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Résume

Les liposomes sont l'un des systémes de vectorisation de molécules actives les plus utilisés
car ils permettent d’encapsuler les molécules hydrophiles, lipophiles et amphiphiles. Ils améliorent
leur solubilité, stabilité et biodisponibilité. Ces molécules sont piégées dans les bicouches
lipidiques, et leur taux d'encapsulation dépend du procédé de fabrication (eg : Injection d’éthanol
peut atteindre une efficacité d’encapsulation de 99.87%) et aussi de la masse a encapsuler et du
type d'additifs utilisées, tel que I’utilisation de 1’acide stéarique et le stéarate de calcium donne le
meilleur taux d’encapsulation (86%). Comme le montre notre étude comparative des travaux
antérieurs qui était essentiellement le but de notre travail. Vue leurs avantages, les liposomes sont

utilisés dans de nombreux domaines pharmaceutiques, agricoles et cosmétiques.

Mot clés : Liposomes, Activité antioxydants, Efficacité d’encapsulation.

Abstract

Liposomes are one of the most widely used active molecule delivery systems because they
encapsulate hydrophilic, lipophilic and amphiphilic molecules. They improve their solubility,
stability and bioavailability. These molecules are trapped in the lipid bilayers, and their rate of
encapsulation depends on the manufacturing process (eg: Ethanol injection offers the best
encapsulation efficiency of 99.87%), as shown by our comparative study of pervious work which
was essentially the goal of our work. besides the mass to be packed and the type of additives. The
use of stearic acid and calcium stearate gives the best encapsulation rate (86%). Because of their

advantages, liposomes are used in many pharmaceutical, agricultural and cosmetic areas.

Keywords: Liposome, Antioxidant activity, Encapsulation efficiency.
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Introduction générale

Introduction géenérale

Aujourd’hui, grace aux progres technologique et scientifique dans le domaine de la santé,
certaines maladies qui étaient mortelles auparavant sont devenues curables voire évitables. Les
autorités sanitaires veillent et mettent en place des réglementations de plus en plus strictes pour
s’assurer que les médicaments commercialisés affichent un rapport bénéfice/risque favorable au
patient. Les traitements meédicamenteux présentent aussi des effets indésirables pour le patient.
Une des causes de ces effets indésirables est I’action des molécules thérapeutiques sur les cellules

saines de I’organisme.

Un médicament administré subit des transformations par 1’organisme humain avant
d’arriver a son site d’action. Ces transformations ne sont pas toujours favorables a I’activité du
médicament. Des solutions galéniques et chimiques sont employées afin de résoudre ce probleme
dans la mesure du possible. Pour éviter ’action des molécules médicamenteuses sur les cellules
saines et empécher la transformation de ces molécules avant d’arriver sur leur site d’action,
plusieurs pistes de ciblage des cellules malades ont été développees au cours des 50 derniéres
années. La thérapie ciblée est surtout avantageuse dans les traitements médicamenteux qui
impliquent 1’utilisation de molécules hautement toxiques, comme dans le cas de la chimiothérapie
anticancéreuse. Une des pistes de ciblage est la vectorisation de principe actif en utilisant les

liposomes [1].

Les liposomes ont été largement étudiés depuis les années 1970 comme vecteurs de
médicaments pour améliorer la délivrance de I'agent thérapeutique a des endroits spécifiques du
corps. Lorsque les phospholipides sont dispersés dans l'eau, ils forment spontanément une
structure fermée avec un environnement aqueux interne délimité par la membrane bicouche des

phospholipides, ce systeme vésiculaire est appelé liposome [2].

Les liposomes sont de petites vésicules de forme sphérique qui peuvent étre produites a
partir de cholestérol, de tensioactifs non toxiques, de sphingolipides, de glycolipides, d'acides gras

a longue chaine et méme de protéines membranaires [3].

Structurellement, les liposomes sont des cellules nerveuses concentriques dans lesquelles
un volume aqueux est entierement entouré par une bicouche lipidigue membranaire. Les
membranes sont généralement constituées de phospholipides, qui sont des molécules ayant un

groupe de téte hydrophile et un groupe de queue hydrophobe, La téte est attirée par l'eau et la

-1-
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queue, qui est constituée d'une longue chaine d'hydrocarbures, est repoussée par l'eau. La
membrane plasmique fait face aux solutions aqueuses des deux cOtés, ses phospholipides s'y
adaptent en formant une bicouche de phospholipides dont les queues hydrophobes se font face.

[4].

La vectorisation en utilisant les liposomes permet de vehiculer par encapsulation et libérer
le principe actif directement sur son site d’action. Ceci permet d’avoir une concentration élevée
de principe actif au sein du tissu cible. L’encapsulation de principe actif dans des liposomes offre

les avantages suivants :

- libération programmée du principe actif; protection du principe actif contre la dégradation par

I’organisme humain afin de garder I’intégrité du principe actif jusqu’a son site d’action;
- diminution de la toxicité du principe actif en évitant son action sur les cellules saines;
- possibilité d’administrer par voie intraveineuse des principes actifs insolubles dans 1’eau [1].

Si la notion de radicaux libres est connue des chimistes depuis les années 30, ce n’est que
depuis les années 1990, avec I’avénement du concept de stress oxydatif, que les données sur la
réactivité des radicaux libres et leurs actions déleteres sur les systéemes biologiques connaissent
une véritable explosion scientifique. Un consensus existe aujourd’hui concernant 1’implication des

radicaux libres dans la pathogénie et la physiopathologie d’affections variées.

Des molécules dites antioxydants interviennent selon différents modes d’action afin de
limiter la production des radicaux libres. Elles constituent donc un mécanisme de défense pour

I’organisme [5].

Jusqu'a présent, les liposomes se sont révélés tres prometteurs en tant que vecteurs
potentiels de composés biologiquement actifs dans les industries cosmétique et pharmaceutique.
Ces applications ont été étendues aux industries alimentaires et agricoles, ou des substances
instables telles que les antioxydants, les arémes et les antimicrobiens ont été explorées pour
I'encapsulation liposomale. Dans tous ces domaines d'application, les liposomes ont été considérés

comme les systéemes d'administration les plus performants en raison de leurs multiples avantages

[3]

Notre travail est organisé en 3 chapitres :
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Chapitre 01 : Les liposomes. Dans ce chapitre, nous allons revenir plus particulierement sur la

signification du terme « liposome ». Puis nous 1’étudierons d’un c6té chimique et biologique.

Chapitre 02 : Les anti-radicalaires et les antioxydants. On va parler dans ce chapitre des
antioxydants et des radicaux libres ; leurs classifications, leurs modes d'action, et leurs
applications...

