at 0 % and 100

% haemolysis, respectively.

2.8. In vitro macrophage uptake evaluation

Cell cultures and macrophage uptake determination were performed according to the
procedure described by Morille et al. [21]. TPH-1 cells were grown in suspension in a
humidifier-incubator (5 % CO,, 37 T) in RPMI 1640 medium suggested by ATCC, and then
cultured for 48 h to allow differentiation and adherence. Non-adherent cells were removed by
aspiration and the remaining adherent cells were incubated for 24 h in a new medium. Cells
were collected and counted with haemacytometer using Trypan blue exclusion assay. Cells
(0.6x10°/mL) were finally placed one day before phagocytosis experiments on sterile 24-well

cell culture clusters, and then allowed to recover for 24 h at 37 C.

For the uptake assessment, differentiated cells (450,000 per well) were incubated in RPMI
1640 medium (500 pL per well) in the presence of Dil-labeled colloidal suspensions
(concentration of particles of 0.25 mg.mL™" in the culture medium). The incubation was
carried out in parallel at 37 T and 4 T for 90 mi n under stirring. The incubation at 4 T
allows inhibiting the phagocytosis and evaluating the particles adsorbed on cell membranes.
After the incubation time, macrophages were washed twice with PBS (pH 7.4), detached with
trypsin and resuspended in 0.4 % (w/v) trypan blue solution to quench the extracellular
fluorescence, thus enabling determination of the internalized fractions. The resuspended
cells were subsequently washed twice and analyzed by flow cytometer (FACS) and
CellQuest software (Becton Dickinson) with 10,000 cells measured in each sample. The
mean fluorescence intensity of non-exposed cells was also recorded as control. Experiments

were performed in triplicate.

2.9. In vivo biodistribution study

Biodistribution studies of y-CD-C4, nanocarriers were carried out in mice by using non-
invasive in vivo fluorescent imaging technology [27-31] based on the monitoring of

bioluminescence after intravenous injection of DiD labeled y-CD-C,, nanoparticles.

Female 6 week-old NMRI nude mice were obtained from Janvier Laboratory (Le Genest-
Saint Isle, France) and were care in strict accordance with French Ministry of Agriculture
regulations. Animals were distributed in height experimental groups (n = 3 to 4 animals per

group), each group corresponding to a determined type of tested y-CD-Ci colloidal
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suspension. For experiments, mice were anesthetized (Isoflurane 2 %) and then injected
intravenously by tail vein with 200 pL of DiD labeled y-CD-C,, nanoparticle suspension
(35.10* mg.mL™" of dye). Mice were illuminated by 660 nm light under anesthesia and movies
were acquired over 15 min. Fluorescence images (660 nm laser; P1, 1X1M in different
settings: 100, 200 and 500 ms) were then taken after 15 min, 1, 3, 5 and 24 h with a back-
thinned CCD camera (C4742-98 ORCALL-BTS-512G, Hamamatsu, Massy, France) fitted
with high-pass RG 665 filter (Schott, Clichy, France) [27]. Imaging of mice prior to injection

was also performed to quantify the autofluorescence of mice which served as control.

After 24 h, blood samples were taken by cardiac puncture after an injection of heparin
solution (heparin Na 25,000 Ul; 40 uL). Blood was then centrifuged at 8,000 rpm for 3 min at
4 T to separate plasma to red blood cells. Finally, mice were euthanized and different
organs were removed. The biodistribution in the different organs (liver, spleen, kidney,
stomach, intestines, adrenal, heart, lungs, brain, skin, muscles, fat, bladder, pancreas, uterus
and ovaries), lymph and blood (whole blood, plasma, red blood cells) was determined by

fluorescence imaging in the conditions described above.

2.10. Statistical analysis

All experiments were realized in triplicate and the results expressed as mean value *
standard deviation (SD). The ANOVA variance analysis was applied to repeated

measurements. The level of significance (P) was set at 5%.

3. Results and discussion

3.1. Physicochemical characterization of y-CD-C;, colloidal carriers

Before reaching therapeutic targets, nanoparticles administered via the intravenous route are
faced with different biological barriers such as uptake by MPS which is involved in a non-
specific immune response of the organism by recognition of foreign bodies [15-17]. The
particle characteristics such as mean size, zeta potential and surface area are important
parameters and are correlated to the degree of interaction of nanocarriers with the MPS
organs. In addition, it is now well-known that the surface modification of nanoparticles is a
key parameter to obtain particles that are less recognized by the plasma proteins and MPS
[15-17]. Here, bioesterified CD-based nanoparticles (spheres and reservoirs) loaded or not
with ART were surface-decorated by co-nanoprecipitating the y-CD-Cy derivatives with
variable PEG derivatives, taking advantage of the interaction between the aliphatic portions

of the amphiphiles [8]. Four different polyoxyethylene (PEO) molecules with similar anchoring
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group, different in chain lengths, lipophilic moieties and terminal groups, were investigated
(Table 1).

Table 1.

Characteristics of PEG derivatives used for surface decoration of nanoparticles.

PEG derivative Hydrophobic  Anchoring End Units of Mean molecular

type group group group oxyethylene weight (Mw, g.mol'1)

of PEG chain

Polysorbate 80 Oleate COOH OH 20 1000

PEG 1500S Stearate COOH OH 30 1500

PEG 4000 Stearate COOH OH 80 4000

DMPE-mPEG2000  Phospholipids COOH OCHg3; 40 2000
(DMPE)

This study aimed at selecting the most suitable PEG derivative for CD nanoparticle surface
modification. Table 2 summarizes the characteristics of the naked and surface-decorated

nanoparticles.

Table 2

Physicochemical characteristics of unloaded and ART-loaded nanospheres (NS) and nanoreservoirs
(NR) made from y-CD-Co.

Formulations Mean PI ¢ ART Density Particle Particle
size (mV+£SD) Content at 20°C number/mL surface area
(nm) (mg.mL™") (cm*/mL)
y-CD-C1o unloaded nanosystems
Non-PEGylated NS 64 0.08 -25+1 - 1.090 7.87.10" 1504
NS-PEG4000 79 0.09 -11+1 - 1.097 9.31.10" 1689
NS-PEG1500 77 0.10 -17+1 - 1.092 1.35.10" 1731
NS-PEG2000 85 0.12 -20+2 - 1.094 8.43.10" 1618
NR-Montanox80 175 0.07 -12+1 - 1.068 2.14.10" 2453
NR-PEG4000 180 0.05 -5+1 - 1.071 1.55.10" 1772
NR-PEG1500 179 0.06 -10£2 - 1.068 1.67.10" 1875
NR-PEG2000 180 0.04 -30+1 - 1.069 1.64.10" 1854
PMMA 195 0.04 -52+2 - >1.138  4.83.10" 5759
y-CD-C19 ART-loaded nanosystems
Non-PEGylated NS-ART 67 0.08 -20%2 0.28 1.088 1.17.10" 1652
NS-PEG4000-ART 78 0.07 -10+2 0.37 1.098 1.04.10" 1997
NS-PEG1500-ART 76 0.10 -18+1 0.37 1.092 9.79.10" 1823
NS-PEG2000-ART 90 0.20 -21+2 0.40 1.095 7.22.10" 1836
NR-Montanox80-ART 191 0,04 -28+1 1,65 1,069 2,18.10" 2501
NR-PEG4000-ART 187 0.07 -10+1 1.64 1.072 1.82.10" 2282
NR-PEG1500-ART 178 0.08 -10+1 1.62 1.068 2.08.10" 2413
NR-PEG2000-ART 204 0.07 -32+1 1.64 1.070 1.67.10" 2413

The CD-based colloidal suspensions were considered to be monodisperse (IP < 0.25),
displaying mean size, zeta potential and drug dosage values in good agreement with
previous observations [8]. While the colloidal stability of uncoated nanoparticles was very

poor when in contact with electrolytes, all PEG-coated particles displayed good physical
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stability in this medium. This high stability was attributed to the presence of the hydrophilic
PEG corona, ensuring a steric hindrance at the surface of the nanoparticles. Independently
of ART loading, the zeta potential values were negative for all type of y-CD-C4 nanoparticles
with higher absolute value for non-PEGylated nanoparticles (-27 mV). Despite the neutral
charge of methoxy groups, the zeta potential values remained negative for PEG-coated
particles. However, the particles coated by PEG-1500, Montanox® 80 and DMPE-PEG2000
presented increased zeta potential values in comparison to PEG4000. The low increase in
average diameter, the shift of zeta potential absolute values as well as the stability in
electrolyte-rich aqueous solution of nanospheres prepared with PEG4000 suggest the
presence of PEG moieties at the surface of particles. It is known that PEG chains can form
dipoles that are able to modify the negative surface charge of nanoparticles proportionally to
their concentration [32]. Medium-chain-length PEGs (1000, 1500 or 2000 Da) were expected
to form a high density brush around the particles [17]. The low value of zeta potential of
PEG4000-coated particles (-11 and -5 mV for nanospheres and nanoreservoirs, respectively)
may be due to the longer PEG chains and/or the weak density of PEG moieties on the
surface of PEG4000-coated particles. A similar result was obtained with particles coated by
carboxylated PEG which possess negative charges resulting in higher negative zeta
potentials of PEG250-coated particles than those prepared with PEG2000 [31].

In order to perform the in vitro evaluations of y-CD-C,, nanocarriers in cell cultures such as
complement activation experiments, it is required to calculate the particle concentration as
the number of particles per volume unit or as particle surface area. The density of the y-CD-
C10 nanoparticles was thus measured using isopycnic centrifugation on Percoll gradients in
iso-osmotic sucrose [19]. The density was ranged between 1.07 and 1.10. It has to be noted
that a density close to 1 is similar to that of plasma and therefore favorable to the intravenous
administration. The slight difference in density between nanospheres and nanoreservoirs can
be mainly attributed to the presence of benzyl benzoate in the inner core of nanoreservoirs.
In addition, PMMA-based particles presented a denser structure than y-CD-Ci.-based
particles (Table 2).

3.2. Haemolytic evaluation of y-CD-C;, nanopatrticles

In this study, non-decorated and y-CD-C, surface-decorated nanoparticles were evaluated
and compared for their haemolytic properties in presence of sheep erythrocytes. Figure 2a
presents the percentage of haemolysis induced by the various unloaded nanosuspensions
when exposed at concentration of 600 and 1200 cm?mL surface area to erythrocyte cell

suspensions. The concentration range covered by this experiment was quite high in regards
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to particle surface area involved during an intravenous injection of 200 uL in mice (about 200
cm?mL™). Despite that point, both y-CD-C4, nanospheres and nanoreservoirs did not cause
more than 20 % haemolysis. The haemolytic effect of y-CD-C4, nanoparticles was found to
be concentration-dependent, as reported by Bilensoy et al. and Quaglia et al. for amphiphilic
B-CD-based nanocarriers [33, 34]. These authors have demonstrated that nanoparticles
made from B-CD-Cs (parent CD modified on the secondary face with Cg aliphatic chains), 6-
N-capro-B-CD (parent CD modified on the primary face with Cg aliphatic chains) and heptakis
(2-O-oligo(ethyleneoxide-6-hexadecylthio-)-3-CD are non-haemolytic (haemolysis rate = 10
%) in the 0.01-2 mg.mL™" concentration range [33, 34]. It may be noted that nanospheres are
significantly less haemolytic than nanoreservoirs with less than 5 % haemolysis considering
both concentrations. This difference can be attributed to the presence of benzyl benzoate
and surfactant in the nanoreservoir formulations. Indeed, some studies have revealed that
the cytotoxity profile of amphiphilic CD nanocarriers was influenced by various parameters

such as the presence and the concentration of surfactant [35].

When comparing each nanosystem, it was found that particles coated by PEG4000 caused a
significantly higher haemolysis, sometime 2-fold, than those coated by medium molecular
weight PEG (1000, 1500 and 2000 Da). Regarding sphere-type systems, non-PEGylated
particles caused 0.5 and 2.1 % haemolysis at 600 and 1200 cm? surface area whereas
PEG1500 and PEG2000 containing particles induced about 0.1 and 0.3-0.4 % haemolysis at

the same concentrations.

93



Publications des résultats

® Particle surface area = 8600 cm*mL

u Particle surface area = 1200 cm*/mL

>
—

g 12 —
P I
4
ES T
2 10 |
£
r 8-
o
4
I
2 - . S - - -
. .
S O O S S O S
O‘{'b bpb \(,’Q (LQQ ée @Q \(,,Q '\9°
& & & & & & & &
& L £ Q.«Q (,A\ 69 R G-’Q
~ A5 & B & 5 ~ ~
¥ &
&
b 20

18

® Unloaded nanoparticles

16

14

i ART-loaded nanoparticles
12

10

Hemolysis (%)
-1

a N
|
i

[t

NS-PEG1500H ‘ o

NR-PEG4000
NR-PEG1500
NS-PEG4000
NS-PEG1500
NR-PEG4000
NR-PEG1500
NS-PEGA4000

NR-Montanox80
NR-Montanox80

Particle surface area = 600 cm*mL Particle surface area = 1200 cm¥mL

Fig. 2. Haemolysis on erythrocyte suspension of y-CD-C10 sphere and reservoir type nanocarriers as
function of surface area, mean £ SD (n = 3). (a) unloaded particles; (b) unloaded and ART-loaded
particles

The haemolytic properties of unloaded and ART-loaded nanoparticles were also compared
(Fig. 2b). At the same surface area, ART-loaded y-CD-C;, nanoparticles were slightly less

haemolytic than the unloaded ones.

From these results, it can be concluded that y-CD-Cio colloidal drug carriers are non-
haemolytic in injectable form and the surface modification by coating PEG moieties of
molecular weight ranging from 1000 to 2000 Da as well as ART incorporation slightly reduce

the percentage of haemolysis.

3.3. Plasma-complement proteins consumption

Following intravenous administration, nanoparticles are rapidly covered by plasma proteins
such as proteins of complement system (C3 and C4 proteins), making the particles visible by
macrophages, particularly those of liver, spleen or bone marrow, allowing their phagocytosis

and their rapid removal from the bloodstream [15-17]. The modification of the nanoparticle

94



Publications des résultats

surface by attaching PEG moieties has resulted in a decrease of this opsonization process
[24, 25, 36]. Taking advantage of PEGylated nanoparticles into account, various amphiphilic
PEG linked to aliphatic (stearate) or phospholipid (DMPE) anchors were incorporated within
the nanostructures of ART-containing y-CD-C,, nanoparticles. In order to predict the
behavior of the PEGylated colloidal drug delivery systems toward the MPS and their stealth
properties, in vitro measurements of functional activity of complement system and

macrophage uptake were performed.

The functional activity of the complement system can be globally evaluated in vitro by
measuring the total haemolytic activity (CH50) or, more precisely, one of two pathways of
complement activation system (classical or alternative pathways) by immunochemical
quantifications of the different fractions (C3 and C4) [18, 37, 38]. In our study, the
determination of the functional activity of complement was carried out by a CH50 test
performed in NHS by measuring the residual haemolytic capacity of complement after
contact with the colloidal suspensions. The technique determines the amount of NHS able to
cause lysis of 50 % of a given number of sheep erythrocytes sensitized by rabbit anti-sheep
erythrocytes [19]. The lysis of erythrocytes by complement present in the serum was
measured by the amount of released hemoglobin which is directly proportional to the activity
of complement. When the serum is incubated with complement activator particles, a part of
the complement proteins are activated and are not available to lyse erythrocytes. However,
when the serum is incubated with poor complement activator particles, a residual activation
of complement is measured. In order to assess and compare the in vitro interactions of the
series of y-CD-C,o-based nanoparticles with the complement system, kinetics of CH50 unit
consumption were performed as a function of particle surface area. First, unloaded
formulations of nanospheres and nanoreservoirs containing or not PEO derivatives were
evaluated. Then, the effect of the incorporation of ART on the complement activation by the
y-CD-C1o nanosystems was determined. Unloaded and non-PEGylated PMMA nanoparticles,

known as strong-complement activators were used as positive control.

From the results, one can see that y-CD-C,, nanoparticles activate plasma-complement
proteins in a dose-dependent profile. As seen in Figure 3a, excepted nanoreservoirs
containing long PEG chains (2000 and 4000 Da), all tested y-CD-C,, nanoparticulate
formulations exhibited lower CH50 unit consumption profiles than the control. Independently
of the presence of PEG derivatives, y-CD-C,, nanospheres (size ranging from 65 to 85 nm)
are lower complement activators than nanoreservoir systems (size about 180 nm). This
observation is in agreement with the findings showing the role and importance of particle size
on the adsorption of proteins. It has been reported that plasma proteins adsorption is weak

onto particles smaller than 100 nm and increase with the particle size [17, 25, 39].
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Figure 3b shows the complement activation profile of sphere-type systems. It is important to
note that particles made of y-CD-Ci, molecules only (non-PEGylated NS) were high
complement activators with total consumption of CH50 units before 600 cm?. However, when
formulated with PEG1500 and PEG200 derivatives, significantly lower CHS50 unit
consumption is observed although the PEG containing particles are larger by 10 to 20 nm.
One can note that in the conditions of intravenous injection in mouse (200 uL of colloidal
suspension, corresponding to a particle surface area of 200 cm?mL™), PEG1500 or
PEG2000-containing y-CD-C4, nanosphere suspensions consume about 25 % of CH50 units
while non-PEGylated particles consume about 50 %. The consumption of CH50 units was
never higher than 50 % with PEG1500 and DMPE-mPEG2000 coated nanospheres, in the
range of 0-800 cm?’.mL™ surface area, whereas reaching total complement consumption at
1000 and 1200 cm?, respectively. In the light of these results, we can say that the decoration
of the surface of y-CD-C,, nanospheres by PEG1500 stearate and DMPE-PEG2000
significantly reduces the adsorption of proteins. However, the decoration of the particle
surfaces by hydrophilic molecules alone is not sufficient to induce a decrease in plasma
proteins adsorption. Many other surface parameters can be involved such as the nature and
the end-group of the selected PEG derivative [15-17, 40-42]. Our results show that y-CD-Cyj
nanospheres decorated by PEG4000 stearate displayed a complement activation profile
equivalent to that of non-PEGylated particles. The high level of complement activation
induced by PEG4000-coated nanospheres may be attributed to the conformation of PEG
moieties on the surface of particle. Indeed various studies have shown that the decrease in
the adsorption of proteins on the surface of nanoparticles was favored in the presence of
covering molecules of molecular weights between 1500 and 3500 Da [36-42]. The
organization of PEG4000 chains on the surface of particles may not lead to a good brush
conformation around the y-CD-C4, particles making them more accessible by plasma
proteins. The density of PEG4000 molecules on the surface of the particles can also be
questioned. The high level of complement activation may be due to either a poor density of
PEG unable to protect the particle against plasma proteins adsorption. Moreover, the rigidity
of the PEG layer surrounding the particles may have an impact. Some authors have reported
that the nanoparticles presenting a low density of long-chain PEG or rigid PEG corona did
not prevent the protein adsorption [26, 36, 40]. Moreover, a higher density of PEG chains on
the surface of nanoparticles was more easily formed with medium molecular weight PEG,
such as 2000 Da, than higher ones [21]. In our study, the particles were prepared using the
same molar ratio CD/PEG. The slightly higher mean size of PEG2000-coated particles in
comparison to PEG4000-decorated ones may explain the difference of PEG chains density
on the particle surface. Indeed, some authors reported an efficient protection of polystyrene

nanoparticles (60-100 nm particle size) by PEG4000 with a coating thickness of 5 nm [16].
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control.
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In the light of these findings, it can be concluded that the complement activation properties of
y-CD-C4o nanosphere systems can be better hidden by their surface decoration with
PEG1500 stearate or DMPE-PEG2000.