Chapitre 03 : Les travaux antérieurs. Ce dernier chapitre est consacré aux quelques travaux
antérieurs afin de récapituler les résultats de chaque expérience, ensuite déduire les différences

entre elles pour définir les meilleures conditions opératoires



Chapitre I
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I. Les liposomes

I.1. Introduction

Le terme de liposome ne s’applique qu’a D’entité comprenant une vésicule et une
composition a base de phospholipides. En effet, ils sont des vésicules constituées d’un volume
interne aqueux entouré d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques concentriques. Ils sont de plus
en plus développés dans la recherche pharmaceutique comme vecteurs de médicaments car ils
permettent d’encapsuler des principes actifs de solubilité différente. Ils sont notamment utilisés
pour favoriser la solubilité de substances actives insolubles en milieu aqueux, pour augmenter leur
biodisponibilité, pour améliorer dans certains cas la stabilité et pour diminuer les effets
indésirables [6].

Dans ce chapitre, nous allons revenir plus particuliérement sur la signification du terme «
liposome ». Puis nous I’étudierons d’un c6té chimique (découverte, propriétés, composition,

préparation...) et d’un autre c6té biologique (application, dégradation, stabilité...).
1.2. Historique

L'histoire des liposomes remonte au milieu des années 1960 et le mérite de leur naissance
revient a Bangham et ses collégues, qui ont découvert que les phospholipides en présence de
solvants appropriés forment des bilayes membranes qui finissent par s'enrouler pour former des
vesicules unilamellaires ou multilamellaires. L'histoire de Les liposomes peuvent étre divisés en

trois périodes : La genése, le Moyen Age et I'ere moderne.

e Geneése (1968-75)

La caractérisation physico-chimique des liposomes avait été réalisée a cette époque. De
plus, une méthode d'hydratation du film lipidique mince avait été mise au point pour préparer les
vésicules multilamellaires (VML). Les liposomes ont été largement utilisés pour étudier la nature
de la membrane biologique en raison de la proximité des membranes bicouche avec la membrane

biologique.

e Moyen age (1975 - 85)
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L'utilité des liposomes a été améliorée a la suite de recherches fondamentales qui ont
permis de mieux comprendre leur stabilité et I'interaction caractéristiques au sein du systeme. Cette
période a également porté sur la découverte de diverses méthodes alternatives pour la préparation
des liposomes. En outre, en raison de la disponibilité de vastes connaissances sur les propriétés
physico-chimiques des liposomes, leur comportement dans le corps, leur interaction avec les
cellules, des tentatives ont été faites pour améliorer leurs performances en tant que systémes de
transport de médicaments.

e L'ere moderne (a partir de 1985)

Aujourd'hui, les liposomes sont utilisés avec succes dans diverses disciplines scientifiques,
notamment les mathématiques et la physique théorique, la biophysique (propriétés des
membranes), la chimie (catalyse, énergie conversion), la science des colloides (stabilité,
thermodynamique des systemes finis), la biochimie (fonction des protéines membranaires) et la
biologie (excrétion, fonction cellulaire). En outre, la renaissance de la recherche sur les liposomes

promet de nombreux autres produits a venir dans un avenir proche [7].
1.3. Définition des liposomes

Iy a deux sources principales qui engendrent la pollution une source naturelle representée
par Le mot liposome est dérivé des mots grecs « lipos» qui signifie gros, et « soma » qui signifie

corps [4].

Les liposomes sont définis comme des vésicules sphériques dont la taille des particules
varie de 30 nm a plusieurs micrometres. lls sont constitués d'une ou plusieurs bicouches lipidiques
entourant des compartiments aqueux, ou les groupes de tétes polaires sont orientés vers les phases
aqueuses intérieures et extérieures [8]. Leur intérét réside principalement sur la possibilité de
vectorisé des substances, soit par inclusion dans la membrane lipidiques. Soit par encapsulation
dans I’espace interne. Il est donc possible d’y encapsuler des principes actifs de solubilités tres

différente (hydrophile, amphiphile ou lipophile) [9].
I.4. Composition des liposomes

Les liposomes sont constitués généralement d’un ou de plusieurs types de phospholipides.
Ils sont non-toxigues, non-immunogénes, biocompatibles et biodégradables.

Le cholestérol entre souvent dans la composition des liposomes [10]
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1.4.1. Les phospholipides

Les phospholipides ont les caractéristiques d'une excellente biocompatibilité et d'une
amphiphilicité et ont une propension a former des liposomes, qui peuvent étre employés comme
transporteurs de médicaments. Ils sont des molécules dans lesquelles les tétes hydrophiles et les

chaines acyles hydrophobes sont liees a l'alcool. La variation des groupes de téte, des chaines

Les liposomes

aliphatiques et des alcools conduit a I'existence d'une grande variété de phospholipides [11].

Les phospholipides sont construits a partir du glycérol dont deux fonctions alcool ont été
estérifiées par des acides gras qui forment la zone hydrophobe (apolaire) de la molécule de
phospholipide. La troisieme fonction alcool porte un groupe phosphate polaire, lui-méme estérifié
par différents groupements (glycérol, choline, éthanol amine, sérine et inositol) (Tableau 1.1),
constituant la téte polaire du phospholipide [10].

Tableau I-1: Exemples de groupement chimique associé au phosphate des

phospholipides [10].

Nom classique Abréviation Formule chimique du groupement
associé au phosphate des phospholipides
Acide phosphatidique PA H
Phosphatidylcholine PC -CH3-CH>-N(CH3);"
Phosphatidyléthanolamine PE
-CH,-CH>-NH;
Phosphatidylsérine. PS
-CH,-CH-(COO)NH3"
Phosphatidylinositol Pl
i
H.-T OH
G\J H ﬁh;-r
RO " H
H OH
Phosphatidylglycérol PG

-CH>CHOH-CH>,OH

Les phospholipides utilisés pour la préparation des liposomes doivent étre trés purs (pureté

supérieure a 99 %), ils doivent étre exempts de lysophosphatidyl-choline (lysoPC), dont la
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présence augmente considérablement la perméabilité des membranes des phospholipides. Les
phospholipides insaturés sont des molécules que I'on doit manipuler avec précaution; en effet
I'oxydation en présence de lI'oxygéne de l'air, peut donner des composes toxiques. Ils doivent étre
conserveés sous leur forme solide ou en solution a-20°C ou a -70°C, en présence d'azote ou d'argon.

Les solutions doivent étre conditionnées dans des tubes scellés de fagon hermétique ou

dans des ampoules injectables, a I'abri de la lumiére.

e Les phospholipides les plus utilisés:

4+ Phospholipides naturels :

Les phospholipides naturels peuvent étre extraits de lécithine d'ceuf ou de soja et sont
caractérises par leurs différents degrés de pureté. . Ces phospholipides naturels sont chers et

instables, ils subissent des dégradations enzymatiques, des insaturations et des peroxydations.