Regarding nanoreservoir systems (Fig. 3c), formulations with PEG4000 exhibited here again
a high complement activation profile and even more than the control. On the contrary to what
might be expected, DMPE-PEG2000 containing nanoreservoir suspensions were also strong
activators with similar complement consumption as PEG4000 coated nanoreservoirs in the
range of 0-200 cm?mL surface area (about 75 % CH50 unit consumption at 200 cm?).
However nanoreservoir-systems coated with hydroxyl PEG derivatives of 1000-1500 Da
displayed significant favorable complement consumption profile (2-fold lower than the
previous ones at 200 cm®mL™ surface area). Indeed, at 200 cm? 35 % activation was
obtained for PEG1500 containing y-CD-C,, nanoreservoir suspensions, with consumption
level never superior to 82 % in the range of tested surface area 0-800 cm”’mL™. 40 %
activation was obtained with Montanox 80 containing nanoreservoirs at the same surface

area.

The surprising high level of complement activation displayed by PEG2000 coated
nanoreservoirs may be associated to the high negative zeta potential value. Although they
are coated by the same PEG, the complement consumption of NR-PEG2000 and NS-
PEG2000 display very large differences. Despite the increase of PEG content in
nanoreservoir formulations (proportionally to the amount of building blocks implemented in
relation to nanosphere formulations) and despite the neutral charge of methoxy group,
PEG2000 coated nanoreservoirs exhibit more negative charge (-30 mV) than the
corresponding nanospheres (-20 mV) while the zeta potential values of the other reservoir-
type systems are lower than those of sphere-type system. It is known that the high charge
can trigger interactions with complement proteins via the alternative pathway [21]. It could be
that the hydrophobic moieties (phospholipids) of DMPE-PEG2000 was not well integrated
within the core of nanoreservoirs and could be accessible to plasma-complement proteins.
Consequently, they provide more interactions with opsonins compared to hydrophilic
moieties of PEG1500 which are expected to be well anchored in the nanoreservoir core.
Even if Mosqueira et al. [42] described that the presence of phosphate in
phosphatidylethanolamine (PE) moieties of PEG used to stabilize polymer nanocapsules
lead to inhibitory effect in complement activation, PE is well-known strong complement
activator [25]. It believed that formulating y-CD-C4, nanoreservoirs with PEG fatty acid esters
of molecular weights about 1000-1500 Da helps to increase their stealth with respect to the

complement proteins.
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In addition, we observed that the CH50 unit consumption was always slightly higher with
particles purified on Sephadex column in comparison to those non-purified (data not shown).
The passage through Sephadex gel removes some of the PEG molecules adsorbed and not
anchored within the matrix of particles, including those dissolved in the aqueous dispersing
phase (free PEG). This loss of PEG molecules lead to a loss of protection against protein
adsorption by reducing the density of PEG on the surface of the particles, making their
accessible by plasma proteins. Other authors have also observed a loss of PEG on the

surface of nanoparticles generated by 24 or 48 h dialysis [32].

Beside not impairing the physical characteristics of particles, the introduction of ART in the
formulation did not modify the complement consumption profile by y-CD-C,, surface modified
nanodevices (Fig. 4). This suggests that the drug is well integrated within the nanocarriers.
The hypothesis of the existence of specific fixation sites of ART within the y-CD-C,, based

nanostructures has been discussed in our previous work [8].
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Fig. 4. Consumption of CH50 units in the presence of y-CD-C, unloaded and ART-loaded
nanoreservoirs and nanospheres as function of surface area. PMMA particles were used as control.

3.4. Macrophage uptake

In order to evaluate the uptake of y-CD-C,, based nanoparticles by macrophage cells, Dil
dye was incorporated in the nanosphere and nanoreservoir formulations as fluorescent probe
at the concentration of 7 or 20 nmol.mL™", respectively. The characteristics of Dil-loaded

particles are presented in Table 3.
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Table 3
Physicochemical characteristics of tested y-CD-C;, Dil-labeled nanospheres (NS) and nanoreservoirs
(NR).

Formulations Mean PI ¢ (mV) Dil Content Density Absolute Surface area
size (nm) (mg.mL™) Number/cm® (cm*/cm®)
NS-PEG4000-Dil 110 0,10 -10+2 0,01 1.096 2,67.10" 1071
NS-PEG1500-Dil 126 0,12 -15+2 0,01 1.094 2,48.10" 1239
NR-Montanox80-Dil 234 0,08 -10+2 0,032 1.070 1,15.10" 1984
NR-PEG4000-Dil 195 0,08 -611 0,027 1.074 1,97.10" 2352
NR-PEG1500-Dil 206 0,07 -11+1 0,025 1.069 1,69.10" 2258

The incorporation of fluorescent dye resulted in an increase in particle mean size but the zeta

potential values remain unchanged. .

Prior to macrophage experiment, physical stability of Dil-loaded particles was controlled at
room temperature and in aqueous electrolyte solutions. These labeled formulations exhibited
good stability for at least two weeks (data not shown). Moreover, no loss of Dil from particles
was detected after gel chromatography on Sephadex® G-75 column and after the dialysis
experiment performed in pH 7.4 medium at 37 T for two days. Indeed, dialysis experiments
showed that 99 % of initially loaded Dil remained associated to the nanosystems.
Subsequently, the assessment of the internalization of Dil-labeled nanocarriers by

macrophage was carried out in the conditions specified below.

The quantification of in vitro phagocytosis capacity was carried out at 4 and 37 T after
incubating the nanoparticles (200 cm®mL™ surface area) with TPH-1 human cell cultures.
The fluorescence intensity of samples incubated at 37 T represents the total uptake
including the adsorption of nanoparticles on the cell surface and active cellular endocytosis.
At 4 C, all membrane crossing systems were inhibit ed and the only fluorescence intensity of
extracellular attached particles was determined. The influence of PEG chain length on
macrophage uptake was studied. Polysorbate 80-containing nanoreservoirs did not give a
significant signal at 4 T indicating the absence of extracellular attachment with the
macrophage cells (Fig. 5a). In addition, the fluorescence intensity at 4 T was not
significantly different from that at 37 C, suggesting the absence of particle phagocytosis by
macrophages. Nanosphere and nanoreservoirs stabilized by PEG1500 presented a low
adsorption effect and a low phagocytosis compared to those stabilized with PEG4000 (Fig.
5a and 5b). Indeed, the extracellular adsorption as well as the macrophage uptake of
PEG4000-coated nanocarriers were very higher (2 or 3-fold for nanospheres or
nanoreservoirs, respectively) than those of the corresponding PEG1500-decorated

nanosystems.
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In agreement with the CH50 test, the presence of PEG4000 chains on the surface of
particles had an important phagocytosis effect while the presence of PEG1500 moieties
significantly reduced the phagocytosis activity. The surface properties of particles also had a
great impact of macrophage internalization. Moghimi et al. [15] demonstrated that longer
PEG chains could accentuate the phagocytosis by macrophages. It is known that hydrophilic
and cationic surface modification can contribute to reduce phagocytosis [21, 26]. In our case,
the impact of this decrease is particularly important with Montanox 80 and PEG1500-
decorated particles, despite their negative charge. However, although PEG1500-coated
particles results in a lower capture by macrophage in comparison to PEG4000 chains, it
should be noted that the level of phagocytosis remains slightly higher for nanospheres as
well as nanoreservoirs stabilized by PEG1500 stearate as compared to the controls. Indeed,

the phagocytosis of some PEG-modified nanoparticles by macrophage cells via an opsonin-
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independent mechanism was described and was also implied in the recognition of long-chain

fatty esters [25].

On the other hand, TPH-1 cells viability was not significantly affected after 24 h incubation
with y-CD-C4o nanosuspensions. Indeed, less than 15 % cell death was observed for all
formulations, with respect to the untreated cells. These results point out the non-toxic
character of formulations used within the concentration used close to the administration used

in vivo.

3.5. Biodistribution

An in vivo study by fluorescence imaging was performed for a reliable evaluation of the
biodistribution of PEGylated nanoparticles. The incorporation of fluorescent tracers,
particularly near infra-red (NIR) organic dyes (optical longer wavelengths ranging from 650 to
900 nm) into the nanosystem was required. Indeed, biological tissues are relatively
transparent in this spectral region. Imaging in the NIR spectrum maximizes tissue penetration
and minimizes the autofluorescence of organs [27-31]. Consequently DiD dye (Asx = 643 nm

and A, = 669 nm) was used at the concentration of 3 nmol.mL™" in this investigation.

Here again, the loading with DiD dye, slightly increased the particle mean sizes, but did not
alter their zeta potential. As can be seen in the TEM image of negatively stained preparation
(Fig. 6), DiD-loaded y-CD-C, nanosphere suspensions containing PEG exhibited faceting
morphology as previously been shown and correlated to the presence of PEG chains on the
surface of particles [8].

Fig. 6. TEM images of negatively stained DiD-labeled y-CD-C,y nanoparticles surface-coated with
PEG1500 stearate (a), DMPE-PEG2000 (b) and PEG4000 stearate (c).

The dialysis experiments showed that DiD is not released from nanoparticles due to the very
lipophilic properties of carbocyanine dyes.
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Owing to their physicochemical stability at ambient conditions and in electrolyte medium,

DiD-loaded y-CD-C;, surface modified nanoparticles were used for the in vivo fate tracking.

After intravenous administration of 200 pyL of DiD-loaded nanosphere or nanoreservoir
suspensions to nude mice, fluorescence imaging was performed to visualize and compare
the biodistribution of these nanocarriers. Fluorescence imaging provides semi-quantitative
estimation of the bio-fate of nanoparticles such as the circulation times in mice as well as the
way and time of elimination [27]. Prior to injection of preparations, the whole-body of mice
was first scanned to determine the autofluorescence of organs (Fig. 7). Semi-quantification of
the fluorescence intensities in each organ after the injection of nanoparticulate preparations
was then correlated to their autofluorescence. Mice were filmed for 15 min following injection

in order to determine the first pass effects of each surface-modified nanoparticle.

uiui g

Wl 25931

Fig. 7. Fluorescence reflectance on mouse before (auto-fluorescence, 0 min) and 15 min after
intravenous injection of polysorbate 80 containing nanoreservoirs. Imaging on mouse back, left side,
right side and belly.

A fluorescence signal was detected in the liver and spleen very soon after the intravenous
injection of the nanoparticulate suspensions, but these particles present different
biodistribution profiles. All preparations containing PEG4000 (nanospheres and
nanoreservoirs) were quickly captured mainly by liver and spleen in the first minute following
injection. Fluorescence signal was found in the vascular system in animals administered with
the particles coated with PEG1500 and nanoreservoir systems containing PEG2000. This
signal vanished about 5 min after accumulating in the liver and spleen. For these
formulations (NR-PEG4000, NS-PEG4000, NR-PEG 1500, NS-PEG 1500 and NR-PEG2000),
no signal was observed in the blood stream from the fluorescence images taken 15 min after
the injection. Figure 8 represents the biodistribution of y-CD-C,, nanoparticles coated by

PEG2000 or Montanox 80 at various time intervals after the intravenous administration to
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NMRI nude mice. It appears that NR-PEG2000 totally accumulated mainly in the liver and
spleen from the first 15 min (Figure 8a). However, in the cases of PEG2000-decorated
nanospheres and polysorbate 80-containing nanoreservoirs, fluorescence signals were
observed in the vascular compartment at 15 min and even at 1 h post injection (Fig. 7, 8b
and 8c) suggesting that these particles circulate during a longer time in the blood stream.
The most interesting case is that of PEG2000-decorated nanospheres for which we observed
long-lasting blood fluorescence signal confirmed by plasma imaging 24 h after injection (Fig.
8d). Indeed, blood samples were taken by cardiac puncture at time 24 h and the
fluorescence was determined in the plasma, whole blood and red blood cells. This evaluation
showed that a certain amount of polysorbate 80-containing nanoreservoirs and particularly
PEG2000-coated nanospheres remained in the bloodstream 24 h after injection (Fig. 8d).
However, the fluorescence signal quantified in the plasma was twice more important for NS-
PEG2000 than NR-Montanox 80. This means that the use of PEG2000 increased the plasma
distribution kinetics of nanospheres within the first 15 min and maintained a higher plasma
level at 24 h in comparison to other formulations. This result constituted a significant
progress with respect to the those reported by Géze et al. who demonstrated, by using a
quantitative radiolabeling method, that non-decorated B-CD nanospheres were rapidly

cleared from bloodstream about 10 min following the intravenous injection to mice [14].
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However, it should be noted that a lot of these particles are rapidly captured by the liver and
spleen as shown by the images in Figure 8a-c with a massive accumulation in these organs
at 24 h (Fig. 8e). As fluorescence intensity decreases in blood, it was expected that a similar

increase would be observed in the organs containing phagocyte cells (liver and spleen).

Ex vivo examination of organs 24 h after the intravenous injection confirmed that the
nanoparticles accumulated in these organs which were strongly fluorescent (Fig. 8e). Indeed,
ex vivo studies provide more detailed information about the particles accumulation in the
different organs. These results confirm the nanoparticle accumulation in the MPS organs
such as liver and spleen as already observed in vivo. As shown in Figures 8e and 9, the
nanoparticles presented various tropisms depending on the nature of the nanosystem and
PEG length at the surface. While NS-PEG2000 and NS-PEG4000 presented a massive

accumulation of fluorescence mainly in the liver compared to the spleen, NR-Montanox80
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and NS-PEG1500 presented a high level of fluorescence in both organs. This difference may
be attributed to the molecular weight and PEG end-group. The predominant liver and spleen
uptakes were also reported by Géze et al. with non-decorated nanospheres containing '%I-
radiolabeled amphiphilic B-CD [14]. The fluorescence detected in the stomach (NS-
PEG4000, NS-PEG1500 and NR-Montanox 80) and/or kidney (especially NR-Montanox 80)
indicated that the concerning particles were degraded and excreted through feces and/or
urines. Generally, the presence of particles in the lungs results from particle agglomeration
caused by the adsorption of plasma proteins which is very slightly visible with PEG4000-
decorated nanospheres. The very low fluorescence detected in the lungs reflects a good in
vivo stability of the y-CD-C,, particles. The bladder, heart, ovaries, uterus, skin, brain,

muscle, fat and pancreas were also very slightly fluorescent 24 h after the injection.
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Fig. 9. Distribution of y-CD-C;, surface-decorated nanoparticles in the main organs 24 hours after
intravenous administration.

For all tested formulations, no fluorescence signal was observed in lymph nodes, excepted

the NS-PEG1500 formulation for which a slight signal was visible in the mesenteric.

This experiment unambiguously confirmed the results of the in vitro study. It demonstrated
the positive effect of PEG2000 and polysorbate 80 on the biodistribution of nanospheres and
nanoreservoirs, respectively. The coating by PEG2000 chains limited the complement
activation and the uptake by the resident phagocytes in the liver and particularly in the
spleen. Owing to the steric protection, the PEG chains reduced the adsorption of plasma
proteins onto the surface of the nanoparticles which occurred when particles were injected

into the blood stream. The effect of PEG chains on the vascular residence and biodistribution
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strongly depends on PEG chain lengths, the charge and density of PEG moieties on the
particle surfaces. As has been demonstrated in several literature studies, a molecular weight
of 2000 Da seems to be a limit below which the effect of steric repulsion does not play
correctly [31, 36, 40].

Despite a very significant reduction of in vitro plasma-complement activation, PEG1500
chains did not efficiently improve blood circulation properties, probably due to the occurrence
of macrophage uptake. However, a significant reduction of the uptake by macrophage cells
close to zero correlated with low complement protein consumption at the concentration used
in vivo (40 % of CH50 unit consumption) could explain the prolonged blood circulation time
observed with NR-Montanox 80. The uptake of polysorbate 80-coated nanoreservoirs by liver

may be mediated by the size-dependant uptake pathway via the complement systems.

Although PEGylation seems to induce a prolonged blood circulation of DMPE-PEG2000 and
polysorbate 80 particles, it does not prevent the liver uptake of these nanoparticles. The
blood residence time of nanoreservoirs containing polysorbate 80 was lower than DMPE-
PEG2000-coated nanospheres since the nanoreservoir system contained larger particles
with lower zeta potential value and displayed a higher level of protein adsorption in vitro than

the nanosphere formulation.