4+ Phospholipides synthétiques :

Ce sont des produits stables, bien purs car les chaines sont toujours les mémes. Leur

polarité est différente avec des charges de surfaces souvent différentes.
Ex : Dipalmeétylphosphatidylcholine [12].

Groupement

hosphate
Hydrophile 3 3
Glycérol
ou
H\'r.hﬁllhuln-
Phosphatidyl =i Phosphatidyl cholin
O-CH, ®s) B T e
OCH o B P
H;C O PO H;CO PO
o~ o
Phosphatidyl Phosphatidyl inositol
O-CH, éthanolumine O-GH, ®1n
O¢H o ) OGH o
Hzc.o.lp_o.. \ HzCO‘IP'Of
o~ o

Figure I-1: Structure des phospholipides [9].
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1.4.2. Le cholestérol

Le cholestérol est une substance molle et cireuse. Trouvée parmi les lipides ou les graisses
dans la circulation sanguine et dans toutes les membranes cellulaires, il est nécessaire pour la
biosynthése des membranes cellulaires, plusieurs hormones, la vitamine D, et les acides biliaires
nécessaires a la digestion des graisses présentes dans nos aliments.

Le cholestérol est le stérol majeur dans le corps humain et appartient a la classe

desmolécules appelées stéroides [13].

HO B

Figure 1-2: Structure de la molécule de cholestérol (C27H460) [13].

Le stérol le plus employé est le cholestérol (ajouté généralement a raison de 30 % dans la
composition lipidique). 1l a une grande influence sur la fluidité de la paroi et sur la stabilité des
liposomes dans le sang aprés leur administration. Le cholestéroldiminue la fluidité de la bicouche
lipidique car la structure rigide du stéroide limite les mouvements des chaines des acides gras. 1l
diminue ainsi la perméabilité membranaire pour les molécules hydrosolubles et enfin, il augmente
la rigidité de la bicouche favorisant ainsi sa stabilité en milieu sérique. Les liposomes sans
cholestérol ont tendance a interagir avec les protéines du sang comme ’albumine, la transferrine

ou les macroglobulines [9].

1.4.3. Les agents antioxydants

Ils sont utilisés pour réduire les phénoménes d'oxydation des liaisons insaturées des chaines
acylés des phospholipides. Exemple : I’a-tocophérol, le BHT (butylhydroxytoluene), ou le BHA
(butylhydroxyanusol) [12].
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1.5. Structure des liposomes

Les liposomes sont des vésicules formées de bicouches lipidiques concentriques,
constituant une zone hydrophobe propre a la vectorisation de molécules hydrophobes et présentant
un cceur hydrophile spécifique a la vectorisation de molécules hydrophiles. Dans le domaine
biomédical, ces structures déformables sont des transporteurs de principes actifs thérapeutiques ou
d’agents d’imagerie présentant une forte biocompatibilité [14].

La structure des liposomes dépend de leur composition, mais également de leur mode de
préparation. Dans la grande majorité des cas, les étapes générales d’obtention des liposomes sont
les suivantes :

* Dissolution des lipides dans un solvant organique,

 Evaporation du solvant organique,

« Dispersion des lipides séchés dans une solution aqueuse [6].

Compartiment aqueux
interne

Bicouche
phospholipidique

Figure 1-4: Coupe transversale d’un liposome [15].
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1.6. Propriétés physico-chimiques des liposomes

Elles représentent un ensemble de parametres physico-chimiques lors de la mise en ceuvre
des procédés de préparation des liposomes. La variation de ces parameétres va favoriser une

utilisation ultérieure d’un type de vecteur lipidique en dépit d’un autre.

1.6.1. Taille et forme des liposomes

La taille moyenne et la distribution de taille sont des parametres qui doivent étre modulés
en fonction de l'application ultérieure du systéeme liposomal. Il a été démontré que la taille
moyenne des liposomes est influencée par la composition lipidique et la méthode de préparation.
Les techniques de mesure utilisées relevent de la nanotechnologie. La taille moyenne d'une
dispersion aqueuse de liposomes peut étre mesurée en utilisant la diffusion dynamique de la
lumiére DLS (Dynamic light scattering). Fonctionnant avec la détection hétérodyne. Elle permet

d’indiquer la taille mais ne donne pas de précision sur la forme et la structure liposomales [16].

1.6.2. Potentiel des liposomes

L'utilisation potentielle de liposomes comme molécules porteuses de médicaments, contre
certaines souches bactériennes résistantes aux traitements conventionnels présents un grand
intérét. En plus de réduire le niveau de toxicité des médicaments, le liposome permet de prolonger
la demi-vie d'une molécule biologique et de diminuer la quantité a administrer. En augmentant la
durée de contact de l'antibiotique avec la cellule bactérienne, on potentialise son effet et cela avec
des doses beaucoup moins importantes d'antibiotique. Les drogues incorporées dans les liposomes
sont protégées contre les attaques enzymatiques et immunologiques de I'n6te. En plus de présenter
une activité thérapeutique accrue, les drogues encapsulées dans les liposomes peuvent présenter
une distribution différente dans les tissus comparativement a I'état libre. Les liposomes pourraient

également étre utilisés dans des protocoles de traitement [17].

1.6.3. Température de transition

Température de transition de phase liée a la nature des chaines des phospholipides et de
leur degré d’insaturation. Sous l'influence de la température, 1’état lamellaire peut osciller

réversiblement entre plusieurs configurations (transitions de phase) :

e les chaines grasses sont paralléles et rigides a une température inférieure a celle de la

transition de phase.
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e les chaines grasses sont mobiles (état dit «fluide») a une température supérieure a celle de
la transition de phase. Ces états sont de premiére importance dans la mesure ou ils
conditionnent les capacités d’échange avec le milieu environnant (perméabilité, échange de
composes de la paroi) [18].

La technique traditionnelle pour la détermination des transitions de phase lipidique est la
calorimétrie différentielle a balayage DSC (Differential scanning calorimetry), Le principe de la
méthodologie est basé sur I'évolution des propriétés thermiques des phospholipides lors de la
transition de phase. L'absorption de chaleur se produit lorsque les liposomes subissent une
transition de phase d'une phase de gel ordonnée & une phase cristalline fluide désordonnée.
L'absorption de chaleur est enregistrée comme un flux de chaleur dans le DSC en fonction de la
température. La température enregistrée au flux thermique maximum est définie comme la Tm
(Melting Point) du lipide. Bien que la Tm soit lié a la perméabilité des liposomes, la connexion
entre eux est indirecte. En effet, la détermination de la Tm par DSC est basée sur les propriétés

thermiques des liposomes, et non sur le changement conformationnel des liposomes [19].

1.6.4. Mobilité électrophorétique des liposomes

Les phospholipides acides comme la phosphophatidylsérine, le phosphatidylglycerol, le
dicétylphosphte ou les acides phosphatiques qui conférent une charge négative aux liposomes
peuvent avoir une influence considérable sur Tc (Température de cristallisation). Ainsi, la valeur
de Tc des phospholipides acides peut étre modulée par des interactions avec des cations divalents,
par exemple, les ions calcium et magnésium a des concentrations physiologique (0,1-10mM)

peuvent augmenter la température [20].

1.6.5. Miscibilité des phospholipides

La miscibilité des phospholipides doit étre prise en considération lors de l'utilisation de
plusieurs Pl différents pour la fabrication de chémoliposomes. Par exemple, deux molécules de
phosphatidylcholine qui différent par deux atomes de carbone dans leur chaine d'acide gras sont
miscibles, ceux qui different par quatre atomes de carbone sont partiellement miscibles, alors que
ceux différant par six atomes de carbone sont non miscibles et sont a I'état de gel. La sélection de
phospholipides non miscibles dans la fabrication de chémoliposomes, entraine l'apparition de
domaines de fluidité ou d'organisations hétérogénes de la membrane, ce qui provoque une

augmentation de la taille des vésicules et affecte leur perméabilité [16].
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1.6.6. Lamellarité

La lamellarité et la taille des vésicules lipidiques sont généralement les caractéristiques
les plus importantes. La lamellarité est le nombre de bicouches lipidiques entourant I'espace
aqueux interne des vésicules lipidiques. Les vésicules sont observées par différentes techniques
analytiques, comme par exemple, la microscopie électronique. L.’observation microscopique
directe donne des informations sur la taille, I’homogénéité de 1'échantillon et la lamellarité des
liposomes. La lamellarité d'une préparation de liposomes peut étre également déterminée en

utilisant la résonance magnétique nucléaire (RMN) [16].
1.7. Classification

Il existe différentes classes de liposomes. Leur classification et leur dénomination se fait
le plus souvent selon des criteres structuraux (taille, lamellarité), mais on peut aussi les classer
selon des critéres plus fonctionnels (composition et leur application in vivo) ou méme, selon leur

méthode de préparation.

1.7.1. Classification de liposomes selon leurs critéres morphologique

Les différents liposomes se distinguent selon leur taille mais aussi selon leur nombre de
bicouches lipidiques ou lamellaire Plusieurs abréviations sont utilisées pour les désigner d’aprés

ces deux critéres [6].

1.7.1.1. Les liposomes multilamellaires

Dans les liposomes multilamellaires, Les veésicules ont une structure d'oignon.
Classiquement, plusieurs veésicules unilamellaires se formeront a l'intérieur de l'autre avec une
taille plus petite, créant une structure multilamellaire de spheres phospholipidiques concentrigues
séparées par des couches d'eau, Leur diamétre total, suivant le nombre de lamelles, est compris
entre 400 a 3500 nm [3].

1.7.1.2. Les liposomes unilamellaires

Répartis en trois catégories selon I’importance de leur taille : les liposomes de grande taille
LUV (Large unilamellar Vesicle) allant de 80 nm a 1um de diamétre, des liposomes unilamellaires

géants GUV : (Giant unilamellar Vesicle) d’une taille supérieure a 1 um [16].
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Figure 1-5:Classification des liposomes [6].

1.7.2. Classification selon des criteres technologiques

Il existe une grande diversité de procédés de préparation des liposomes. Chaque procédé
génére des liposomes de caractéristique donnée: Lamellarité et diametre en particulier. Mais ils
peuvent également étre choisis en fonction de critéres tels que le taux d’encapsulation et de

conditions de préparation respectant 1’intégrité chimique des constituants de la formule [9].

Tableau I-2: Classification des liposomes selon les procédés de préparation [6].

Source endogenes Source exogenes
NADPH oxydases Tabagisme

Chaine respiratoire mitochondrial Cytokine pro-inflammatoire
Xanthine oxydase Chimiothérapie

Atherogénése Radiation ionisantes
Lipo-oxygénase Radiation UV

Phagocytes Toxigue enviromentaux
Inflammation Champs électriques

Etat d’ishémie-reperfusion Xeénobiotique pro-oxydant
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1.7.3. Classification selon leur composition et leur application in vivo
1.7.3.1. Liposomes de 1ére génération (Liposomes Conventionnels)

Des vecteurs dits de premiere génération, ont été mis au point dans les années 1970 par des
équipes européennes [21]. Ils contiennent seulement le principe actif (PA) encapsulé dans la
vésicule formée par la bicouche lipidique (Figure 4). Ces liposomes sont injectés dans la
circulation sanguine. Certaines protéines plasmatiques, opsonines, s’adsorbent a la surface de ces
liposomes pour les marquer comme « non-soi » [1]. Bien que les liposomes soient comme des
biomembranes, ils sont toujours des objets étrangers du corps. Par conséquent, les liposomes sont
connus par le systeme phagocytaire mononucléaire MPS (Mononuclear phagocyte) apres contact
avec des protéines plasmatiques. En conséquence, les liposomes sont éliminés de la circulation

sanguine [3].

Figure 1-6: Liposome de premiere génération [22].
1.7.3.2. Liposomes de deuxieme génération (furtifs)

Ils utilisent des polymeéres hydrophiles (matériaux ayant une affinité particuliere avec un
milieu liquide) qui sont fixés a la surface des nanoparticules. Conséquence : ils sont moins
reconnus comme étrangers par [’organisme et circulent dans le sang plus longtemps (on dit qu’ils
sont « furtifs ») [3].C’est a dire invisibles pour les macrophages et capables de diffuser de maniere
sélective a travers des capillaires rendus plus perméables par une réaction inflammatoire [23]. Ce
type de médicaments peut ainsi étre utilisé pour le traitement des tumeurs cancéreuses. « Les
nouveaux vaisseaux sanguins formés par une tumeur sont plus poreux que des vaisseaux sains,
explique Patrick Couvreur. Les nanomédicaments traversent donc plus facilement la paroi de ces
vaisseaux et réussissent ainsi a atteindre les cellules malades. » Plus gros qu’une simple molécule,

les nanomédicaments sont retenus plus longtemps au sein de la tumeur, ce qui prolonge leur action

[3].
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Figure I-7: Liposome de deuxiéme génération [16].

1.7.3.3. Liposomes de 3éme génération (Immunoliposomes)

Les liposomes a ciblage actif sont ceux dont la surface est décorée a I’aide d’un ligand
spécifique, tel que les anticorps monoclonaux ou des fragments d’anticorps, les peptides, les
facteurs de croissance, les glycoproteines ou les glucides, capable de reconnaitre un récepteur
cellulaire spécifique surexprimé au niveau du site cible en vue d’augmenter la sélectivité de
I’interaction liposome-cellules et de favoriser I’internalisation des liposomes dans des cellules

cibles par endocytose médiée par ce récepteur [24].