4. Conclusion

In the present work, surface-modified nanoparticles were prepared by co-nanoprecipitation of
bioesterified y-CD-C,, and amphiphilic PEGylated derivatives. The formulations were
evaluated in vitro as well as in vivo for their haemolytic and stealthy performance. We
demonstrated that decorating the surface of y-CD-C,, based nanospheres and
nanoreservoirs by DMPE-PEG2000 and polysorbate 80, respectively, provides good
protection against plasma proteins, improves the blood circulation of these nanoparticles
within the first 15 min and maintains a higher plasma level at 24 h, especially for PEG2000-
coated nanospheres. This work also provides further encouragement to investigate the co-
nanoprecipitation of amphiphilic CD molecular entities with PEO derivatives as interesting
way to prolong the blood circulation of bioesterified y-CD-C4o nanocarriers. These results
suggest that surface-decorated y-CD-C4o nanoparticles may further favor delivery of ART.
Taken together, these findings provide new perspectives for systemic administration of ART
in malaria therapeutic. The nanocarriers as well as ART plasma Kinetics studies are in

progress.
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Discussion générale

Ce travail de thése vise a développer une forme injectable d’ART pour la prise en
charge du paludisme grave. Plus spécifiquement, il s’agit de mettre au point des formes
vectorisées d’ART a travers son association a des suspensions colloidales de CDs

modifiées, cette approche devant permettre d’optimiser I'efficacité thérapeutique de I'ART.

Afin de répondre a cet objectif, les activités de recherche ont été réalisées en trois

étapes.

Un travail de pré-formulation visant a développer les méthodes analytiques de dosage
de 'ART et a déterminer les solubilités et la stabilité de 'ART dans différents milieux a été

réalisé dans un premier temps.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, les formulations de suspensions colloidales
de nanosphéres et de nanoréservoirs associant 'ART ont été entreprises. Pour ce faire, des
dérivés de CDs bioestérifiées et d’autres matériaux convenablement choisis, compatibles
avec l'administration parentérale, ont été mis en ceuvre, notamment certains dérivés
amphiphiles polyoxyéthylénés. Les nanosystémes chargés ou non d’ART ont été ensuite
caractérisés sur le plan physico-chimique, morphologique et structural. La lyodisponibilité de

'ART a partir des vecteurs colloidaux a également été évaluée.

Enfin, dans la troisieme partie, I'efficacité et la sécurité d’emploi des nouvelles formes
galéniques proposées ont été évaluées a travers des tests biologiques in vitro et in
vivo. Ainsi, des essais in vitro d’efficacité sur cultures de Plasmodium, de toxicité vis-a-vis
des érythrocytes et de comportement vis-a-vis du systéme des phagocytes mononucléés
(protéines du complément sérique et macrophages) ont été mis en ceuvre. La biodistribution
des nanovecteurs chez I'animal ainsi que le profil pharmacocinétique de I'ART associée ont

permis de compléter les études réalisées in vitro.

Tous les résultats obtenus sont résumés et discutés ci-aprés, en incluant des résultats

récents n’ayant pas encore fait I'objet de publication.
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1. Formulation et caractérisations physico-chimiques et pharmacotechniques des

systémes nanoparticulaires

La stratégie envisagée dans ce travail est basée sur I'élaboration de suspensions
colloidales de nanoparticules a base de cyclodextrines amphiphiles obtenues par voie de

synthése enzymatique.

Cette thématique s’inscrit dans la dynamique de recherche de 'Equipe Nanoparticules
et Vectorisation (ENANOV)/Département de Pharmacochimie Moléculaire de I'UFR de
Pharmacie/Université de Grenoble 1. Un article de revue bibliographique présenté dans la

premiére partie de ce manuscrit décrit I'historique du travail déja réalisé sur ce sujet.

Dans le cadre de notre travail, ce sont des esters d’acide gras (longueur de chaine Cy)
et d’'a-, B- et y-CD, modifiées sur la face secondaire, qui ont été mis en ceuvre. Les CDs
modifiées sont synthétisées au laboratoire par transestérification de la CD en présence de
décanoate de vinyle. La réaction est catalysée par une métallo-enzyme, la thermolysine
immobilisée sur célite. Nous avons utilisé cette voie de synthése biocatalysée car elle est
simple et conduit a des rendements quantitativement élevés. Egalement, les principaux
paramétres de synthése, actuellement mieux maitrisés dans notre équipe, permettent entre
autres d’obtenir des produits de pureté convenable (Choisnard et al. 2006, 2007, 2011). La

technique de synthése par voie enzymatique est décrite en annexe 5.

Les dérivés ainsi obtenus ont démontré une capacité d’auto-organisation sous la forme
de structures nanométriques dans les conditions standard de nanoprécipitation (Choisnard et
al. 2007, Géze et al. 2009).

Outre la vérification de la capacité des dérivés a générer des particules
submicroniques, nous avons cherché a corréler la capacité d’auto-association aux propriétés

physico-chimiques des dérivés de cyclodextrines.

Dans ce cadre, une caractérisation plus fine des produits biosynthétisés a été conduite.
En particulier, une méthode analytique a partir des données de CLHP, de RMN et de
spectrométrie de masse en mode MALDI-TOF a été développée et validée (Choisnard et al.
2011). Cette approche analytique permet une lecture directe des proportions relatives des
espéces de degré de substitution différent au sein d’'un méme produit. Ces données donnent
accés a des caractéristiques telles que le taux de substitution moyen, la masse molaire
moyenne, la polydispersité des espéces dans d’échantillon et la valeur de HLB moyen. La
méthode CLHP permet également d’accéder au pourcentage de conversion du décanoate

de vinyle et donc d’apprécier I'efficacité de la synthése (Choisnard et al. 2011).
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Cette approche analytique est appliquée sur les dérivés de CD bioestérifiées mis en
ceuvre dans le cadre de ce travail de thése. Le tableau | résume les principales
caractéristiques des produits synthétisés.

Tableau | : Caractéristiques des dérivés de CD bioestérifiées.

Produits % de conversion du Taux de substitution = Mw moyenne des esters
synthétisés décanoate de vinyle moyen/CD de CD en g.mol'1
(IC) (IC) (IC)

a-CD-Cyq 97,8 4,4 1652,8
(97,25-98,31) (4,39-4,44) (1649,1-1656,5)

B-CD-Cyo 96,6 7.6 2314,3
(95,67-98,65) (6,54-8,22) (2065,9-2663,2)

y-CD-C1g 66,5 9,2 2713,9
(49.28-83,8) (6,81-11,59) (2346,4-3081,3)

IC = Intervalle de Confiance, CD = Cyclodextrine

Le spectre de masse MALDI-TOF du dérivé y-CD-C, est illustré dans la figure 1. Ce
dérivé présente des espéces de degré de substitution variant de 6 a 11 avec le signal le plus
intense attribué aux espéces a 8 acylations.
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Figure 1 : Spectre de masse MALDI-TOF du dérivé y-CD-C,,. Les nombres au-dessus des pics
indiquent les valeurs m/z + Na*. Les pics sont séparés les uns des autres par une unité de masse
(154 g.mol™") correspondant & la masse molaire d’'une chaine décanoate. Pour chaque valeur m/z, le
nombre de chaines greffées correspondant est indiqué en caractére foncé.

Les dérivés B-CD-Cqo et a-CD-C,y synthétisés présentent des taux de substitution
variables de 4 a 8 et de 2 a 6 acylations, respectivement.

114



Discussion générale

Le procédé de nanoprécipitation ou déplacement de solvant a été mis en ceuvre pour
élaborer les nanosystémes a base de dérivés a-, B et y-CD-C4o. Ce procédé est retenu pour
sa mise en ceuvre aisée, mais également du fait que sa transposition a I'échelle industrielle
est tout a fait envisageable (Fessi et al. 1986, 1989, Vauthier et al. 2009). Par ailleurs, la
nanoprécipitation qui est largement appliquée a de nombreux matériaux a linstar des
polymeéres, fait appel a des solvants organiques miscibles a I'eau, a faible potentiel toxique
(solvant de classe lll). L’acétone et I'éthanol sont les deux solvants les plus couramment
utilisés (Wehrle et al. 1995). Un schéma descriptif de la technique de nanoprécipitation est

présenté figure 2.

Solution organique de
cyclodextrine amphiphile

[+]

% Phase agueuse |
Nanoprécipitation

Elimination du solvant organique
sous pression réduite

Filtration

Figure 2 : Schéma de la technique de nanoprécipitation.

Selon les conditions expérimentales de nanoprécipitation, les dérivés des séries a-CD-
C10, B-CD-C4y et y-CD-C4o donnent lieu a la formation des deux principales architectures

supramoléculaires que sont les nanosphéres et les nanoréservoirs.

Concernant les structures nanosphéres, l'influence de la nature de la CD (a, B ou vy) et

de la concentration initiale en CD a d’abord été examinée. Deux types de formulations,
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préparées avec des concentrations de CD dans la phase organique de 1 ou de 2 mg/mL ont
été réalisés et comparés. Le tableau Il montre que la nature du dérivé de CD mis en ceuvre
(a-, B- ou y-CD-C4y) influence de maniére significative les caractéristiques granulométriques
des nanoparticules. Les tailles moyennes mesurées par diffusion quasi-élastique de la
lumiére varient entre 85 et 110 nm. Les plus grandes tailles sont obtenues pour les dérivés
a-CD-C4o. En revanche, la concentration de CD dans la phase organique n’a pas d’effet

significatif sur la taille des particules.

Tableau Il : caractéristiques des nanosphéres blanches (sans ART) préparées avec deux lots de
synthése différents de dérivés de a-, B- et y-CD-Cyg

Type d’ester de CD a-CD-Cyy B-CD-C;, y-CD-C1o

Lot de synthése A B A B A B
Formulation | = 1mg CD/mL d’acétone

diametre moyen (nm, n=3) 10948 10614 1003 9849 8715 8518

IP moyen (n=3) 0,14 0,18 0.06 0.06 0,06 0,04
Formulation Il =2 mg CD/mL d’acétone

Diamétre moyen (nm, n=3) 1107  109+3 102+6 10416 89+4 8815

IP moyen (n=3) 0,08 0,1 0.06 0.04 0,04 0,09

IP = Indice de Polydispersité (population jugée homogéne pour IP < 0,25), SD= déviation standard

Les structures nanoréservoirs présentent un cceur liquide lipophile entouré d’une
couronne de CD modifiées généralement associées a des molécules tensioactives
stabilisantes (Fessi et al. 1986, Skiba et al. 1992, Memisoglu et al. 2002, Géze et al. 2009).
Dans ces systémes, le principe actif associé sera majoritairement contenu dans la phase
lipophile interne. Le choix de la nature de la phase lipophile est étroitement lié a sa capacité
a solubiliser le maximum de principe actif. Des études préliminaires de solubilité de 'ART
dans différentes phases lipophiles (détaillées en annexe 2) ont orienté notre choix vers
l'utilisation du benzoate de benzyle. En effet, les résultats issus de ces études montrent que
'ART est environ quatre fois plus soluble a 25 € dans le benzoate de benzyle (83,30
mg/mL) que dans les triglycérides & chaines moyennes comme le Miglyol® 812 N (23,10
mg/mL). De plus, les résultats de I'étude de stabilité montrent que I'ART est chimiquement
stable dans le benzoate de benzyle a la température ambiante et a 4C pendant au moins
soixante jours (cf annexe 3). Nous avons montré que les suspensions de type nanoréservoir
CD/benzoate de benzyle/ART peuvent étre conservées indifféremment a la température
ambiante ou au réfrigérateur, pendant un mois au moins, sans risque majeur de dégradation

du principe actif.

Aprés le choix de la phase lipophile interne, nous nous sommes intéressés dans un
premier temps a l'influence de la nature du couple de tensioactif lipophile/hydrophile utilisée,

sur les caractéristiques granulométriques et la stabilité colloidale des nanoréservoirs. Les
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couples de tensioactifs lipophile/hydrophile testés sont : Montane® 80/ Montanox® 80,
Montane® 80/ Solutol® HS15 (mélange de polyéthyléne glycol 660 et de 12-hydroxystéarate
de polyéthyléne glycol 660), lécithine de soja/ Montanox® 80 et lécithine de soja/ Solutol®
HS15. Toutes ces molécules amphiphiles sont bien connues pour leur utilisation dans les
préparations de structures nanoréservoirs (Heurtault et al. 2002, Weisse et al. 2009). Pour
cette étude, nous avons utilisé une formulation conventionnelle décrite par ailleurs (Géze et
al. 2009).

Les résultats obtenus montrent que tous les couples de tensioactifs permettent
I'obtention de nanoparticules de tailles comprises entre 120 et 180 nm. Les tailles d’environ
120 nm, sont obtenues avec les formulations utilisant le solutol® HS15 comme tensioactif
hydrophile. Cependant, la dispersion des particules dans ces suspensions n’est pas
homogéne (IP > 0,25). En revanche, les particules de 180 nm obtenues avec le couple de
tensioactif Montane® 80/ Montanox® 80 (80 mg/80 mg) apparaissent plus homogénes (IP <
0,25).

La lécithine de soja, peu soluble a température ambiante dans I'acétone, requiert
I'utilisation d’éthanol lors des études de nanoprécipitation. Dans les autres formulations,
l'acétone est utilisée comme solvant organique. Une autre étude réalisée avec le couple
Montane® 80/ Montanox® 80, montre que les particules obtenues sont plus petites et plus
homogénes lorsque I'acétone est utilisée comme solvant, comparées a celles obtenues en

présence d’éthanol.

Par la suite, I'effet de I'augmentation de la quantité de phase lipophile interne des
nanoréservoirs (de 200 a 400 pL) a été évalué en mettant en ceuvre le couple Montane® 80/
Montanox® 80. Les caractéristiques des particules obtenues permettent de conclure que
l'utilisation d’une plus grande quantité de benzoate de benzyle (400 uL) entraine une
augmentation de la taille des particules qui passent de 180 a 250 nm environ, qui restent
toutefois homogénes (IP = 0,17). Aprés une semaine de conservation a la température

ambiante, un dépét de particules est cependant observé.

Enfin, dans le but d’affiner les quantités des différents constituants de la formulation,
l'effet de la diminution des quantités de tensioactifs a été évalué afin d’obtenir des
concentrations en polysorbate 80 compatibles avec I'administration parentérale. En effet,
Memisoglu et al. (2006) ont démontré que la cytotoxicité des nanoparticules de CDs
amphiphiles augmente avec la concentration de tensioactif utilisée. Ces auteurs ont par
ailleurs mis en évidence que I'utilisation des tensioactifs a des concentrations d’environ 0,1
% (m/v) n’entraine pas d’effet cytotoxique des formulations nanoparticulaires a base de CD

modifiées (Memisoglu et al. 2006). Les variations du rapport tensioactif lipophile/tensioactif
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hydrophile (1/1, 1/2 ou 2/1), ou du rapport de solvant organique/solution aqueuse (1/1ou 1/2)
ont été également prises en compte dans cette évaluation. La taille et la stabilité des
suspensions correspondantes ont été évaluées et comparées. Ces expériences ont montré
qu’il était possible d’obtenir des suspensions de nanoréservoirs (taille d’environ 200 nm)
physiquement stables en diminuant la quantité de tensioactif et en augmentant la quantité de

CD mise en ceuvre (cf Tableau 2 Yaméogo et al. 2012).

Il est vraisemblable que le type de particules, nanosphére ou nanoréservoir, ainsi que
la composition qualitative et quantitative des formulations conduisent a des systémes auto-
organisés de structures internes variables. La connaissance de ces structures est importante
a plusieurs points de vue. Sur le plan strictement fondamental, il peut étre intéressant de
comprendre les mécanismes d’auto-association de ces CDs bioestérifiées. Du point de vue
de l'application de ces systémes comme transporteurs de substances actives, la résolution
des structures est encore plus pertinente. Elle permet en effet de comprendre le type
d’interaction et la localisation des molécules actives dans les nanosystémes et
éventuellement, le mécanisme de leur relargage. Par ailleurs, les informations sur
l'ultrastructure des particules peuvent étre corrélées a certaines propriétés physico-

chimiques telles que la stabilité.

C’est dans ce contexte que des techniques pointues et complémentaires ont été mises
en ceuvre pour caractériser les nanosystémes tant sur le plan morphologique que structural.
Ces études qui sont déja bien avancées se poursuivent. Les techniques utilisées sont
essentiellement la microscopie électronique a transmission (MET) aprés coloration négative,
la cryo-MET, la diffusion des rayons X (DRX) aux petits et grands angles (SAXS et WAXS).

Les résultats de MET apres coloration négative font apparaitre dans le cas des
structures type sphére une variété de morphologies. Les dérivés a-CD-C4, conduisent a des
nano-objets en forme de tonneau (Figure 3a). Cette observation est a corréler a la plus
grande taille des objets obtenus en diffusion quasi-élastique de la lumiére. Les particules de
B-CD-C4o sont soit sphériques, soit polygonales (Figure 3b). Le dérivé y-CD-C4, s’auto-

organise généralement en objets submicroniques de forme sphéroidale (Figure 3c).

Figure 3 : Images de MET aprés coloration négative de nanospheres de a-CD-C4q (a),
B-CD-C1g (b) et y-CD-Cyj (C).
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Les caractérisations réalisées en DRX ont révélé une variété d’organisations internes
des nanoparticules en fonction des dérivés de CD. A ce stade des études réalisées,
laccumulation des données complémentaires cryo-MET/DRX permet de dégager des
tendances au niveau structural. IL est notamment possible de constater une évolution de la
morphologie et de l'ultrastructure des particules de -CD-C,, avec le taux de substitution du
dérivé (Choisnard et al. 2011). En effet, les faibles taux de substitution ménent a I'obtention
de particules sphériques de structure lamellaire tandis que les taux plus élevés conduisent a
une forme d’objet en tonneau associée a une structure hexagonale colonnaire (Figure 4). Le

changement de morphologie semble s’opérer a un degré de substitution moyen de 5.
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Figure 4 : Images de MET aprés coloration négative (a) et profils SAXS (b) de nanoparticules de [3-
CD-Cyo avec des taux de substitution différents (3,8 ; 5,3 et 6,6). Les fléches sur les profils SAXS
indiquent les principaux pics de diffraction.

Les nanosphéres d’a-CD-Ci, présentent a linstar des [B-CD-Cs, une structure
hexagonale. En ce qui concerne les particules de y-CD-C,, différents spectres DRX ont été
observés. Lorsque (rarement) trois anneaux sont observés, la structure est hexagonale. Plus
souvent, les spectres présentent deux anneaux fins ou bien un anneau fin et I'autre diffus. Le
rapport des diameétres (environ 1,15) n'a pas encore permis d'identifier la structure des
particules de y-CD-C;o. Les études couplées cryo-MET/DRX se poursuivent dans le but de

déterminer I'organisation moléculaire au sein des nanoparticules encore non élucidée.