Figure 1-8: Représentation en trois dimensions d’un liposome de
troisiéme génération, on peut remarquer 1’endroit ou les ligands sont placés.

Ceux-ci sont schématises par des triangles verts [25].

1.8. Les différents types d’instabilité

Les probleémes d'instabilité qu’une préparation liposomale peut subir sont :

1.8.1. Instabilit¢é Chimique (réactions d’oxydation, d’hydrolyse)

Les phospholipides sont des gras chimiguement insaturés, des acides qui sont sujets a

l'oxydation et a I'hydrolyse, qui peuvent altérer la stabilité du produit pharmaceutique.
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En outre, le pH (potentiel hydrogéne), la force ionique, le systéeme de solvant et les espéces
tamponnées jouent également un réle majeur dans en maintenant une formulation liposomale. En
effet La réaction chimique peut étre induite méme par la lumiere, l'oxygene, la température et les
ions de métaux lourds. La détérioration par oxydation implique la formation des peroxydes
cycliques et les hydroxyperoxydases dus au résultat de la génération de radicaux libres dans le

processus d'oxydation.

Les liposomes peuvent étre évités de la dégradation oxydative en les protégeant de la
lumiére, en ajoutant des antioxydants tels que l'alpha - tocophérol ou butylhydroxytoluéne (BHT),
la fabrication du produit dans un environnement inerte (présence d'azote ou d'argon) ou en ajoutant
EDTA (Ethylénediaminetétraacétique). Pour éliminer les métaux lourds a l'état de traces.
L'hydrolyse de la liaison ester a la position du carbone de la fraction glycérol des phospholipides
conduit a la formation de la lyso-phosphatidylcholine (lysoPC), qui améliore la perméabilité de la
contenu liposomal. Il devient donc necessaire pour controler la limite de la lysoPC dans les
liposomes produit pharmaceutique. Cela peut étre realisé par la formulation de liposomes avec de

la phosphatidylcholine libre de lysoPC [26].

1.8.2. Instabilité physique (agrégation des liposomes, fuite du contenu)

La stabilité physique des liposomes peut étre affectée par un certain nombre de facteurs
tels que l'intégrité des liposomes, la distribution de la taille, les groupes d'acides gras insaturés.
Des défauts dans la structure du réseau peuvent entrainer la fusion des liposomes, I'agrégation et
la fuite de la substance médicamenteuse contenue pendant le stockage. Par conséquent, les tests
de stabilité doivent inclure des tests pour évaluer la distribution de taille et l'intégrité des
liposomes. Les méthodes analytiques basées sur les changements de fluorescence en FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) et en microscopie a épifluorescence sont
particulierement utiles pour mesurer la stabilité physique des liposomes. La congélation, le
séchage par pulvérisation et la lyophilisation peuvent également étre envisages afin de garantir la
stabilité a long terme des liposomes. En outre, la capacité des liposomes a rester intacts pendant le
transport des médicaments est la valeur fondamentale de tout liposome, et doit étre correctement

mesurée avant toute application [27,28].
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1.9. Facteurs influenc¢ant la stabilité d’une préparation liposomiale

1.9.1. La composition qualitative et quantitative de la bicouche phospholipidique

Une paroi de liposome constituée de cholestérol et phospholipides ayant une Tm élevée est
plus rigide et moins perméable. Les phospholipides possédant des chaines carbonées saturées
diminuent la perméabilité de la bicouche phospholipidique.

La proportion des différents composants de la paroi est aussi un facteur déterminant de la
stabilité. 1l faut trouver une proportion optimale pour la stabilité physico-chimique de la

préparation et pour le profil pharmacocinétique (la biodisponibilité) souhaité.

1.9.2. Le rapport PA/Phospholipide

La quantité des phospholipides utilisés doit étre suffisante pour une encapsulation optimale
de la quantité du PA a administrer. Ce rapport est variable selon le PA, la méthode d’encapsulation
et les composants du liposome. Ce parameétre est important et permet d’avoir la quantité suffisante

des phospholipides pour véhiculer le PA intégre jusqu’au site d’action.

1.9.3. La méthode de préparation

Les méthodes de préparation des liposomes et 1’encapsulation du PA jouent un role dans
la stabilit¢ de la préparation liposomale finale. Pour les PA qui sont des bases faibles,
I’encapsulation par le gradient de (NH4)2SO4 donne des sels de sulfate ayant une meilleure
stabilité a I’intérieur des liposomes qu’une encapsulation par un simple gradient de pH. Dans

I’utilisation de gradient de (NH4)2SO4, il y a la protonation et la formation de sel [29].

1.10. Avantages et inconvénients des liposomes

1.10.1. Avantages

e llIs augmentent l'efficacité et I'indice thérapeutique du médicament.

e |lIs présentent une administration ciblée des médicaments.

e |ls peuvent administrer des médicaments solubles dans l'eau et les lipides.

e |lIs contribuent a réduire I'exposition des tissus sensibles aux médicaments toxiques.

e Sataille peut étre large pour intégrer des molécules de médicaments plus ou moins grandes.
e |ls sont biocompatibles, biodégradables, non immunogénes et non toxiques.

e |ls peuvent étre administrés par différentes voies.
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1.10.2. Inconvénients

e |Is ont une demi-vie courte.

e Le codt de production des liposomes est éleve.

e |ls ont un probléme de stabilité.

e |ls ont une faible solubilité.

o Il peut yavoir des possibilités de fuite et de fusion des médicaments/molécules encapsulés.
e Des réactions allergiques peuvent se produire aux constituants liposomiques.

e Les phospholipides peuvent subir une oxydation et une hydrolyse [30].
I.11. Les méthodes de préparation des liposomes

1.11.1. Préparation de liposomes par la dispersion mécanique
1.11.1.1. Hydratation du film lipidique (Bangham Méthode 1965)

Il s'agit de la méthode originale qui a été initialement utilisé pour la production de
liposomes. Un mélange de phospholipides et le cholestérol ont été dispersés dans un solvant
organique [6]. Le melange chloroforme: méthanol (2 :1) est souvent utilisé [7] Ensuite, le solvant
organique a été éliminé par évaporation (a l'aide d'un évaporateur rotatif a pression réduite). Enfin,
le film lipidique sec déposé sur la paroi du ballon a été hydraté par I'ajout d'une solution tampon

aqueuse sous agitation a une température supérieure a la tempeérature de transition des lipides [31].

Les composés a encapsuler sont ajoutés, en fonction de leur solubilité, soit dans la phase
aqueuse soit dans le solvant organique contenant les lipides. Cette méthode posséde certains
inconvénients comme: un petit volume aqueux interne, une faible efficacité d'encapsulation et une
distribution de taille des liposomes trés hétérogene. Ce procédé nécessite des méthodes
d’homogénéisation et de réduction de taille des MLV (Multilamellar Vesicle) par traitement
mécanique, comme la sonication, ’extrusion et la micro fluidisation. Des liposomes de type DRV
(dehydration rehydration vesicles) peuvent étre également obtenus. Aprés hydratation du film

lipidigue, les liposomes obtenus sont lyophilisés et ensuite réehydratés [10].
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Figure 1-9: .Préparation des liposomes par la méthode d’hydratation du film
lipidique [31].