Enfin, les expériences de DRX a haute température ont mis en évidence la trés bonne
stabilité thermique des nanoparticules. Des capillaires scellés contenant les suspensions de
nanoparticules, chauffés a des températures supérieures a 100C, ont permis d'observer
plusieurs transitions structurales. Ces transitions sont généralement réversibles si la

température ne dépasse pas 130T et irréversible au-dela de cette température (Poster
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XI1°™ Journées du Club Francais des Cyclodextrines, décembre 2009). Cette bonne stabilité
thermique est intéressante au regard d’'une potentielle stérilisation par la chaleur, des

suspensions de nanoparticules.

Concernant les systéemes nanoréservoirs, les images MET aprés coloration négative
des suspensions montrent que les particules se déforment puis coalescent durant le
séchage. La technique de coloration négative ne permet donc pas une détermination aisée
de la morphologie des nanoréservoirs. En revanche, les images obtenus par cryo-MET

montrent des particules individualisées et sphériques (cf Figure 7 Yaméogo et al. 2012).

Il est & noter que I'examen des structures nanoréservoirs en DRX n’a pas mis en

évidence d’'images de diffraction.

Les études de l'ultrastructure des nanosystémes sont longues et complexes. Les

travaux entrepris se poursuivent et feront I'objet de publication ultérieure.

L’ensemble des ces premiers résultats nous ont permis de démontrer la capacité
d’auto-assemblage des CDs bioestérifiées (a-, et y-CD-Co) sous la forme de nanosphéres
et de nanoréservoirs. Nous avons étudié un certain nombre de paramétres de formulation,
permettant d’aboutir a des particules stables et de différents diamétres hydrodynamiques.

Nous avons également progresse dans la connaissance de l'ultrastructure des systémes.

Fort de ces avancées, nous avons envisage la suite du travail sur 'optimisation de
l'association de I'ART aux nanoparticules. Les paramétres étudiés sont notamment la
concentration initiale en principe actif et en CD, la nature du dérivé amphiphile de CD (taille

de cavité de l'oligosaccharide) et la présence ou non d’agent stabilisant.

Le taux et le rendement d’association de 'ART aux nanosystémes sont évalués par
une méthode de dosage CLHP-UV, adaptée de celle décrite par Zhao (1987) (cf annexe 1).

Une étude préliminaire a montré que la prise en charge de 'ART est plus élevée avec
les formulations de nanosphéres mettant en jeu une concentration initiale de y-CD-C4o de 2
mg/mL (cf Tableau 1 Yaméogo et al. 2012). Par la suite, nous avons essentiellement travaillé

sur 'optimisation de I'association de 'ART aux particules de y-CD-Cq.

Le ratio molaire ART/y-CD-C4ode r = 1/1, s’est avéré compatible avec la formulation de
suspensions colloidales stables (en I'absence de tensioactifs) sur une période de plusieurs
semaines. Au-dela de ce ratio molaire optimal, les études d’association mettant en en jeu
des ratios r > 1, se sont traduites a terme par une désorption d’'une partie de 'ART

initialement associée aux particules.
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Des suspensions dosées a 0,3 mg/mL d’ART correspondant a un rendement
d’association élevé (95 %) ont été préparées. L'ensemble de ces résultats conduit a
emmeétre I'hypothése selon laquelle 'ART est fixée sur des sites spécifiques au sein de la

nanostructure de y-CD-Cy,.

En ce qui concerne les systémes réservoirs, les suspensions sont stabilisées par la
mise en ceuvre du couple d’agents tensioactifs Montane® 80/ Montanox® 80. Les travaux de
formulation ont permis d’obtenir des suspensions colloidales fortement concentrées en ART
(1,3 a 1,7 mg/mL) tout en réduisant les quantités de tensioactifs dans le milieu (0,15 % m/v
Montanox® 80 et 0,15 % m/v Montane® 80) (cf Tableau 2 Yaméogo et al. 2012). La solubilité
élevée de 'ART dans le benzoate de benzyle (83 mg/mL) et la valeur de log P de (2,8),
déterminées expérimentalement (annexes 2 et 4), sont en faveur d’'une bonne prise en
charge du principe actif au sein de la phase interne des nanoréservoirs (95 % de rendement

d’association).

Pour tous ces systémes nanosphéres et nanoréservoirs, les images MET aprés
coloration négative et/ou de cryo-MET ont montré que l'incorporation de 'ART semble ne
pas avoir d’influence sur la morphologie des particules. Les études en DRX sont en cours
afin d’évaluer linfluence de la présence du principe actif sur [l'ultrastructure des
nanoparticules. De méme, des expériences a température élevée sont prévues afin de
déterminer si les transitions structurales réversibles observées a 100 et 130T n’entraineront

pas une désorption de principe actif.
Elaboration de nanoparticules furtives

Le site d’action privilégié des nanovecteurs formulés est le sang. Par ailleurs, Géze et
al. (2007) ont montré que les nanosphéres de B-CD-Cg¢ présentaient un fort tropisme
hépatosplénique. Ces observations conduisent donc a rendre furtive les nanoparticules afin
de prolonger leur résidence vasculaire. La furtivité est conférée par une décoration
surfacique des nanoparticules par des dérivés de polyéthylene glycol (PEG). Cette
décoration a un double objectif : hydrophiliser la surface des particules et créer une barriére
stérique pour empécher les opsonines de s’adsorber sur les particules. Ici, 'approche que
nous avons initiée s’appuie sur le concept de co-nano-assemblage de la y-CD-C4q avec des

dérivés amphiphiles commerciaux de PEG, dans les conditions de nanoprécipitation.

Les résultats obtenus avec la y-CD-C,, en présence d’esters de PEG et d’acides gras
(stéarate de PEG1500 ou stéarate de PEG4000) et de conjugué phospholipide-PEG (DMPE-
mPEG2000) montrent que les deux types de dérivés amphiphiles s’organisent ensemble

sous la forme de suspensions colloidales stables en milieu aqueux sur plusieurs semaines.
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Les dérivés de PEG testés se distinguent par la longueur de la chaine de PEG et la nature
du groupe hydrophobe. L’ancrage de I'amphiphile PEGgylé au sein de la nanostructure est
favorisé par les interactions entre les portions aliphatiques de chaque constituant. L’ajout
d’électrolyte (NaCl a 0.9 %) dans le milieu ne perturbe pas la stabilité des suspensions,
suggérant une orientation vers I'extérieur de la couronne de PEG qui crée une barriere
hydrophile et stérique a la floculation, classiquement rencontrée dans ces conditions
(Heurtault et al. 2003a, 2003b). Une représentation schématique des structures PEGylées
est proposée a la figure 5.

Portion aliphatique

\
VAV

<D C10 Tensioactif Chaine de PEG
y-

Artémisinine Dérivé amphiphile de PEG

a) Nanosphére PEGylée renfermant I'ART

b) Nanoréservoir PEGylé renfermant I'ART

NR Phase lipophile de BB

Figure 5 : Représentation schématique des nanostructures de y-CD-C,,décorées en surface par
des dérivés amphiphiles de PEG (Yaméogo et al. 2012).

Les mesures de tailles et de potentiel zéta (augmentation de la taille des
nanoparticules et réduction de la valeur de la charge de surface) suggérent que le PEG est
présent a la surface des particules. Cette couronne hydrophile, qui protége les particules de
la floculation par répulsion stérique, est susceptible de leur conférer une certaine furtivité
(Moghimi et al. 2001, Béduneau et al. 2006, Huynh et al. 2010). Outre le caractére
potentiellement furtif et la stabilité physique conférée par la couronne d’amphiphiles

PEGylés, on observe une amélioration sensible de I'association de 'ART aux particules (0,5
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mg/mL contre 0,3 mg/mL sur les particules non décorées). Par ailleurs, la couronne PEGylée
est susceptible de protéger de la désorption de 'ART associée a la surface des particules.
Le ratio molaire CD/dérivé de PEG ayant conduit aux résultats les plus satisfaisants est 4/1.
Dans le cas des nanoréservoirs, 'ART présente une grande affinité avec la phase interne, le
benzoate de benzyle. De ce fait, le dosage de I'ART dans les nanoréservoirs
indépendamment de la nature du dérivé PEGylé utilisé, est supérieur a celui des
nanospheres (1,6 mg/mL contre 0,5 mg/mL). Pour la stabilisation et la furtivité¢ des

nanoréservoirs le ratio molaire CD/dérivé de PEG de 8/3.

Ces nanovecteurs obtenus par co-nano-assemblage ont également fait I'objet de
caractérisations morphologiques. Les images de MET aprés coloration négative montrent
que les systémes nanospheéres de y-CD-C, stabilisés par les dérivés polyoxyéthylénés sont
facettés alors que les particules ne contenant pas d’agent stabilisant ne le sont pas. Cette
observation pourrait s’expliquer par I'organisation des chaines de PEG qui, en fonction de
leur densité, forment une couche plus ou moins rigide a la surface des particules. Dans le
cas des formes nanoréservoirs, la déformation et la coalescence observées avec les
formulations non PEGylées, sont moins marquées lorsque ces formulations contiennent des
chaines de PEG en surface. Ces dernieres conférent donc une certaine rigidité aux

particules.

Les profils de libération de 'ART in vitro ont été examinés suivant une méthode
appropriée adaptée aux systémes nanoparticulaires (méthode de dilution-centrifugation)
(Polato et al. 1994, Lemos-Sena et al. 1996). Les conditions de I'essai ont été fixées en
fonction des concentrations a saturation de 'ART dans les milieux de libération, déterminées

expérimentalement (cf. annexe 2).

Les expériences menées a 37T dans l'eau distillée et dans le tampon phosphate
sodique pH 7,4 donnent lieu a des profils de libération similaires (Figure 6). Les suspensions
de nanosphéres ne contenant pas d’agent stabilisant n’ont pas été évaluées dans le PBS du

fait de leur instabilité dans ce milieu (floculation).

L’ART associée est libérée des nanoréservoirs en quatre jours alors qu'une période de
onze jours est nécessaire dans le cas des nanospheéres. Il est a noter qu’une premiére phase
de libération massive est observée au bout d’'une heure, soit 32 et 50 % de 'ART pour les
nanoréservoirs et les nanosphéres, respectivement. Au temps T = quatre jours, la totalité de
FART (100 %) est libérée des nanoréservoirs. Dans la méme période de temps, les

nanospheéres retiennent encore 20 % de leur charge initiale.
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La cinétique de libération plus ralentie obtenue avec les nanosphéres présage d’'une
extraction séquentielle plus longue de '’ART : libération rapide de 'ART surfacique, suivie de
la fraction de principe actif dispersée dans la nanostructure et finalement de celle
interagissant probablement plus fortement avec la cavité de la y-CD. Cette derniere
éventualité est confortée par les travaux de Wong et al. (2003), qui rapportent la formation
de complexes entre I'ART et la y-CD. Il est donc possible d’émettre I'hypothése de
I'existence de sites de fixation spécifiques de 'ART permettant de moduler sa libération a
partir de la nanostructure. Des cinétiques de libération séquentielle avaient été également
obtenues avec le diazépam associé a la y-CD-C4, (Géze et al. 2009). Ces hypothéses de
localisation du principe actif dans la nanostructure restent a confirmer par des études

supplémentaires.

En ce qui concerne la libération de 'ART a partir des structures nanoréservoirs, celle-ci
semble principalement gouvernée par le coefficient de partage du principe actif entre la

phase lipophile interne des particules et le milieu extérieur aqueux.

Il est intéressant de noter également que les profils de libération in vitro de 'ART a
partir des différents types de nanovéhicules PEGylés ne sont pas impactés de maniére
significative par la présence de la couronne hydrophile et ce quelque soit le type de dérivé
PEGylé mis en ceuvre. Il semble que le faible ratio molaire de stéarate de PEG ou de DMPE-

PEG2000/y-CD-C1o ne perturbe pas la diffusion du principe actif a partir des nanostructures.

Pour une bonne prise en charge du paludisme, les formulations doivent permettre
'obtention de concentrations plasmatiques efficaces d’ART (au dela de la concentration
minimale inhibitrice). Il est également important de maintenir cette concentration efficace sur
une longue période, en relation au cycle parasitaire, afin d’assurer I'élimination des parasites
présents de le sang. Le profil de libération multiphasique caractéristique de nanoparticules
devrait permettre de répondre aux exigences thérapeutiques des crises de paludisme
sévere. La libération initiale massive (burst-effet) assurerait la dose de charge et la phase de
libération plus tardive maintiendrait des taux sanguins en principe actif sur une période plus
ou moins importante. Cela devrait permettre en outre de réduire les fréquences et le nombre

d’injections journalier et donc d’améliorer le confort des patients.
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Figure 6 : Profils de libération in vitro a 37C de 'ART a partir des nano- systemes réservoirs et
sphéres (a) dans I'eau distillée et (b) dans le tampon phosphate sodique pH 7,4.

Sur la base des caractéristiques pharmacotechniques, nous pouvons dire que les

formulations nanoparticulaires d’ART développées pourront permettre de répondre au besoin

thérapeutique du paludisme. Encore faut-il démontrer le maintien de I'activité de 'ART aprés

sa mise en forme et vérifier le caractére furtif des nanovéhicules.
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2. Evaluations biologiques des systémes nanoparticulaires

A lissue du travail de formulation, plusieurs types de suspensions aqueuses
colloidales a base de y-CD-C, bioestérifiees associant 'ART ont été retenus en vue de leur

évaluation biologique in vitro et in vivo.

Les différents tests comparatifs mis en ceuvre sont les suivants :

- essai d’'activité antiplasmodiale in vitro,

- testin vitro d’hémolyse,

- testin vitro d’activation des protéines du complément sérique,
- test in vitro de capture par les cellules de macrophage,

- testin vivo de biodistribution des nanovecteurs,

- test in vivo de profil pharmacocinétique de I'ART.

Afin de mesurer le potentiel d’efficacité de 'ART associée aux nanostructures, nous
avons évalué in vitro I'activité antiplasmodiale de trois formulations. Il s’agit des nanosphéres
y-CD-Co/stéarate de PEG4000, de nanoréservoirs conventionnels stabilisés avec le
Montanox® 80 et de nanoréservoirs stabilisés en présence de stéarate de PEG4000. Des
suspensions colloidales blanches correspondantes ont été également testées. Les
nanosphéres formulées sans agent stabilisant ne se sont pas révélées suffisamment stables
dans le milieu de culture pour étre retenues dans cette étude. Quatre principes actifs
antipaludiques (artémisinine, dihydroartémisinine, chlorhydrate de quinine, diphosphate de
chloroquine) solubilisés dans des solvants appropriés sont utilisés comme substances de

référence.

Cette étude a été menée en collaboration avec Dr Sirima Sodiomon au Centre National

de Recherche et de Formation sur le Paludisme (CNRFP), Ouagadougou, Burkina Faso.

L'activité antiplasmodiale est évaluée sur deux souches de laboratoire de P.
falciparum, de sensibilité différente a la chloroquine in vitro, a savoir la souche K1
chloroquino-résistante et la souche 3D7 chloroquino-sensible. Le seuil de résistance d’une

souche a la chloroquine est de 100 nM.

La technique du Plasmodium lactate déshydrogénase (p-LDH) est utilisée pour évaluer
le taux de croissance des parasites. Cette méthode colorimétrique de détermination de la
sensibilité in vitro du P. falciparum aux antipaludiques est basée sur la détection de la LDH
spécifique de P. falciparum (p-LDH) (Makler et al. 1998). Concrétement, il s’agit de mesurer

l'inhibition de la croissance des parasites en culture en présence de diverses concentrations
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de molécules actives. L’activité antiplasmodiale des suspensions colloidales ou des

molécules de référence est mesurée aprés 72 heures d’incubation a 37<C.

Les concentrations d’ART des nanoparticules capables d’inhiber 50 % de croissance
du parasite (Clsg) calculées avec les mesures de densités optiques sont satisfaisantes
(Figure 12 de la publication de résultats n®). En effet, toutes les formulations chargées
d’ART sont actives in vitro sur les souches chloroquino-résistantes (K1) et les souches
chloroquino-sensibles (3D7) de P. falciparum. Les Clsy de l'ordre de 3 a 6 ng/mL sont
comparables a celles d’une solution d’ART (solubilisée dans le méthanol en quantité non
toxique) déterminée dans les mémes conditions, soit 3 a 5 ng/mL. Par ailleurs aucune
inhibition significative de la croissance parasitaire n’a été observée lorsque les deux souches
sont incubées avec des nanoparticules blanches. Cette observation confirme que l'activité
mesurée est attribuée a 'ART contenue dans les particules. Les faibles valeurs de Clg
obtenues indiquent que I'ART associée aux nanostructures de y-CD-C,, conserve son
activité antiplasmodiale. Ce résultat augure de la potentialité thérapeutique des

nanosystémes aprées leur administration par voie parentérale.

Afin de vérifier que la couronne hydrophile créée autour des nanoparticules par les
dérivés de PEG était suffisante pour induire leur furtivité, les propriétés d’activation des
protéines du complément plasmatique et de capture par les macrophages des différentes
suspensions colloidales ont été mesurées et comparées. Ces tests in vitro sont utilisés
comme éléments de prédiction du comportement des nanoparticules exposées au systéme
des phagocytes mononuclées (SPM) (Passirani et al. 1998, Mosqueira et al. 2001,
Béduneau et al. 2006).

Ces études ont été réalisées en collaboration avec Professeur Catherine Passirani au

sein de l'unité Inserm U 646 de I'Université d’Angers.

Une évaluation de l'activité hémolytique intrinséque des nanosystémes a été réalisée
en méme temps que le test d’activation du complément par détermination de I'hémolyse

provoquée par les particules elles-mémes sans intervention des protéines du complément.