1.11.1.2. Sonication

Saunders et al. En 1962 propose 'utilisation des ultrasons afin de réduire le diameétre des
liposomes MLV. Les vésicules formées sont des SUV (small unilamellar Vesicle) unilamellaires
de petite taille ayant un diametre compris entre 15 a 50 nm selon la composition en lipides [9]. La
plus courante I'instrumentation pour la préparation des particules soniques est des sonicators a bain
et a pointe de sonde.et Les sonicators Cup-horn, bien que moins utilisés, on a produit avec succes
un SUV. Sondeurs de pointe fournissent un apport énergétique éleve a la suspension lipidique mais
souffrent d'une surchauffe de la suspension lipidique causant une dégradation. Les conseils en
matiére de sonication ont également tendance a libérer des particules de titane dans la suspension
lipidique qui doit étre éliminée par centrifugation avant l'utilisation. Pour ces raisons, les sonicators
de bain sont les plus des instruments largement utilisés pour la préparation. La sonication d'une
dispersion de MLV est réalisée par placer un tube a essai contenant la suspension dans un sonicator
de bain (ou en placant la pointe du sonicator dans I'éprouvette) et en sonifiant pendant 5 a 10
minutes au-dessus le Tc du lipide. La suspension lipidique doit commencer a clarifier pour obtenir
une solution transparente légerement trouble. La brume est due a la diffusion de la lumiére induite
par les grosses particules résiduelles restant en suspension. Ces particules peuvent étre éliminées
par centrifugation pour entrainent une suspension claire des SUV. La taille moyenne et la
distribution est influencée par la composition et la concentration, la température, le temps de

sonication et la puissance, le volume et le réglage du sonicator. Comme il est presque impossible
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de reproduire les conditions de sonication, variation de taille entre les lots produits a des moments
différents n'est pas rare. En outre, en raison de degré élevé de courbure de ces membranes, SUV
sont intrinséquement instables et fusionneront spontanément pour former des vésicules plus

grandes lorsqu'elles sont stockées en dessous de leur phase température de transition [4].

1.11.1.3. Extrusion

+ Membrane de polycarbonate

L'extrusion des liposomes se fait en poussant la solution des grosses MLV a travers des
filtres de polycarbonat membrane. La taille souhaitée des vésicules est contr6lée par la pression
appliquée, puisque la taille moyenne Manuscrit accepté diminue lorsque la pression d'extrusion
augmente, ce qui réduit également la taille des pores du filtre et la distribution de taille des
liposomes, il a été signalé que en utilisant une membrane filtrante dont la taille des pores est
supérieure a 0,2 um la taille des liposomes obtenus était inféricur a la taille des pores de la
membrane, mais en utilisant une membrane dont la taille des pores est inférieure a 0,2 um, la taille
des liposomes produits était légerement supérieure a la taille des pores du filtre . Et aussi, une autre
étude a prouve que la filtration de la solution a I'aide d'une membrane filtrante a pores ~1 um suivi
d'une filtration cing fois répétée a travers les pores 0,4- et 0,2-um. Ensuite, cinq a dix Les
extrusions utilisant une taille de pore de 100 nm pour la membrane entraineront la formation de
grandes surfaces unilamellaires vésicules de taille ~110-120 nm. Si la taille doit étre inférieure,
une filtration continue a l'aide d'un filtre a membrane dont les pores ont une taille de 80 et 50 nm.
Les vésicules traitées par l'extrusion des techniques caractérisees par une bonne homogénéité et

un contréle facile de la distribution de la taille des vésicules [32].

*+ Presse de French

L’extrusion des MLV peut également s’effectuer sur une presse de French décrite par
Hamilton en 1980. Une suspension de liposomes de 40 ml est placée dans une chambre de presse
de French a température ambiante et extrudée a 1’aide d’un piston sous haute pression de 20000
psi a travers un petit orifice. Elle nécessite donc des pressions plus élevées que celles utilisées avec
les membranes de polycarbonate [10]. Elle présente plusieurs avantages par rapport a la sonication.
Le site est simple, rapide, reproductible et implique la manipulation en douceur de matériaux
instables. Les liposomes qui en résultent sont quelque peu plus grands que les SUV soniques. Les
inconvénients de la sont que la température est difficile a atteindre et les volumes de travail sont

relativement faibles (environ50 ml maximum) [4].

1.11.1.4. Microfluidisation
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La micro fluidisation est également utilisée pour homogénéiser les suspensions de MLV.
Elleconsiste a forcer les suspensions de MLV sous haute pression (10000 psi) a travers un filtre
ayant des pores de 5 um de diamétre. La suspension est séparée en deux canaux qui se rejoignent
dans une chambre d’interaction ou les vésicules vont s’entrechoquer avec une grande vitesse pour
former des petites vésicules de taille homogene. Plus on augmente le nombre de passage a travers
le microfluidiseur, plus la taille des liposomes et leur polydispersité diminuent. Cette technique
permet la production des liposomes a grande échelle dans des conditions stériles [10].

1.11.2. Préparation des liposomes par I’élimination du solvant organique
1.11.2.1. Injection de solvant organique

+ Méthode d'injection d'éther
Une solution de lipides dissous dans de I'éther diéthylique ou Le mélange éther/méthanol
est lentement injecté dans une solution aqueuse de la matiere a encapsuler a55-65°C ou sous
pression réduite. L’élimination de 1'éther sous vide conduit a la formation de liposomes. Les
principaux inconvenients de la methode sont la population est hétérogéne (70-190 nm) et
I'exposition des composes a encapsuler a solvants organiques ou a haute température [4].
+ Meéthode d'injection d'éthanol
Cette méthode implique l'utilisation de I'éthanol pour dissoudre les phospholipides et le
cholestérol. Par moyen d'une pompe a seringue, la solution lipidique obtenue est injectée sous
agitation dans un volume défini de la solution aqueuse. Les liposomes se forment alors
spontanément des que La solution lipidique est en contact avec la phase aqueuse. La suspension
de liposomes est ensuite laissée sous agitation a température ambiante pendant 15 min. Cette
procédure offre de nombreux avantages, tels que la rapidité la mise en ceuvre, la simplicité et la
reproductibilité. En outre, il n'entraine pas d‘altérations oxydatives ou dégradation des lipides et a
la capacité de former de petites vésicules unilamellaires sans extrusion ou sonication [32]. Les
inconvénients de cette méthode sont les suivants la population est hétérogene (30 a 110 nm),
liposomes sont trés dilués, I'élimination de tout I'éthanol est difficile parce qu'il se forme en
azeotrope avec l'eau, et la probabilité que les différentes substances biologiquement active

macromolécules a inactiver en présence de faibles quantités d'éthanol sont élevées [3].
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Figure 1-10: Préparation des liposomes par injection de solvant organique [1].