Nous observons que I'effet hémolytique (pourcentage d’hémolyse) est proportionnel a
la concentration des suspensions colloidales. Toutefois, les formulations de nanoparticules
de y-CD-C;o décorées ou non en surface par les dérivés de PEG utilisés, chargées ou non
d’ART, ont montré une trés faible toxicité vis-a-vis des érythrocytes de mouton. En effet, ces

particules a la concentration de 600 cm?mL de surface développée, causent moins de 10 %
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d’hémolyse. Les trés faibles pourcentages d’hémolyse (< 2 %) sont observés avec les
systemes de type sphére. Les systémes type réservoir présentent des profils d’hémolyse
plus élevés certainement en raison de la présence de quantités de tensioactifs plus élevées
dans la formulation. Cependant, les concentrations en particules utilisées dans les milieux
d’épreuve sont trés élevées. L'effet de dilution in vivo aprés administration intraveineuse,
minimiserait considérablement cette activité hémolytique observée in vitro. Nous avons
également observé que l'incorporation de 'ART au sein de ces nanostructures se traduit par
une faible diminution des pourcentages d’hémolyse. Ces résultats augurent de la sécurité
d’emploi des nanosystémes proposés et permettent d’envisager leur administration par voie

parentérale.

Afin d’étudier les interactions des protéines du complément avec les nanovecteurs de
v-CD-C4o, nous avons réalisé un dosage cinétique de la capacité hémolytique résiduelle
(CH50) du systéme du complément aprés contact avec des concentrations croissantes de
suspensions colloidales. Les systémes nanosphéres et nanoréservoirs sans ART stabilisés
ou non avec différents dérivés amphiphiles polyoxyéthylénés (polysorbate 80, stéarate de
PEG1500, stéarate de PEG4000 et DMPE-mPEG2000) ont été d’abord testés. La bonne
stabilité des nanosystémes (vérifiée par des essais de dilution) dans le milieu d’incubation
utilisé est préalablement établie avant la réalisation du test. Les suspensions de
nanospheres non PEGylées sont quand a elles stabilisées par addition d’environ 0,01 % de
polysorbate 80 dans le milieu afin d’éviter 'agrégation des particules, pouvant entrainer une
augmentation d’activation du complément. Des nanoparticules de PMMA (Polyméthacrylate
de méthyle), connues pour leur pouvoir d’activation du complément, sont utilisées comme
témoin positif. La préparation et la conservation des lots de particules sont faites dans des
conditions de propreté microbiologique suffisante afin d’éviter une activation du complément
par d’éventuels contaminants. Le principe de ce test est décrit dans la publication de

résultats n?2.

Les réponses obtenues sont exprimées en pourcentage de consommation d’unités
CH50 en fonction de la surface croissante des nanoparticules, calculée a partir de leur
concentration et de leur masse volumique. Afin d’accéder a cette derniére et donc a la
surface spécifique des particules, nous avons développé une méthode de mesure de masse

volumique de particules par ultracentrifugation en gradient de densité de Percoll®.

Comme attendu, nous observons que la consommation des protéines du complément

sérique par les nanoparticules est proportionnelle a la surface spécifique particules. En effet,
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pour une formulation donnée, I'adsorption des protéines du complément est plus importante

lorsque la surface totale développée par les particules est élevée.

Des différences significatives de profils d’activation du complément par les
nanovecteurs de y-CD-C,, en fonction d’une part de la taille des particules et d’autre part de
la nature du dérivé de PEG utilisé comme agent de décoration de surface ont été mises en
évidence. Cependant, nous ne constatons pas d’effet significatif de I'association de 'ART

aux nanovecteurs sur leurs profils d’activation du complément.

Le moyen le plus efficace pour comparer les différentes formulations est I'utilisation
des taux d’activation des protéines du complément obtenues avec des concentrations en
nanoparticules correspondantes a celles utilisées lors d’une injection intraveineuse chez
'animal (200 uL de suspension colloidale, soit une surface spécifique de particules de 200

cm?/mL).

De maniére générale, I'activation des protéines du complément augmente avec la taille
des nanoparticules, les systémes nanoréservoirs (tailles d’environ 180 nm) étant plus
activateurs que les systémes nanosphéres (tailles comprises entre 65 a 85 nm). Plusieurs
auteurs ont déja rapporté linfluence de la taille des nanoparticules sur l'activation du
systeme du complément (Harashima et al. 1994, Vonarbourg et al. 2006). Une étude
réalisée par Vonarbourg et al. (2006) avec des nanocapsules lipidiques dont les tailles
variaient entre 20 et 100 nm a montré une plus forte activation des protéines du complément

par les particules de tailles plus élevées.

La nature du dérivé de PEG utilisé, notamment la masse moléculaire des chaines de
PEG semble jouer un rdle important sur les propriétés d’activation des protéines du
complément par les nanoparticules. En effet, des taux élevés d’activation du complément
sont obtenus avec les nanosphéres et les nanoréservoirs y-CD-C,¢/stéarate de PEG4000 a
200 cm?mL (50 et 75 %, respectivement). Cependant, la présence de dérivés de PEG de
chaines moyennes (1500 et 2000) induit une diminution significative de l'adsorption des
protéines sériques a la surface des particules, notamment dans le cas des nanosphéres (25
% d’activation @ 200 cm?mL). L'organisation des chaines de PEG autour des particules
pourrait expliquer cette différence. Il semble que I'arrangement des chaines de PEG de
masse moléculaire 1500 et 2000 Da a la surface des nanosphéres permet d’assurer une
protection des particules contre I'adsorption des opsonines. Cette protection est sensée
ralentir ou réduire leur élimination du courant sanguin par les organes du systéme réticulo-

endothélial.
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Nous constatons avec surprise que le conjugué dimyristoylphosphatidyléthanolamine-
polyéthyléne glycol 2000 (DMPE-mPEG2000) qui a un effet protecteur sur les nanosphéres,
induit une trés forte activation des protéines du complément lorsqu’il est utilisé dans les
formulations de nanoréservoirs (75 % d’activation & 200 cm?mL). Outre le paramétre taille,
ce résultat pourrait étre d0 au fait que le dérivé polyoxyéthyléné ne s’intégre pas bien au sein
de la structure des nanoréservoirs. Par conséquent I'arrangement des chaines de PEG
autour des particules n’est pas suffisant pour empécher I'adsorption des protéines. Il se peut
que la portion aliphatique (phospholipides) de ce dérivé soit exposée a I'extérieur des
réservoirs et est donc accessible aux protéines plasmatiques. Ce qui a pour conséquence
d’induire une forte consommation des protéines du complément plasmatique. Des taux
d’activation relativement plus bas sont obtenus & 200 cm?mL avec les formulations
nanoréservoirs stabilisées avec le stéarate de PEG 1500 et le polysorbate 80 (35 et 40 %,

respectivement).

Les résultats du test de phagocytose par les cellules macrophagiques s’inscrivent dans
la méme logique que ceux du test d’activation du complément. Les particules (nanosphéres
et nanoréservoirs) décorées par le stéarate de PEG4000 montrent la encore un profil
défavorable avec une forte adsorption extracellulaire et une forte phagocytose par les
cellules du macrophage. Celles contenant le stéarate de PEG 1500 ou le DMPE-mPEG2000

sont moins phagocytées.

Un résultat intéressant observé est la capacité des nanoréservoirs recouverts de
Montanox® 80 a échapper in vitro & la capture par les macrophages. En effet, le Montanox®
80 ou polysorbate 80 est un mono-ester d’acide gras (monooléate de sorbitane) et de
polyoxyéthyléne (Figure 7). Les chaines polyoxyéthyléne seraient impliquées dans cet effet
protecteur vis-a-vis du SPM. Un résultat similaire a déja été rapporté par Gelperina et al.

(2002) avec les nanoparticules de poly(butylcyanoacrylate) recouvertes de polysorbate 80.

A Tlissue des évaluations in vitro et aprés conjonction de I'ensemble des donneées
obtenues, quatre formulations se dégagent comme prometteuses sur le plan de la furtivité. Il
s’agit des nanoréservoirs contenant le polysorbate 80 ou le stéarate de PEG1500 et des
nanosphéres stabilisées avec le stéarate de PEG1500 ou le DMPE-mPEG2000.

Afin de consolider les résultats obtenus in vitro, des évaluations chez I'animal ont été
réalisées avec les nanovecteurs de y-CD-C,odécorés ou non en surface. Outre la vérification
de la furtivité des particules, les études in vivo devront également permettre d’évaluer la

tolérance des nanovecteurs par I'animal.
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Les distributions sanguine et tissulaire des nanoparticules ont été évaluées de maniére
semi-quantitative sur différentes cohortes de souris nude par la mise en ceuvre de I'imagerie
de fluorescence. Cette technique s’est avérée étre un outil précieux permettant d’accéder au
profil de biodistribution et au comportement in vivo des nanoparticules selon la nature de leur
décoration surfacique (Faure et al. 2009, Sancey et al. 2009, Dufort et al. 2010).

Cette étude est réalisée en collaboration avec Dr. Jean Luc Coll (Equipe 5 : Thérapie

ciblée, diagnostic précoce et imagerie du cancer, Institut Albert Bonniot de Grenoble).

L’association d'un traceur fluorescent aux nanosystemes a été nécessaire pour
permettre de suivre leur devenir in vivo. Dans cette technique, il est préférable d’utiliser des
fluorophores dont les rayonnements d’excitation et d’émission de fluorescence se situent
dans la fenétre du proche infra-rouge, de maniére a palier les limitations liées aux propriétés
optiques des tissus (Dufort et al. 2010). Des fluorophores tels que les dérivés lipophiles de
cyanine (1,1’-dioctodécyl-3,3,3’,3’-tetraméthylindodicarbocyanine perchlorate ou DiD, Ae, =
643 nm; A, = 669 nm) répondent a ces exigences et sont adaptés a I'imagerie du petit

animal entier (Morille et al. 2010).

La technique consiste a suivre le traceur fluorescent associé aux nanoparticules en
observant leur émission de fluorescence aprés les avoir excités par une source lumineuse
(Faure et al. 2009, Sancey et al. 2009, Dufort et al. 2010).

Un screening in vivo des nanosphéres et nanoréservoirs difféeremment fonctionnalisées
en surface a été réalisé, en suivant leur distribution et leur mode d’élimination suite a une

administration intraveineuse de 200 pL de suspensions colloidales fluorescentes.

Les nanoparticules recouvertes par certains dérives de PEG, en particulier les
stéarates de PEG 1500 et 4000, sont rapidement éliminées de la circulation sanguine dans
les cing premiéres minutes qui suivent l'injection intraveineuse. Elles sont vite captées par le
foie et la rate suite a 'adsorption des protéines plasmatiques et /ou leur phagocytose par les
macrophages. Par contre, les nanoréservoirs y-CD-Co /polysorbate 80 et les nanosphéres -
CD-C4,/DMPE-mPEG2000, sont détectables dans le réseau sanguin prés d’une heure apres
l'injection. De plus, aprés 24 heures, le signal de fluorescence est retrouvé dans le plasma
des animaux ayant regu la suspension de nanospheres y-CD-C,o, /DMPE-mPEG2000. Ainsi,
ces deux formulations séjournent plus longtemps dans le sang, ce qui retarde de maniére
significative leur captation ultérieure par les organes du systéeme des phagocytes
mononuclées (foie et rate, principalement). Comme évoqué dans les paragraphes
précédents, la masse moléculaire des chaines de PEG utilisées semble jouer un réle

important dans l'arrangement de ces molécules a la surface des nanoparticules. Ceci

131



Discussion générale

pourrait expliquer les différences de biodistribution observées avec les nanoparticules

difféeremment fonctionnalisées.

Le niveau significatif de signal de fluorescence détecté au niveau de I'estomac suggére
une élimination hépatobiliaire des nanoparticules. Egalement, le faible niveau de
fluorescence détectable dans les poumons confirme la stabilité des suspensions colloidales

dans les fluides biologiques.

Ces résultats montrent l'influence de la fonctionnalisation de surface sur la distribution
des nanoparticules et une corrélation peut étre établie entre les résultats in vitro et in vivo. La
modification de la surface des nanoparticules par des molécules hydrophiles, notamment le
polysorbate 80 et le DMPE-mPEG2000 (figure 7) permet de réduire I'opsonisation et /ou la
reconnaissance par les macrophages, et donc de contrbler leur distribution et d’étendre leur
temps de circulation dans le sang. Le fort encombrement stérique induit par 'organisation de
ces molécules hydrophiles autour des particules pourrait expliquer les différences de
biodistribution observées entre les particules differemment fonctionnalisées (Passirani et al.
1998).

o\/to
o O/\%:OH
HOV\O ; O/\%;OH

Polysorbate 80

wHx+y+z=20

H3C(CH,)4,-COO
H3zC(CHy)4 2-000{ 0 o)
I /7N
O—-I‘T—O /N—/<
ONa H O~(CHy-CHp-0),-CHa
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Dimyristoylphosphatidyléthanolamine-polyéthylene glycol 2000 (DMPE-mPEG2000)

Figure 7 : Structures chimiques du polysorbate 80 et du DMPE-mPEG2000.

La disparition plus rapide du réseau vasculaire, des nanoréservoirs contenant le
polysorbate 80 comparée aux nanosphéres recouvertes de DMPE-mPEG2000 peut encore
une fois s’expliquer par la différence de taille qui caractérise les deux systémes. Ce résultat
est en accord avec les données des tests in vitro qui montrent une plus faible adsorption des
protéines du complément sur les systémes nanosphéres (environ 80 nm de diamétre) par

rapport aux systémes nanoréservoirs (environ 180 nm).
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Les résultats de ces études in vitro et in vivo constituent incontestablement une
avancée importante dans 'amélioration de la rémanence vasculaire des nanoparticules de
CD amphiphiles eut égard a ce qu’avait rapporté Géze et al. (2007) sur les nanoparticules de
CD non modifiées en surface. Les données récoltées permettent de positionner les
nanosystémes fonctionnalisés par co-nano-assemblages de dérivés amphiphiles de CD et
de PEG comme vecteurs d’agents bioactifs. Cette approche qui permet de conférer une
furtivité aux nanoparticules par la formulation a l'avantage d’éviter les processus de
fonctionnalisation par voie chimique, trés lourds et parfois difficiles a mettre en ceuvre.
L’ensemble des résultats de ces études est présenté sous forme d’'un projet de publication

qui sera soumis a European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics (EJPB).

Une évaluation de la cinétique de distribution plasmatique des nanoréservoirs et des
nanosphéres stabilisées respectivement par le polysorbate 80 ou le DMPE-mPEG2000 est
en cours. Cette étude permettra de quantifier en fonction du temps, les nanoparticules

circulant dans le compartiment plasmatique par rapport a la concentration injectée a I'animal.

Pour obtenir les informations sur le devenir in vivo de I'Artémisinine associée aux
nanoparticules, une étude de pharmacocinétique sur des rats Wistar méles &4gés d’au moins
8 semaines (masse corporelle moyenne de 300 g) est en cours de réalisation. Cependant,

les résultats déja obtenus permettent de tirer les premiéres conclusions.

Cette étude est réalisée en collaboration avec le Docteur Diane Godin-Ribuot
(laboratoire d’Hypoxie Physiopathologie HP2/U1042 Inserm, UFR de Pharmacie, Université
de Grenoble 1).

Cette évaluation concerne les nanoréservoirs et les nanosphéres stabilisées
respectivement avec le polysorbate 80 et le DMPE-mPEG2000. Ces deux systemes ont été
sélectionnés sur la base des résultats précédents. La méthodologie utilisée est détaillée en

annexe 8. Une formulation témoin (solution hydro-éthanolique d’ART) est utilisée.

Les formulations sont administrées par la veine caudale (administration unique rapide
pendant 1 minute) a la dose de 2 ou 1,5 mg d’ART/kg de masse corporelle, selon la
formulation. Les prélévements sanguins sont réalisés au moyen d’un cathéter mis en place
dans l'artére carotide aux temps 5, 15 minutes puis 1, 2, 6, 8 et 24 heures aprés l'injection.
L’ART est quantifiée dans le plasma par dosage CLHP-DEDL (méthode décrite en annexe 1)

aprés extraction préalable suivant une procédure décrite par Ashton et al. (1998).
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Les profils des concentrations plasmatiques d’ART en fonction du temps sont
présentés aux figures 8 et 9.
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Figure 8 : Profils des concentrations plasmatiques moyennes de 'ART (moyenne + EC) apres
administration intraveineuse des formulations nanoréservoir de y-CD-Cm/Montanox@ 80 et solution
hydro-éthanolique d’ART a la dose de 2 mg/kg de poids corporel de rat wistar male.
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Figure 9 : Profil des concentrations plasmatiques moyennes de 'ART (moyenne + EC) aprées
administration intraveineuse de la formulation nanosphére y-CD-C,o/DMPE-mPEG2000 a la dose de

1,5 mg/kg de poids corporel de rat wistar male.
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Les paramétres pharmacocinétiques de 'ART sont déterminés pour chaque essai par
utilisation d'un modéle a deux compartiments décrivant I'évolution des profils de
concentrations d’ART. Ce modéle est construit grace a un Macro-Excell par régression non

linéaire a partir des données de concentrations d’ART dans le plasma.

L’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du temps (AUCy.)
est calculée par la méthode des trapézes et correspond a l'aire sous la courbe du temps t0
au temps du dernier point quantifiable (2, 6 et 8 heures pour la solution d’artémisinine, la
formulation NR-Montanox® 80 et la formulation NS-DMPE-mPEG2000, respectivement).
L’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques du temps t0 au temps infini (AUC.ix)
est obtenue par extrapolation sur les limites inférieures. Delta AUC représente la valeur de
I'extrapolation. Le pourcentage du delta AUC par rapport a 'AUC,; est également déterminé.
Les valeurs de C.. sont celles directement observées sur la courbe des profils de

concentrations plasmatiques.

La constante d’élimination (k) et la demi-vie d’élimination plasmatique (t2 = In(2)/k)
sont calculées par régression semi-logarithmique des valeurs de concentrations
plasmatiques sur les valeurs de temps, du temps t0 au temps du dernier point quantifiable.
La clairance totale est calculée en divisant la dose administrée par TAUCq., du temps t=0
jusqu’a linfini. Le volume de distribution a I'équilibre (Vd) est déterminé a partir de la
relation CL/k.

Tableau lll : Paramétres pharmacocinétiques de I'artémisinine aprés administration intraveineuse des
nanoréservoirs de y-CD-Cqo/Montanox 80 (2 mg/kg), des nanosphéres y-CD-C4o/DMPE-mPEG2000
(1,5 mg/kg) et de la solution hydro-éthanolique (10%) d’artémisinine (2 mg/kg).