1.11.2.2. Evaporation en phase inverse

Les phospholipides sont d’abord mélangés dans un solvant organique. Le solvant
organique le plus souvent utilisé est le chloroforme ou un mélange de chloroforme/éther
isopropylique (1:1). Ensuite, la phase aqueuse pouvant contenir un principe actif est ajoutée a la
phase organique. Le rapport de phase aqueuse/phase organique est 1/3 a 1/6. Les phospholipides
se placent a I’interface de deux phases non-miscibles. Le mélange non-miscible va subir une
agitation mécanique ou ultrasonique. Cette agitation donne une émulsion eau/huile constituée des
micelles inverses dans lesquelles la phase aqueuse est enfermée a I’intérieur des micelles. La phase
organique est éliminée par évaporation sous pression réduite. Cette élimination de la phase
organique entraine le rapprochement des micelles inverses et formation d’un gel. L’élimination
totale de la phase organique méne a la rupture du gel. La rupture du gel est suivie par le
rapprochement des monocouches de phospholipides et la formation de bicouche de phospholipides

qui entourent les liposomes LUV (Figure 1.11) [1].
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Figure I-11: Formation des liposomes par évaporation en phase inverse [1].

1.11.3. Préparation des liposomes par I’élimination d’un détergent

Les mélanges détergents/phospholipides peuvent former de grandes vésicules
unilamellaires lors de I'élimination du détergent non ionique en utilisant des adsorbants appropriés
pour le détergent. Dans cette méthode, le phospholipide est mis en contact intime avec la phase
aqueuse par l'intermédiaire du détergent, qui s'associe aux molécules de phospholipide de I'eau.
Dans la structure formée a la suite de cette associés sont connus sous le nom de missiles, et peut
étre composé de plusieurs centaines de molécules composant. Leur forme et leur taille dépendent
de la nature chimique du détergent, de la concentration et des autres lipides impliqués. La
concentration de détergent dans I'eau a laquelle les molécules de I'eau se trouvent est connue sous
le nom de concentration critique de micelles (CMC) [33]. Cette élimination de détergent se fait
par dialyse, par chromatographie d’exclusion stérique sur un gel de sephadex ou par
chromatographie d’adsorption sur des résines hydrophobes [1].

e Les avantages des détergents :
Les méthodes de dialyses sont excellentes en termes de reproductibilité et de production de
populations de liposomes.

e Le principal inconvénient de cette méthode est la rétention de traces de détergent(s) dans

les liposomes [34].
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Figure 1-12: Préparation des liposomes par la méthode d’élimination de détergent [1].

1.12. Les facteurs influencant la capacité d’encapsulation des liposomes

1.12.1. Type de substances a encapsuler

Le principal caractére qui détermine [’efficacité de I’encapsulation est li¢ a
I’hydrophobicité du composé, la plupart des molécules peuvent étre classées en trois catégories

selon leurs propriétés hydrophiles, lipophiles ou amphiphiles [9].

» Les substances hydrophiles
Médicaments hydrophiles : Ils peuvent étre directement dissous dans la phase aqueuse, et
se retrouver dans les liposomes apres leur formation. Comme les composés hydrophiles pénétrent
souvent mal dans les cellules, il est avantageux de les encapsuler. lls constituent la plus grande
partie des principes actifs utilisés. Toutefois, bien tenir compte de la polarité et de la charge

électronique : déstabilisation du liposome et donc destruction possible de la vésicule [25].

» Les substances hydrophobes
Les substances hydrophobes : Ont un comportement différent. Les produits insolubles dans
’eau et les solvants organiques seront tres difficiles a encapsuler. Parmi les produits solubles dans

le méthanol ou le chloroforme, ils seront partiellement ou totalement fixés dans la membrane
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(selon la concentration). Le liposome s’avérent intéressant pour pouvoir injecter par voie I.V des

composés lipophiles ou trés peu solubles dans L’eau [9].

» Les substances amphiphiles
Ils ont un comportement trés instable : Il convient de pratiquer une encapsulation active de
sorte a les placer au travers de la bicouche lipidique : partie lipophile a I’intérieur de la bicouche

et partie hydrophile a I’extérieur : en contact du sang, qui est aqueux [25].

1.12.2. Type de liposome

Plus la taille des liposomes est importante, plus la capacité d’encapsulation sera grande.
De nombreuses techniques permettent de déterminer la taille mais aussi la distribution de la taille
des liposomes. Ce sont par exemple la microscopie électronique, les techniques de

chromatographie, et la mesure dynamique de la diffusion de la lumiére [36].
1.13. Type de liposome

1.13.1. Applications des liposomes en médecine

Les liposomes sont les nanosupports les plus courants et les mieux étudiés pour
I'administration ciblée de medicaments. lls ont améliore les thérapies pour une gamme
d'applications biomédicales en stabilisant les composés thérapeutiques, en surmontant les
obstacles a I'absorption cellulaire et tissulaire et en améliorant la biodistribution des composes vers
des sites cibles in vivo [37].

> Les maladies intestinales

L’absorption par I’intestin gréle est quasiment complete. En effet, le liposome traverse le
systéme digestif sans heurt afin d’arriver, intact, dans lintestin gréle qui permettra une
transmission dans le sang totalement complete. La méthode d’encapsulation permet aux produits
liposomés de ne pas étre altéré par une quelconque entrave dans le systeme digestif, par ’acide de
I’estomac pour ne citer que lui. Ainsi, I’absorption totale par I’intestin gréle permettra a la molécule
d’étre directement livrés au cceur de la cellule. Cette absorption optimale empéchera, de plus, le
complexe liposomé de s’oxyder au cours du processus de digestion [38].

» Cancers
Les liposomes fournissent un conteneur biocompatible et biodégradable pour le

chargement de médicaments et dont la surface peut étre modifiée avec divers ligands de ciblage,
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ils ont une grande possibilité de délivrer des médicaments pour une thérapie anticancéreuse ciblée
[39].
» Les maladies parasites
Les liposomes sont des véhicules idéals de I'administration de médicaments pour permettre
le traitement visé a certaines régions du corps.
Par exemple, une infection parasite des macrophages, leishmaniose, est un état potentiellement
fatal et il peut étre difficiles traiter les médicaments employés pour traiter I'état parce que la dose
toxique est seulement incrémentiel plus élevée que la dose efficace exigée. La distribution de
medicament avec des liposomes serait une solution idéale parce que les liposomes visent
naturellement les macrophages et, en conséquence, soient orientées sur l'infection [40].
» Maladie coronariennes
Un autre rble joué par les liposomes est de servir de réservoir de principe actif. En effet,
lorsque’ un principe actif est injecté seul en solution, une partie est captée par les muqueuses et
’autre est éliminée. Or I’avantage des liposomes est de préserver le (PA) sur une longue période
et de le libéré progressivement. Une illustration est le cas de la nifedipine. Ce principe actif est un
blogueur de canaux calciques et est généralement utilisé en tant que dilatateur de I’artére
coronarienne [41].