Paramétres Solution d’artémisinine | Nanoréservoirs Nanosphéres
pharmacocinétiques (éthanol a 10 %) y-CD-C1ol Montanox® 80 y-CD-C10o/DMPE-PEG2000
(2 mg/kg) (2 mg/kg) (1,5 mg/kg)
AUC. (ug-h/mL) 12,04 £ 0,49 28,19+ 1,00 39,14 + 2,31
AUC.inf (Mg-h/mL) 15,43 £ 0,52 41,34 £ 2,31 60,83 + 3,11
delta AUC 3,39+0,14 13,15+ 1,53 21,70 £ 1,93
% de delta AUC 28,18 £ 1,49 46,66 + 4,48 55,44 + 5,67
tyz (h) 0,81 + 0,01 3,23+0,16 5,03 + 0,24
k 0,89 + 0,01 0,21+ 0,01 0,14 + 0,01
Crax (Ug/mL) 15,92 £ 0,71 11,50 £ 0,31 10,12 £ 0,31
CL (mL/h) 34,88 + 1,33 13,79+ 0,77 7,40 + 0,37
vd (mL) 39,16 £ 1,57 64,31 + 1,65 53,68 + 1,26

Ces résultats montrent une différence significative des paramétres pharmacocinétiques
apres administration des trois types de formulations d’ART. Aprés administration

intraveineuse, la concentration plasmatique d’ART détectée aprés 5 minutes est plus élevée
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avec le groupe témoin recevant la solution hydro-éthanolique d’artémisinine qu’avec les deux
autres groupes recevant les formulations nanoparticulaires. Les concentrations plasmatiques
maximales (Cn.x) détectées aprés 5 minutes sont un peu plus faibles avec les formulations
nanoparticulaires et correspondent a environ 30 % et 45 % de la dose injectée,
respectivement pour les nanoréservoirs et les nanosphéres. Ces concentrations sont en

accord avec les données de libérations initiales observées in vitro.

Les profils des concentrations plasmatiques en fonction du temps sont biphasiques

avec une phase de distribution rapide et une phase d’élimination lente.

L’ART est trés vite éliminée de la circulation sanguine aprés injection de la solution
hydro-éthanolique. La concentration plasmatique atteint la limite quantifiable en seulement
deux heures et le temps de demi-vie de 'ART dans ce groupe témoin est de 0,81 + 0,01. La
concentration plasmatique de 'ART diminue un peu plus lentement avec les nanoréservoirs
jusqu’a un niveau correspondant a la limite de quantification de la méthode CLHP utilisée
(2,8 pg/mL) a environ 6 heures. Cependant, aprés l'administration des nanosphéres
PEGylées, 'ART est détectée dans le plasma (3 ug/mL d’ART) jusqu’au temps 8 heures. Les
concentrations moyennes détectées aux derniers points correspondent a environ 10 % et 13

% de la dose administrée, respectivement.

Les temps de demi-vie plasmatique de 'ART contenue dans les nanoréservoirs (3,23 +
0,16 h) et dans les nanosphéres (5,03 + 0,24 h) sont significativement plus élevés d’environ
4 et 6 fois, respectivement. Ces résultats peuvent étre attribués aux propriétés de libération
différentes de 'ART a partir des formulations. Il semble que I'extraction séquentielle et
prolongée de I'ART a partir des nanoparticules conduise a un temps de circulation
plasmatique plus long. Les nanovecteurs de cyclodextrines protégent 'ART de I'élimination

rapide.

Le temps de demi-vie plasmatique de 'ART a partir des nanosphéres y-CD-C,,/DMPE-
mPEG2000 est plus élevé d’environ une heure et demie que celui des nanoréservoirs y-CD-
C1o/Montanox® 80, malgré le C.x plus grand obtenu avec les nanoréservoirs. Egalement, la
constante d’élimination de I'ART est significativement plus réduite avec les nanosphéres.
Ces résultats montrent que 'ART est plus vite éliminée lorsqu’elle est injectée sous forme

solution que sous la forme de suspension de nanoréservoirs ou de nanosphéres.

La clairance plasmatique de I'ART est élevée avec les nanoréservoirs (13,79 + 0,77
L/h) par rapport aux nanospheéres (7,40 + 0,37 L/h), suggérant une extraction hépatique plus

élevée des nanoréservoirs. Ce résultat est en accord avec les données de biodistribution qui
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montrent une meilleure rémanence vasculaire avec les nanosphéres y-CD-C;o/DMPE-
mPEG2000.

Les valeurs de clairance plasmatique de I'ART avec les nanoréservoirs y-CD-
C1o/Montanox® 80 (13,79 L/h) sont similaires a celles rapportées par Ashton et al. (1999) (12
+ 1 L/h) aprés administration intraveineuse unique d’une émulsion aqueuse d’ART a des rats
males a la dose de 20 mg/kg. Cependant, avec la formulation émulsion, 'ART est trés vite
éliminé du torrent circulatoire (t/2= 0,5 h) et son volume de distribution est plus élevé (99,5
L). Isacchi et al. (2011) ont observé des t'2 de 0,38, 0,67 et 2,02 aprés administration intra-
péritonéale de 'ART (10 mg/kg) solubilisée dans le DMSO (10 % v/v) ou encapsulée dans
des liposomes conventionnelles ou PEGylées, respectivement. Les t'2 obtenus avec les
liposomes sont plus élevés que ceux des émulsions aqueuses, mais restent inférieures aux
valeurs que nous avons obtenues avec les deux formulations de nanoparticules a base de

CD amphiphiles.

A titre d’exemple, les temps de demi-vie de 'ART apreés administration orale (sous
forme de comprimés, de gélules ou tisanes) chez I’'homme sont de I'ordre de 0,9 a 2,8 h
selon la dose prise (250 a 500mg) (Ashton et al. 1998, Gordi et al. 2002, Rath et al. 2004).

Enfin, les valeurs de concentrations plasmatiques que nous avons obtenues de l'ordre
de 10 a 3 pg/mL sont largement supérieures aux Clsy déterminées in vitro sur les deux
souches plasmodiales (3 a 6 ng/mL). Il est donc possible d’obtenir des concentrations
plasmatiques d’ART efficaces sur environs 8 heures ou plus avec les nanoparticules de CD

décorées en surface.

Les résultats obtenus montrent que les paramétres pharmacocinétiques in vivo de
'ART peuvent étre améliorés aprés administration intraveineuse de nanoparticules de CD

amphiphiles décorées en surface par rapport a la solution d’ART.

Il est important de noter également que les profils pharmacocinétiques de 'ART sont
meilleurs avec les formulations nanosphéres y-CD-C;o/DMPE-mPEG2000 par rapport aux
formulations nanoréservoirs y—CD-Cm/Montanox@ 80. Ces résultats peuvent étre attribués
d’'une part a la libération plus lente de 'ART a partir des nanostructures matricielles et
d’autre part a résidence vasculaire prolongée des nanospheéres y-CD-C,o,/DMPE-mPEG2000
observée avec I'essai de biodistribution. La quantification des nanoparticules circulant dans
le compartiment plasmatique en fonction du temps par rapport a la concentration injectée a
'animal est en cours. Elle permettra d’établir une bonne corrélation et d’étayer les données

de pharmacocinétique.
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail était de développer une forme intraveineuse d’ART pour la prise
en charge des crises de paludisme sévére. Pour répondre a cet objectif, nous avons mis en

ceuvre un certain nombre d’études complémentaires et synergiques.

A partir des dérivés bioestérifiées d’a-, B- et y-CD-C,o, un important travail expérimental
de formulation a été réalisé afin de mettre au point des suspensions colloidales stables de
CD amphiphiles suffisamment chargées en ART pour répondre aux exigences
thérapeutiques. De surcroit, ces nanoparticules devraient étre dotées de propriétés furtives
de maniére a obtenir des taux plasmatiques d’ART sur des temps prolongés afin d’assurer
I'élimination des parasites circulants dans le sang. Pour ce faire, nous avons envisagé avec
succes la possibilité d’obtenir des nanoparticules de y-CD-C,, décorées en surface par co-
nano-assemblage de la y-CD-C,, avec des dérivés amphiphiles polyoxyéthylénés, dans les

conditions de nanoprécipitation.

L’ajustement et I'optimisation des conditions de formulation permettent aujourd’hui de
proposer des suspensions colloidales d’ART dosées a 0,5 mg/mL (augmentation de la dose
d’ART mise en solution en milieu aqueux d’un facteur 8) pour le cas des nanosphéres et de
1,6 mg/mL (facteur 25) pour les nanoréservoirs. Ces systémes colloidaux sont capables de
libérer in vitro 'ART sur des périodes allant de 4 jours (nanoréservoirs) a 11 jours

(nanosphéres).

D’autre part, il est démontré que l'activité antipaludique de 'ART in vitro est maintenue
lorsqu’elle est utilisée sous forme de suspensions colloidales. Le caractére non hémolytique
des nanovecteurs a été démontré in vitro sur des suspensions de globules rouges de

mouton.

Nous avons également mis en évidence une diminution significative in vitro de
'adsorption des protéines du complément sérique a la surface des particules de y-CD-Cyg
stabilisées par le polysorbate 80 ou décorées par les dérivés de PEG de chaines moyennes
(1500 et 2000 Da) comparativement aux particules décorées par les PEG de chaines plus
longues ou aux particules non-décorées. Les nanoparticules décorées par les PEG de
chaines moyennes sont également moins phagocytées in vitro par les cellules de

macrophage.

Les données de biodistribution obtenues en imagerie de fluorescence chez la souris
sont en accord avec celles obtenues in vitro. Les meilleurs profils de rémanence vasculaire
sont obtenus avec les formulations de nanosphéres y-CD-C1o/DMPE-mPEG2000 et de

nanoréservoirs y-CD-C,¢/polysorbate 80.
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Enfin, I'étude de pharmacocinétique montre des profils plasmatiques favorables avec
les formulations de nanosphéres y-CD-C,,/DMPE-mPEG2000 et de nanoréservoirs y-CD-
Cio/polysorbate 80 aprés administration intraveineuse. En effet, ces deux systémes
nanoparticulaires permettent d’améliorer les paramétres pharmacocinétiques de I'ART tels
que l'allongement du temps de demi-vie, la diminution de la clairance plasmatique et la

diminution du volume de distribution.

Ce travail de thése a certainement contribué au développement de formes injectables
d’ART en mettant en évidence le potentiel des nanoparticules de CD bioestérifiées comme
nouvel outil d’administration de cet antipaludique. Pour compléter les travaux réalisés, des
études complémentaires plus approfondies doivent étre menées afin d’aboutir a I'élaboration
d’'une forme médicamenteuse garantissant innocuité et efficacité thérapeutique, pour ensuite

envisager des essais cliniques.

Pour cela, l'efficacité in vivo des formulations doit étre évaluée sur un modéle animal
infecté par le Plasmodium. Une étude comparative pourra étre réalisée a cet effet avec des
formulations commerciales d’antipaludiques disponibles sous forme injectable a savoir

'artéméther en intramusculaire et la quinine en intraveineuse.

Dans le contexte d’optimisation de I'effet thérapeutique de I'ART, il serait également
judicieux d’envisager I'adressage des érythrocytes avec les nanoparticules de y-CD-Cy,
recouvertes de ligands de reconnaissance. Dans cette perspective, le greffage de fragments
F(ab)’ déja utilisé avec succes dans le ciblage des érythrocytes infectés avec des liposomes
(Owais et al. 1995) pourra étre considéré. Une étude comparative d’efficacité dans le
traitement des infections palustres pourra étre réalisée par la suite avec les nanoparticules a

temps de circulation vasculaire prolongée ciblant ou non les érythrocytes infectés.

Egalement, la toxicité des nanovecteurs devra étre documentée chez 'animal. Cette
évaluation est indispensable au développement de formes pharmaceutiques a base de ces
nanovecteurs de CD bioestérifiées. Des études de toxicité en administration unique et en
administration réitérée devront étre réalisées. Dans ce cadre, la tolérance animale pourra
étre appréciée sur des critéres cliniques (comportement, poids, croissance,...), biologiques et
anatomopathologique. Les signes d’hépatolyse devront étre recherchés en particulier dans
cette évaluation, en raison de la forte accumulation hépatique de ces nanovecteurs. La dose
létale 50 % (DL50) et la dose maximale sans effet toxique (ou dose maximale tolérée) des
nanoparticules blanches (sans ART) et des nanoparticules chargées en ART devront

également étre déterminées.
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1. Développement et évaluation de la qualité des méthodes analytiques de

dosage de I'artémisinine

Les procédés analytiques utilisés dans notre étude ont été développés ou adaptés en
examinant différentes méthodes analytiques et techniques spécifiques de dosage de I'ART. Il
s‘est agit surtout de rechercher des conditions analytiques optimales adaptées pour le
dosage de I'ART dans différentes matrices (solutions aqueuses, solutions huileuses,

suspensions colloidales...) utilisées au cours du développement des formulations.

Une méthode de quantification en CLPH-UV a été initialement mise au point (méthode
I). Cette méthode implique I'utilisation d’équipements disponibles dans presque tous les pays
d’Afrique et a été reproduite facilement et utilisée au Burkina Faso pour certaines évaluations
(biologiques) qui y ont été réalisées. Cependant, sa mise en ceuvre est longue et fastidieuse
surtout en présence d’'un nombre important d’échantillons a analyser. Par conséquent, une
méthode complémentaire plus rapide a été mise au point envisagée en supplément. Il s’agit
de la CLHP couplée a un détecteur évaporatif a diffusion de la lumiére (DEDL). Cette
seconde méthode (méthode Il) est plus spécifiquement mise en ceuvre dans le cadre des
essais de dissolution et de pharmacocinétique, ou plusieurs prélévements sont réalisés a

différents temps.

Méthode de dosage CLHP-UV (Méthode I)

L’ART est un produit qui absorbe trés faiblement dans I'UV. Une procédure de
dérivatisation est donc utilisée pour permettre sa détection en UV tout en assurant une limite

de quantification (LOQ) adéquate.

La méthode de conversion préalable de 'ART développée par Zhao (1987) a été
utilisée et adaptée dans notre étude. Cette procédure implique I'hydrolyse alcaline de 'ART
par un excés d’hydroxyde de sodium suivi de la conversion du produit hydrolysé en un
composé absorbant fortement en UV (260 nm) appelé Q260. La procédure, ainsi que le

schéma de la réaction sont décrits dans I'article Yaméogo et al. 2012.

Pour la réaction de dérivatisation, 1 mL de I'échantillon contenant 'ART a analyser est
introduit dans une fiole jaugée de 10 mL et compléter avec 4 mL de solution de soude a 0,2
%. Le mélange est incubé a 50°C pendant 30 min, puis ramené a la température ambiante
en 10 min. Aprés refroidissement, 1 mL d’éthanol est ajouté puis le milieu est complété a 10

mL avec de l'acide acétique 0,2 N. Les échantillons ainsi dérivatisés sont ensuite filtrés sur
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membrane en nylon de 0,22 um. Le spectre d’absorption UV-vis de 'ART convertie en Q260

est présenté Figure 1.
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Figure 1 : spectre d’absorption UV-Visible de I'artémisinine converti en Q260. Concentration = 50 pg/mL (solvant
= éthanol).

La longueur d'onde d’absorption maximale (Amax) mesurée est de 260 nm,

correspondant a celle rapportée par Zhao (1987).

Le dosage par spectrophotémetrie UV sans séparation chromatographique préalable
n'a pas été retenu dans notre étude du fait d’'une interférence en chromatographie entre
FART converti en Q260 et le benzoate de benzyle (phase lipophile interne des
nanoréservoirs). Cette interférence se traduit par un épaulement des pics d’absorption des
deux substances. Le spectre d’absorption UV du benzoate de benzyle réalisé a montré que
ce produit absorbe a une longueur d’'onde maximale proche de celle de I'ART, expliquant

ainsi les épaulements de pics.

Nous avons donc entrepris de quantifier TART converti en Q260 en utilisant une
méthode de dosage CLHP couplée avec une détection UV-vis. Une mise au point analytique

avec le principe actif pur a été réalisée en optimisant les paramétres chromatographiques
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tels que la nature et la température de la colonne, la nature et la composition de la phase

mobile et du solvant de dissolution, le mode et le débit d’élution.

Les conditions chromatographiques ainsi que I'appareillage utilisé sont décrits ailleurs
(Yaméogo et al. 2012). L’analyse CLHP est réalisée en phase inverse avec une colonne Cyg
(250 x 4,6 mm ; 5um), maintenue a une température de 35C. Une él ution isocratique de la
phase mobile composée du mélange méthanol/tampon phosphate 0,05M pH 6,3 (45 : 55 v/v)
a été réalisé a un débit de 1 mL/min. La longueur d’onde de détection est fixée a 260 nm.
Dans ces conditions, nous avons obtenu des chromatogrammes avec un pic d’absorption de

'ART symétrique localisé a t = 9 min.

Afin de s’assurer de la qualité et de fiabilité des résultats, c'est-a-dire de s’assurer que
la méthode utilisée conduit effectivement aux résultats attendus, nous avons utilisé des

approches statistiques pour évaluer la méthode de dosage CLHP-UV.

Une gamme a six niveaux de concentration en ART (K = 6) comprise entre 10 a 60
Mg/mL a été réalisée a partir de trois solutions méres d’ART préparées par solubilisation
d’ART pure. Chaque niveau de concentration est injecté en ftriplicate. Cette gamme est
finalement reproduite trois jours consécutifs. Comme on peut I'observer sur la figure 2, a tous

les points, des variations apparentes inter-jours des mesures n’ont pas été observées.
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Figure 2 : droite de régression corrigée en CLHP-UV de I'’ART converti en Q260 avec une gamme de
concentration de 10 a 60 pg/mL.
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Pour permettre I'utilisation de cette droite de régression, une évaluation par des tests
statistique a été réalisée. Un test de Student montre que I'ordonnée a l'origine n'est pas
statistiquement différent de zéro (p = 0,5 > 0.001). L’analyse de variance (ANOVA) du
modele montre I'existence d’'une pente significative et 'absence de manque d’ajustement

linéaire au seuil de 5 % (Tableau ).

Tableau | : ANOVA du modéle de régression.

Test statistique Valeur Valeur Comparaison Interprétation
critique mesurée des valeurs
Test F de I'existence F it = 8,53 F = 59399 F > F critique La variance expliquée par la
d'une pente b régression est significative devant la
significative variance résiduelle (p = 510% <
0,01). Pente a = 0.99973 significative

Test F de validité du Feoit=14,37 Fior=13,449  F ot <F citique La variance due au manque
manque d’ajustement d’'ajustement n’est pas significative
linéaire devant la variance expérimentale pure

(p = 0.0113 > 0,01. Droite de
régression significative

La figure 3 montre que les pourcentages de déviation standard relative (RSD)
observés sont trés faibles sur tous les points de la gamme et largement inférieures au seuil
de 5 %. Les RSD varient de 0,39 % aux fortes concentrations a 2,3 % aux basses

concentrations.
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Figure 3 : profile de déviation standard relative (RSD) du dosage de I'ART par la méthode CLHP-UV.

Nous avons calculé la sensibilité et le domaine d’utilisation de la méthode CLHP-UV de
dosage de 'ART a travers la détermination de la limite de détection (LOD) et de la limite de
quantification (LOQ) aux RSD de 2, 5 ou 10 % en utilisant les équations suivantes (Epshtein
N.A, Pharmaceutical Chemistry Journal 2002 36(11) 631-633) :
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2
LOD=b+3xs,, =b+3x Z(y—zﬂ) L0Q =3,3%L0D
-

Les LOD et LOQ sont calculées a partir de la droite de régression linéaire comme étant
le signal équivalent a 3 fois et 10 fois le bruit de fond chromatographique, respectivement. Le

tableau Il donne les valeurs de LOQ et LOD calculé, en fonction des RSD.

Tableau Il : Limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) de la méthode HPLC-UV de dosage
de 'ART.

RSD (%) LOQ (ug.mL™) LOD (ug.mL")
2 11,513 3,489
5 4,562 1,382
10 2,265 0,686

Aprés la répétéabilité, nous nous sommes assuré que dans une matrice complexe
contenant les excipients de formulation et/ou le milieu réactionnel de la réaction de
dérivatisation, il n’ya pas d’interférence avec 'ART. Cette évaluation est réalisée en injectant
dans les mémes conditions chromatographiques de dosage de I'ART, différentes solutions
ne contenant pas d’ART. Les solutions testées sont: I'éthanol (solvant de 'ART dans la
réaction de dérivatisation), une solution de nanosphéres et de nanoréservoirs blanches
(sans ART) dans I'éthanol. Ces solutions ont été traitées selon le processus de dérivatisation
de 'ART et dans les mémes conditions opératoires. Aucun spectre n’a été observé pendant
le temps d’analyse, sauf dans le cas des solutions de nanoréservoirs ou un pic est visible
aprés 3 minutes d’élution. L'injection du benzoate de benzyle solubilisé dans I'éthanol a la
méme concentration que celle retrouvée dans les nanoréservoirs a permis de constaté que
ce pic d’élution correspond a celui du benzoate de benzyle qui constitue la phase lipophile
interne des nanoréservoirs. Le temps de rétention en CLHP-UV du benzoate de benzyle (3
minutes) est proche de celui du volume mort et différent de celui de 'ART (9 minutes). Cela
suppose que le benzoate de benzyle n’interférera avec 'ART dans les conditions de dosage
en CLHP-UV. Pour vérifier cette hypothése, nous avons comparé dans les mémes
conditions chromatographiques et de dérivatisation, les temps de rétention, les symétries et
les amplitudes (aire sous la courbe, AUC) des pics de 'ART et du benzoate de benzyle.
Nous avons réalisé des injections indépendantes de solutions éthanoliques de benzoate de
benzyle, de suspension de nanosphéres et de suspensions de nanoréservoirs blanches
auxquelles la méme quantité d’ART a été ajoutée. Les temps de rétention, les symétries des

pics ainsi que les AUC de I'ART et du benzoate de benzyle dans ces solutions ont été
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comparés a ceux de des solutions standards d’ART et de benzoate de benzyle aux mémes
concentrations. Aucun changement n’a été observé dans tous les cas, confirmant ainsi notre
hypothése. La méthode de dosage CLHP-UV peut donc étre utilisée pour le dosage de 'ART
dans les suspensions colloidales a base de CDs modifiées, avec la garantie que le signal

mesuré provient exclusivement de 'ART.

La technique de dosage de 'ART en CLHP avec détection UV-vis aprés dérivatisation,
adaptée de celle de Zhao montre une bonne linéarité, une bonne précision, une excellente
stabilit¢ et une bonne spécificité pour la quantification de I'ART dispersée dans les

suspensions colloidales.

Méthode de dosage CLHP-DEDL (Méthode Il)

L'utilisation de l'analyse CLHP avec en détection DEDL permet de s’affranchir des
coefficients d’extinction molaire et d’avoir une réponse indépendante de la nature de la
molécule. Le principe de ce détecteur est fondé sur I'évaporation partielle des solutions en
sortie de colonne. Le brouillard de particules formé avec un nébuliseur traverse un faisceau
lumineux et la Ilumiére diffusée sous un angle déterminé est détectée par un
photomultiplicateur. La détection dépend de la taille des particules diffusant la lumiere. Cette

méthode est limitée a 'emploi de phases mobiles volatiles et d’analytes moins volatils.

L’examen de plusieurs technique CLHP avec détection en DEDL utilisée dans la
littérature pour le dosage de 'ART nous a permis de retenir la méthode décrite par Avery et
al (1999) parce qu’elle utilise une phase mobile qui convient bien a notre étude. Cette

technique a été Iégérement adaptée pour répondre au mieux aux conditions de notre étude.

Les conditions chromatographiques optimisées ainsi que l'appareillage utilisé sont
également décrits dans l'article Yaméogo et al. 2012. L’analyse est réalisée également en
phase inverse avec une colonne Cqg (250 x 4,6 mm ; 5um). La température du détecteur est
fixée a 32T, la pression du gaz a 2,2 bars et le signal du gain a 12. Le débit d’élution de la
phase mobile composée du mélange méthanol/eau (70 : 30 v/v) est de 1 mL/min. Le temps
de rétention de 'ART est de 11,9 minutes avec des pics d’absorption chromatographiques

parfaitement symétriques (Figure 4).
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Figure 4 : Profil chromatographique CLHP-DEDL de 'ART a la concentration de 50 uyg/mL dans le

méthanol.

La qualité de la méthode de dosage CLHP-DEDL de I'ART est évaluée a l'aide de la

méme approche statistique utilisée précédemment.

Pour le modéle de régression linéaire, une gamme a sept niveaux de concentration en
ART comprise entre 5 a 105 pg/mL a été réalisée dans le méthanol a partir de trois solutions
meéres d’ART. Chaque niveau de concentration a été analysé trois fois. La réponse en DEDL
est sigmoidale. La droite de régression (y = 1,6569x + 0,8847) obtenue aprés linéarisation
logarithmique (log) des AUC mesurées et des concentrations (Figure 5) démontre d’'une

bonne linéarité avec une valeur du coefficient de régression linéaire R? = 0,9937.
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Figure 5 : Droite de régression linéaire logarithmique de 'ART en CLHP-DEDL avec une gamme de
concentration de 5 a 105 ug/mL dans le méthanol.

L’essai de spécificité a montré I'absence d’interférence au niveau des pics
correspondants a 'ART (temps de rétention, symétrie et AUC) et aux autres constituants des
formulations, lesquels étaient la encore élués avec une résolution satisfaisante. Cette
méthode ayant été utilisée pour I'étude de pharmacocinétique chez le rat, d’autres matrices
ont été également évaluées. Il s’agit du plasma du rat, du pentobarbital (utilisé pour
anesthésier les rats) et de I'héparine. La encore les tests ont montré une absence

d’interférence en chromatographie.

L’essai de répétabilité est réalisé a partir des sept niveaux de concentration en ART,
analysés trois fois dans la méme série. La concentration minimale quantifiable (LOQ) est de
2,8 pyg/mL. Une LOQ similaire a peu prés similaires (3 ug/mL) avait été rapportée par Avery
et al (1999).

D’aprés ces paramétres, nous pouvons affirmer que la technique CLHP-DEDL
optimisée convient également au dosage de I'ART dans les suspensions colloidales, aprés
dilution dans du méthanol. Elle permet une quantification rapide de 'ART en routine, sans

dérivatisation préalable.
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2. Evaluation de la solubilité de I’artémisinine dans différents milieux

Cette évaluation avait pour but de permetire la sélection des solvants qui
conviendraient au mieux a notre étude. Egalement, elle a permis de choisir la meilleure
phase lipophile interne des nanoréservoirs permettant de maximiser la prise en charge de
FART par les nanosystémes. Ainsi, nous avons déterminé la solubilit¢ de I'ART a la
température ambiante et/ou a 37 T (bain thermostat €) dans différents milieux : eau distillée,
tampon phosphate sodique (PBS) pH 7,4, éthanol, méthanol, acétone, benzoate de benzyle

et Miglyol® 812N (triglycérides a chaines moyennes).

Concrétement, la substance active est dispersée a saturation sous agitation
magnétique de 500 tours/min pendant 2 h dans un volume de solution donné. Le mélange
est ensuite filtré sur filtre PVDF de 0,22 um pour séparer les particules de principe actif non
dissoutes. La quantité d’ART dispersée a I'état moléculaire dans la solution est dosée en
utilisant la méthode CLHP-UV. Tous les essais de solubilisation et de dosage sont répétés

trois fois. Les résultats sont présentés au tableau lIl.

Tableau Il : solubilité de 'ART dans différentes solutions 8 25C ou a 37 C

Solutions testées Température () Solubilité (mg/mL)
Eau distillée 25 0,064
Eau distillée 37 0,098
PBS 0,1 M, pH 7,4 37 0,092
Ethanol 25 12,20
Méthanol 25 14,52
Acétone 25 86,71
Miglyol® 812 N 25 23,05

Benzoate de benzyle 25 83,30
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3. Evaluation de la stabilité chimique de I’Artémisinine en solution

Cette évaluation avait pour but de déterminer la cinétique de dégradation de 'ART

lorsqu’elle est mise en solution ou lorsqu’elle est utilisée dans les formulations.

Nous avons déterminé la stabilité de 'ART durant trente jours dans les différents
milieux utilisés dans notre étude et ce, dans les conditions de température d’utilisation de

ces milieux.

L’évaluation de la stabilité de 'ART dans I'éthanol (milieu utilisé dans la réaction de
dérivatisation de 'ART) a la température ambiante, puis a 4T (au réfrigérateur) a permis de
déterminer les délais d’utilisation des solutions éthanoliques contenant 'ART et d’identifier

les conditions idéales de conservation de ces solutions stocks.

La stabilité de 'ART dans le benzoate de benzyle (phase lipophile interne des
nanoréservoirs) et dans 'eau distillée (phase externe des suspensions colloidales) a été
également évaluée a la température ambiante, puis a 4T afin d’identifier des conditions

appropriées de conservation des formulations contenant 'ART.

Enfin, nous avons déterminé la stabilité a 377C de la substance active solubilisée dans

les milieux aqueux utilisés dans les essais de libération (eau distillée et PBS pH 7,4).

Pour toutes ces évaluations nous avons utilisé des solutions d’ART a des
concentrations correspondantes aux 2/3 de la concentration a saturation du principe actif
dans chaque milieu. Les solutions ont été conservées dans des flacons hermétiquement
fermés dans les conditions sus spécifiées. A des intervalles de temps réguliers, des prises
d’essai étaient effectuées et la concentration en ART déterminée en triplicate en utilisant la
méthode de dosage CLHP-UV.

Les résultats montrent que 'ART est stable en milieux aqueux et dans le BB dans les
conditions de conservation étudiées. Par contre, il semble y avoir une dégradation du
principe actif allant jusqu'a 10 % de perte & partir du 15°™ jour et 20 % au 30°™ jour avec les
solutions éthanoliques d’ART conservées a la température ambiante (Figure 6). Cependant,
cette cinétique de dégradation de I'ART est ralentie lorsque la solution éthanolique est

conservée au réfrigérateur (4C).
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Figure 6 : Stabilité de I'artémisinine en solution pendant 30 jours.

L’ART reste stable dans le benzoate de benzyle jusqu’a au moins soixante jours
(données non présentées sur la figure).

Prenant en compte ces résultats de stabilité, toutes les solutions stocks éthanoliques
d’ART ont été analysées immédiatement ou conservées au réfrigérateur (4C) au plus une
semaine avant I'analyse.

Ces données de stabilité obtenues supposent que les suspensions colloidales
contenant 'ART peuvent étre conservées indifferemment a la température ambiante ou au
réfrigérateur, sans risque majeur de dégradation du principe actif. Ceci a été confirmé avec

les essais de conservation des suspensions colloidales.
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4. Détermination du coefficient de partage du principe actif

Le coefficient de partage est une constante thermodynamique d’équilibre définie a une
température et a un pH donné. C’est une propriété physicochimique importante qui peut étre

utilisée pour représenter la nature lipophile ou hydrophile d’'une molécule.

Les coefficients de partage de 'ART (coefficient de partition n-octanol/eau et coefficient

de partition benzoate de benzyle/eau) ont été déterminés a 37C a pH 7,4.

Typiquement, 2,5 mg d’ART sont dispersés sous agitation dans 25 mL de n-octanol ou
de benzoate de benzyle. Aprés 2 h d’agitation, on ajoute 25 mL de PBS a chaque phase
lipophile et on laisse agiter pendant 2 h supplémentaires. Les différentes phases sont
ensuite séparées par centrifugation (2500 tours/min pendant 10 minutes) puis filtrés et la
teneur en principe actif déterminée dans chaque phase par CLHP-UV. Chaque essai est

triplé.

Le coefficient de partage est le logarithme de base 10 du rapport de la concentration
d’ART dans la phase lipophile sur sa concentration dans la phase aqueuse. |l est déterminé

comme suit :

- Coefficient de partage octanol/eau : 1og Py = 109 (Coctanol/ Ceau)

- Coefficient de partage BB/eau : |09 Pbenzoate de benzyle = |09 (Cbenzoate de benzyle /Ceau)

Les valeurs de coefficients de partage de 'ART déterminées a 37C a pH 7,4 sont :

log Pyt = 2,95 £ 0,06

Iog Pbenzoate de benzyle = 2,78+ 0,11
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5. Synthése enzymatique des cyclodextrines amphiphiles

L’approche de synthése par voie enzymatique développée dans I'équipe est utilisée. Il
s’agit de la trans-estérification de la CD mére, catalysée par une métallo-enzyme, la
thermolysine immobilisée sur célite mettant en jeu un ester de vinyle et d’acide gras comme
donneur de groupement alkyle. Concrétement, pour le cas des dérivés des dérivés de CD

décanoate, la synthése est réalisée comme suit :

La célite (10 g) est régénérée sous agitation magnétique pendant 6 heures a 80 T par
100 mL d’acide nitrique a 15M. L’acide est ensuite éliminé par filtration et la célite est rincée
abondamment a I'eau désionisée jusqu’a atteindre un pH stable proche de la neutralité, puis

mise a I'étuve a 100T pendant une nuit pour étre s échée.

La thermolysine (100 mg) est mise en présence de 5 mL de tampon MOPS/Na (50mM,
pH=7,5) a 20C. On ajoute au mélange, 1g de célite régénérée et le tout est soumis a une
agitation a température ambiante. Aprés 4 heures d’agitation, la phase liquide, est éliminée
sous pression réduite a 25T. La thermolysine immobilisée obtenue en fin d’étape est

immeédiatement utilisée.

La synthése et la purification sont réalisées selon la technique de biocatalyse. La CD
séchée (0,09M) est solubilisée dans le DMSO (7,2 mL) sous agitation magnétique. Dés
solubilisation compléte, la thermolysine immobilisée et le décanoate de vinyle (1M) sont
additionnés au milieu réactionnel, toujours dans les mémes conditions d’agitation. La fin de
la réaction d’estérification qui se produit dans le milieu est caractérisée par
’homogénéisation compléte, soit aprés 72 h. L’enzyme est éliminée par la suite du milieu
réactionnel par centrifugation a 1500 tours/min pendant 15 min. Le surnageant est récupéré
et les esters de CD qui s’y trouvent sont précipités par addition de 20 mL d’une solution de
MeOH/H,0O (35:65, v/v) et séparés par centrifugation a 2000 tours/min pendant 15 min. Le
précipité est d’abord solubilisé dans environ 25 g du THF puis on y ajoute environ 40 mL
d’'un mélange ACN/H,0O (90:10, v/v). Le tout est stocké dans une chambre froide pendant 2
heures pour favoriser la formation de cristaux qui seront séparés par la suite par filtration sur
papier. Ces cristaux sont une fois de plus solubilisés dans du THF, puis précipité par le
mélange ACN/H,0O (90:10). Le THF sera éliminé sous pression réduite et le précipité, filtré
sur papier. Cette étape de solubilisation/précipitation/évaporation sera répétée trois fois afin
d’éliminer les traces de DMSO et de décanoate de vinyle résiduel. A la derniére étape, les
esters d’acide gras de CD décanoate sont enfin séchés sous pression réduite et stockés a la

température du laboratoire.

Des contréles sans enzyme sont réalisés dans les mémes conditions de réaction et

montrent 'absence d’estérification des CD méres.
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6. Méthode CLHP de caractérisation des CD biosynthétisées

La méthode CLHP développée pour la caractérisation des produits biosynthétisés est

réalisée de la maniére suivante :

A la fin de la réaction d’estérification, juste avant I'étape de purification, un volume
déterminé de surnageant de centrifugation est prélevé et la teneur en décanoate de vinyle

(DV) résiduel est déterminée par CLHP.

Cette mesure permet de déterminer le pourcentage de conversion du DV et d’apprécier
lefficacité de la synthése. Elle est réalisée par utilisation d’une unité CLHP Shimadzu®
composée d'une pompe SCL-10AVP et d’'un détecteur SPD-M10A VP UV-Diode dont la
longueur d’'onde de détection est fixée a 203 nm. Une Colonne C-18 Nucléosil (250 x 4,6
mm ; 5 pm) InterChim® est utilisée a température ambiante comme phase stationnaire et la
phase mobile, constituée du mélange méthanol/eau distillée (95:5 v/v) est éluée en mode
isocratique a un débit de 0,7 mL/min. 10 pL d’échantillon, préparé par solubilisation de 100
mg du résidu de synthése prélevé dans 25 mL de THF, sont injectés manuellement afin de

déterminer la teneur en DV.

Nous avons réalisé d’abord une droite de régression avec le DV pur dans le but de
déterminer les coefficients du modéle de régression linéaire. Six standards de calibration du
DV (0,085 a 1,015 mg/mL) ont été préparés et analysés trois fois sur trois jours. Des
standards indépendants ont également été réalisés avec les mémes niveaux de
concentration en DV dans le milieu réactionnel de la synthése. Le chromatogramme du DV

en CLHP ainsi que la droite d’étalonnage obtenue sont présentés aux figures 7 et 8.
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Figure 7 : Profil chromatographique CLHP du decanoate de vinyle (DV).
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Figure 8 : Droite de régression linéaire du décanoate de vinyle (0,085 a 1,015 mg/mL) en CLHP.

Les résultats des tests statistiques de validation (choisnard et al. 2011) ont montré que
la droite d’étalonnage est valide et peut étre utilisée pour la détermination des concentrations

en DV dans le résidu de synthése.

Les paramétres caractéristiques de l'efficacité de la synthése, déterminés aprés le
dosage du DV dans le résidu de synthése sont :
- Le pourcentage de conversion du décanoate de vinyle,
- Le taux de substitution moyen par molécule de CD (TDS),

- La masse moléculaire (Mw) moyenne des CD acylés.

Ces paramétres sont calculés a partir des équations suivantes :

Taux de substitution moyen (TDS) = ([DV]; —-[DV]s)/[CD];

Masse moléculaire moyenne (Mw) = Mcp + 154 x TDS

[DV]; = concentration de DV initialement introduite dans le milieu réactionnel,
[DV] = concentration en DV qui n’a réagi (dosé dans le résidu de synthése),
[CD]; = concentration de CD meére initialement introduite dans le milieu,
Mcp = masse molaire de la CD mére,

154 = masse molaire du résidu ester — masse molaire de I'atome du proton

éliminé du squelette de CD durant la réaction de transestérification

157



Annexes

7. Diffusion des rayons X aux petits et grands angles (SAXS et WAXS)

Les expériences de diffusion des rayons X (DRX) aux petits angles sont réalisées sur
la ligne BM02 (D2AM) du CRG frangais. Les clichés de diffraction sont enregistrés a partir de
suspensions & 10 mg.mL" placées dans des capillaires de verre de 1,5 mm de diamétre, a
une énergie de 8 keV (1=1,554 A) ou 16 KeV (1= 0.776 A). Le détecteur CCD est placé a
une distance de 20-25 cm des spécimens afin d'explorer des domaines de g (0,1 4 0,6 A™)
correspondant a l'ultrastructure des nanoparticules. Des temps de pause de 50 et 300 s sont

utilisés. Les clichés sont calibrés au moyen d’un standard de behenate d'argent.

Les nanoparticules ont également soumises a des traitements thermiques (cycles de
chauffage refroidissement) dans le but d’évaluer leur stabilité thermique. Dans cette
expérience, les capillaires sont scellés a la flamme et placés dans un passeur chauffant
(Figure 9). Les capillaires sont ensuite chauffés par pas de 10T, a une vitesse d'environ
3C/min, depuis la température ambiante jusqu'a 180 T. Tous les 10T, les spécimens sont
maintenus a température constante durant 10 min afin d'enregistrer les clichés de la série de
capillaires. Les suspensions sont chauffées jusqu'a 130T, refroidies a température

ambiante puis chauffées a nouveaux jusqu'a 160<T.

Figure 9 : Passeurs automatiques d’échantillons : a gauche, passeur contenant des capillaires
bouchés par de la cire pour les traitements a température ambiante ; a droite, passeur d'échantillons
chauffant contenant des capillaires scellés.
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8. Protocole de I'’étude de pharmacocinétique

Un document de saisine a été adressé au Comité d’éthique (Com-Eth) en

expérimentation animale de Grenoble et a obtenu un accord favorable.

Des rats Wistar males agés d’au moins 8 semaines et pesant en moyenne 300 g (280-
340 g) obtenus d’un éleveur agréé (Etablissement Janvier, Le Genest saint Isle, France) sont
utilisés. A leur arrivée, les rats sont mis en stabulation durant une semaine afin qu'ils
s’acclimatent aux conditions de I'animalerie (nourriture, température : 21£1TC, hydrométrie et
cycle jour/nuit : 12h/12h). A l'issu de cette stabulation, les rats sont répartis dans des cages
en fonction de leur poids de maniere randomisée en trois groupes expérimentaux. Pour
chaque groupe expérimental, les animaux sont réparties en trois groupes de prélévement
dénommés P1, P2 et P3.

Le nombre d’animaux utilisé (72 rats au total) est déterminé sur la base du nombre de
formulations a tester (3 formulations en raison d’'une formulation par groupe expérimental),
du nombre d’essai réalisé par formulation (8 essais) et du nombre de rats utilisé par essai (3

rats en raison d’un rat par groupe de prélévement).

Trois formulations rendues isotoniques par addition de glucose sont testées en raison
d’une formulation par groupe expérimental :
- groupe 1 : nanoréservoir y-CD-Co/polysorbate 80 contenant ’ART = 1,5 mg/mL,
- groupe 2 : nanosphéres y-CD-C,o/DMPE-mPEG 2000 contenant 'ART = 0,48 mg/mL,
- groupe 3 (groupe témoin) : solution d’ART (1,5 mg/mL) dans de I'éthanol (10% v/v).

Aprés la semaine de stabulation, les animaux sont pesés individuellement. Les
animaux des groupes de prélévement P1 sont anesthésiés au pentobarbital (injection intra
péritonéale d’'une solution a 54,7 mg/mL en raison de 50 mg/kg en induction, puis de 5
mg/kg en cas de signe de réveil de I'animal). L’animal anesthésié est placé en décubitus
dorsal et un cathéter stérile connecté a une seringue est insérée dans l'artére carotide droite
dans des conditions aseptiques. Les cathéters sont remplis d’'une solution de sérum
physiologique hépariné (héparine Choay® 25 000 UI/5 mL, Laboratoire Léo, France) pour
empécher leur obstruction. Les formulations contenant 'ART sont ensuite administrées par
la veine caudale (administration unique rapide pendant 1 min) a la dose de 2 mg d’ART/kg
de poids corporel (nanoréservoirs et solution hydro-éthanolique d’ART) ou de 1,5 mg/kg

(nanospheéres).

Les animaux des groupes de préléevement P2 et P3 sont anesthésiés a l'isoflurane

(Nicholas Piramal, London, 4 % en induction puis 1,5 % en entretien) puis les formulations
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sont administrées au niveau de la veine caudale a la méme dose que précédemment. Aprés
injection, les animaux sont réveillés et remis dans leurs cages ou ils reprennent une activité
normale dans les conditions de nourriture, de température et d’hydrométrie de I'animalerie. 6
h (groupe P2) ou 24 h (groupe P3) aprés linjection, les animaux sont anesthésiés au
pentobarbital (injection intra péritonéale, solution a 54,7 mg/mL, 50 mg/kg en induction, puis
de 5 mg/kg en cas de signe de réveil de I'animal). Un cathéter est implanté dans l'artére

carotide dans les mémes conditions que préecédemment.

Les préléevements sanguins sont réalisés au moyen du cathéter mis en place dans
I'artére carotide. Le sang (600 pl), est recueilli dans des tubes héparinés a des intervalles de
temps fonction du groupe de prélévement : avant injection des formulations, et aux temps 5,
15, 60 et 120 min aprés l'injection pour le groupe P1 ; 6 et 8 h aprés I'injection pour le groupe
P2 et 24 h aprés l'injection pour le groupe P3. Le sang collecté est immédiatement centrifugé
a 5000 tours/min pendant 10 min a +4C, puis le plasma transféré dans des cryotubes pour
étre congelé a -20T jusqu’a l'analyse. Afin de minimiser les risques d’hypovolémie, un
volume équivalent (600 pL) de soluté physiologique (NaCl 0,09 %) hépariné est administré
aprés chaque prélévement. L’hématocrite est également déterminé a chaque prélévement

afin de détecter une hémodilution éventuelle.

Les volumes de sang prélevé par rat du groupe P1 sont d’environ 3 mL soit moins de
20 % du volume sanguin total de I'animal. Les quantités de sang prélevé chez un rat en une
fois ou pendant toute la durée de I'expérimentation, sont tolérées chez le rat, surtout que
'animal recoit, suite au prélévement sanguin, une solution de remplacement. Dans ces
conditions, les prélevements ne provoquent pas d’effets notables sur le volume d’éjection

cardiaque ou la pression artérielle.

L’ART est quantifiée dans le plasma par utilisation de la méthode CLHP-DEDL apres
extraction préalable suivant une procédure décrite par Ashton et al. (1998). Concretement,
300 pL de chaque échantillon de plasma est transféré dans un tube a essai dans lequel on y
ajoute 600 uL de tampon phosphate (0,3 M, pH 3,5) et 60 pL d’eau oxygénée (H.0,) a 30 %
pour faire précipiter les protéines. Les tubes sont plongés dans un bain de glace dans lequel
ils sont soumis a agitation magnétique pendant 15 min avant I'extraction par 2,4 mL du
mélange hexane/n-butanol (94:6 v/v). Les tubes sont ensuite centrifugés (5000 tours/min
pendant 10 minutes a 4C) puis 2 mL d’aliquot sont récoltés de la phase organique et
évaporer a sec sous air comprimé. Le résidu sec est reconstitué dans 200 yL de méthanol,

filtré sur filtre en nylon puis injecté au systéme analytique CLHP-DEDL.
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Résumé

Résumé : L’artémisinine (ART) est un composé antipaludique majeur trés actif sur les
souches multi-résistantes de Plasmodium falciparum. Cependant, son application clinique
est limitée par sa faible solubilité en milieu aqueux et sa faible biodisponibilité par voie orale.
La mise en ceuvre de cyclodextrines (CDs) bioestérifices et de dérivés amphiphiles
polyoxyéthylénés permet de viser deux objectifs : i) d’'une part d’'améliorer la concentration
aqueuse d’ART a travers son association aux vecteurs colloidaux de CDs modifiées et ii)
d’autre part d’améliorer sa biodisponibilité et son efficacité thérapeutique a travers la
décoration de la surface des vecteurs. La décoration surfacique est sensée augmenter le
temps de circulation sanguine des nanovecteurs de maniére a maintenir des doses
plasmatiques efficaces d’ART sur une longue période, suite a une administration
intraveineuse. Des suspensions colloidales stables suffisamment chargées d’ART ont été
mises au point permettant de palier le probléme d’insolubilité en milieu aqueux de la
molécule active et donc d’envisager son administration par voie parentérale. Les essais de
lyodisponibilité indiquent que 'ART est libérée des nanosystémes pendant une période de 4
jours pour les nanoréservoirs et de 11 jours pour les nanosphéres. En plus des
caractérisations physico-chimiques et pharmacotechniques, les potentialités des
nanoparticules décorées en surface ont été évaluées et comparées au cours de tests
biologiques. In vitro, '’ART mise en forme a montré une bonne efficacité sur des souches
plasmodiales choloroquino-sensibles (3D7) et chloroquino-résistantes (K1) avec des Cls, trés
faibles de lordre de 3 a 6 ng/mL. Le concept de co-nano-assemblage de dérivés
amphiphiles de y-CD-C, bioestérifiée et de polyéthylene glycol (PEG) dans les conditions de
nanoprécipitation semble étre une approche intéressante pour conférer des propriétés de
furtivité aux nano-systéemes de y-CD-C4,. En effet, les études in vitro mettent en évidence
une diminution significativement de la phagocytose par les cellules macrophagiques et/ou de
'adsorption des protéines du complément sérique a la surface des nanoparticules de y-CD-
C1o décorées par le polysorbate 80, le stéarate de PEG1500, et le DMPE-mPEG2000. In
vivo, nous observons une augmentation du temps de circulation sanguine des
nanoréservoirs y-CD-Co/polysorbate 80 et des nanosphéres y-CD-C4o/DMPE-mPEG2000.
Enfin, les études de pharmacocinétique réalisées chez le rat montrent que les paramétres
pharmacocinétiques de I'ART sont améliorés lorsqu’elle est associée aux deux systémes
nanoparticulaires précédents. En effet, des valeurs de clairance plasmatique trés faibles et
de temps de demi-vie plasmatique longs (3 et 5 heures, respectivement) de I'ART ont été
enregistrées avec ces deux formulations. Ces formes vectorisées d’ART mises au point
ouvrent de perspectives intéressantes pour la prise en charge thérapeutiques des crises de
paludisme sévére.

Mots clés : paludisme, artémisinine, cyclodextrines bioestérifiées, polyéthyléne glycol,
nanoparticules, évaluations biologiques.
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Résumé : L’artémisinine (ART) est un composé antipaludique majeur trés actif sur les souches
multi-résistantes de Plasmodium falciparum. Cependant, son application clinique est limitée par sa
faible solubilit¢é en milieu aqueux et sa faible biodisponibilité par voie orale. La mise en ceuvre de
cyclodextrines (CDs) bioestérifiées et de dérivés amphiphiles polyoxyéthylénés permet de viser deux
objectifs : i) d’'une part d’améliorer la concentration aqueuse d’ART a travers son association aux
vecteurs colloidaux de CDs modifiées et ii) d’autre part d’améliorer sa biodisponibilité et son efficacité
thérapeutique a travers la décoration de la surface des vecteurs. Des suspensions colloidales stables
suffisamment chargées d’ART ont été mises au point permettant de palier le probléeme d’insolubilité en
milieu aqueux de la molécule active et donc d’envisager son administration par voie parentérale. Les
essais de lyodisponibilité indiquent que 'ART est libérée des nanosystémes pendant une période de 4
jours pour les nanoréservoirs et de 11 jours pour les nanospheres. In vitro, 'ART mise en forme a
montré une bonne efficacité sur des souches plasmodiales choloroquino-sensibles (3D7) et
chloroquino-résistantes (K1) avec des Clg, trés faibles de I'ordre de 3 a 6 ng/mL. Le concept de co-
nano-assemblage de dérivés amphiphiles de y-CD-C,, bioestérifiée et de polyéthyléne glycol (PEG)
dans les conditions de nanoprécipitation semble étre une approche intéressante pour conférer des
propriétés de furtivité aux nano-systémes de y-CD-Cq. En effet, les études in vitro mettent en
évidence une diminution significativement de la phagocytose par les cellules macrophagiques et/ou de
l'adsorption des protéines du complément sérique a la surface des nanoparticules de y-CD-Cyq
décorées par le polysorbate 80, le stéarate de PEG1500, et le DMPE-mPEG2000. /n vivo, nous
observons une augmentation du temps de circulation sanguine des nanoréservoirs y-CD-
Cio/polysorbate 80 et des nanosphéres y-CD-Co/DMPE-mPEG2000. Enfin, les études de
pharmacocinétique réalisées chez le rat montrent que les paramétres pharmacocinétiques de I'ART
sont améliorés lorsqu’elle est associée aux deux systéemes nanoparticulaires précédents. En effet, des
valeurs de clairance plasmatique trés faibles et de temps de demi-vie plasmatique longs (3 et 5
heures, respectivement) de I'ART ont été enregistrées avec ces deux formulations. Ces formes
vectorisées d’ART mises au point ouvrent de perspectives intéressantes pour la prise en charge
thérapeutiques des crises de paludisme sévere.

Mots clés : paludisme, artémisinine, cyclodextrines bioestérifiées, polyéthyléne glycol, nanoparticules,
évaluations biologiques.

Abstract: Artemisinin (ART) is a potent antimalarial drug. He has a fast action against chloroquine-
sensitive and chloroquine-resistant strains of P. falciparum, making it very effective in the treatment of
multidrug-resistant malaria. However, its poor aqueous solubility, short half-life and high first-pass
metabolism limit its use in therapeutics. The purpose of the present study was to investigate the
potential of self-assembled bio-transesterified cyclodextrin-based nanocarriers as ART delivery
systems for an intravenous route. The objective was twofold: (i) to improve the ART dosage through its
association with cyclodextrin esters-based nanocarriers, (ii) to ensure a sufficient blood circulation time
of the nanocarriers through their surface decoration, which is a prerequisite to reach infected
erythrocytes after systemic administration. Stable colloidal suspensions with good ART association
rate (95 %) were developed. ART-loaded nanodevices exhibited a sustained release profile over 4
(nanoreservoirs) or 11 days (nanospheres). All the formulations inhibited the growth of cultured
Plasmodium falciparum, both multi-resistant K1 and susceptible 3D7 strains with ICs, values (3 and 6
ng.mL'1) comparable to those of reference ART solution. The concept of co-nano-assemblage of y-
CD-C4 and amphiphilic polyethylene glycol (PEG) derivatives seems to be an interesting approach to
impart stealth properties to cyclodextrin-based nanosystems. Indeed, the in vitro assessments showed
that plasma proteins adsorption and phagocytosis by macrophage cells triggered by non-decorated y-
CD-C4o nanovecteurs can be significantly reduced with y-CD-C;o nanoparticles decorated by
polysorbate 80, PEG1500 stearate, and mPEG2000-DMPE. In vivo, prolonged blood circulation times
were evidenced with y-CD-C10/polysorbate 80 nanoreservoirs and y-CD-C10/DMPE-mPEG2000
nanospheres. Finally, a comparative pharmacokinetic study was carried out on healthy rat after a
single iv administration. ART-loaded DMPE-mPEG2000/y-CD-C10 nanospheres and polysorbate 80/y-
CD-C10 nanoreservoirs displayed improved pharmacokinetic profiles, compared to ART solution.
Indeed, lower plasma clearance and longer half-life (3 and 5 hours, respectively) of ART were
obtained with both formulations. These colloidal formulations of ART may provide a promising
alternative for the treatment of severe malaria.

Keywords: Malaria, artemisinin, bioesterified cyclodextrins, polyethylene glycol, nanoparticles,
biological evaluations.
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