Et d’autre maladie comme : Maladies cardiovasculaires, Mucoviscidose, Sida, L hypercholestérolémie

familiale, maladie héréditaire, I’ADA, etc. .........
1.13.2. Applications cosmétologiques

De nombreuses substances utilisées en cosmétologie (antioxydants, collagene, etc.) sont
en général appliquées localement sous forme d’émulsion huileuse ou de solution alcoolique.
L’huile et I’alcool peuvent endommager la peau en cas d’application prolongée. L’encapsulation
dans des liposomes permet de contourner ce probléme. Aussi, en plus de la diffusion passive et
continue du produit au travers des bicouches des liposomes, ceux-ci peuvent fusionner avec les

cellules de la peau et libérer le principe actif dans la cellule et augmenter son efficacité [42].

1.14. Conclusion

Les liposomes présentent de grandes possibilités en tant que porteurs de médicaments et
sont déja utilisés comme systemes d'administration de médicaments dans le traitement du cancer,
mais ils sont parfois connus pour induire une activation du complément qui peut conduire a des

réactions d’hypersensibilité. Enfin, les médicaments liposomaux présentent des toxicités réduites
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et conservent une efficacité accrue par rapport aux compléments libres. Seul le temps nous dira
lesquelles des applications et spéculations ci-dessus se révéleront efficaces. Cependant, sur la base
des applications pharmaceutiques et des produits disponibles, nous pouvons dire que les liposomes

ont définitivement établi leur position dans les systémes d'administration modernes.
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I1.Les antioxydants

I1.1. Introduction

La réaction d’auto-oxydation, a laquelle sont soumis divers produits gras
(agroalimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques, lubrifiants, etc.), nuis aux qualités de ces
derniers. Sous I’effet de I’oxygéne atmosphérique, ces produits s’oxydent en devenant notamment
rances, visqueux, de couleur foncée et donc inadaptés a leurs usages habituels. La préservation des
corps gras contre I'oxydation repose habituellement sur l'usage d'additifs antioxydants, lesquels
limitent et/ou retardent la détérioration.

De nos jours, il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Cela
n’est pas seulement di a leur role dans des phénomenes aigus tels que 1’ischémie, mais aussi a leur
implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au vieillissement tels que le
cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du systeme

immunitaire.

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les espéces réactives oxygénés ROS (Reactive Oxygen Species) a 1’organisme et
permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations noncytotoxiques des ROS.
Notre organisme reagit donc de facon constante a cette production permanente de radicaux libres,
intracellulaire par la chaine respiratoire mitochondriale et le systeme des oxydases a fonction
mixte, ou extracellulaire d'origine surtout phagocytaire. Contre cette production potentiellement

toxique [43].

Les antioxydants sont classés en deux systemes de défense différents en fonction de leur

origine, le systeme de défense endogeéne et le systéeme de défense exogene [44].

On va parler dans ce chapitre des antioxydants et des radicaux libres ; leurs classifications,

leurs modes d'action, et leurs applications...
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I1.2. Radicaux libres

11.2.1. Définition

Un radical libre, tout atome ou groupe d’atomes possédant un électron non apparié

"célibataire” sur son orbitale externe. Ce radical porte une charge électrique négative [45].

Les radicaux libres c’est des molécules avec un ou plusieurs électrons libres. Un électron
libre est hautement réactif et trés instable. Ces radicaux libres se lient avec des éléments stables
du corps, afin de leur prendre un électron et acquérir une certaine stabilité. Suite a la perte de son
électron, I’élément devient lui-méme un radical libre et ira prendre un électron a un autre élément
stable entrainant une cascade de réactions [46]. Ce phénomene aboutit a la production de plus en
plus de radicaux libres. Les radicaux libres attaquent certaines parties du corps, ce qui cause
plusieurs dommages. Toutes ces reactions contribuent a endommager les cellules. De plus, cela
induit la progression de certaines maladies telles que le cancer, le diabéte, ainsi que le
vieillissement. L’organisme limite 1’extension des réactions radicalaires par des réactions
enzymatiques, en piégeant les radicaux libres grace a des molécules appelées antioxydants. Les
antioxydants neutralisent les radicaux libres en leur donnant un électron, ce qui arréte le processus.
Quand ils perdent des électrons, les antioxydants ne deviennent pas des radicaux libres car, ils sont
stables sous toutes les formes. Les antioxydants se retrouvent sous plusieurs formes dans
I’alimentation. En effet, nous pouvons les retrouver sous forme de minéral (zinc, manganése et

sélénium) ou sous forme de vitamine (vitamine E, beta-carotene et vitamine C) [47].

11.2.2. Stress oxydant

Défini comme un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de I'oxygene ROS
(Reactive oxygen species) et le réseau antioxydant, en faveur du premier. Notre style de vie
(tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais également notre alimentation
inadéquate, contribue a augmenter considérablement la production de ROS dans notre organisme.
C'est potentiellement associé a un risque accru de développer des problémes liés aux pathologies
de vieillissement telles que les maladies cardiovasculaires et le cancer [48]. Les ROS sont
présentes dans la cellule a des doses raisonnables : leur concentration est régulée par I’équilibre

entre leur taux de production et leur taux d’élimination par les systémes antioxydants [49].

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un excés
d’especes réactives mal maitrisé favorisera une maladie ou un vieillissement accéléré. Le stress

oxydant est un état de déséquilibre entre la production d’espéces réactives et les defenses de
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I’organisme. Le terme stress oxydatif est un anglicisme. Un état de stress oxydant existe lorsqu’au

moins une des trois conditions suivantes est présente:
e Excés des especes réactives d’O2, N2 ou Cla.
e Défenses insuffisantes (endogénes et exogenes).

e Mécanismes de réparation insuffisants [50].

11.2.3. Radicaux libres de I’oxygéne (ROS)

Le paradoxe des ROS est qu’elles constituent des produits potenticllement toxiques du
meétabolisme et sont en méme temps des molécules essentielles a la signalisation et a la régulation
cellulaires. Cette double potentialité peut étre expliquée, au moins en partie, par le fait que les
réponses cellulaires varient de maniére trés sensible et trés différente en fonction de la nature
chimique de I’ROS, de son niveau de production (effet dose-dépendant) ou encore du site

producteur [51]. Les ROS désignant toutes les espéces réactives oxygénées non azotees) [52].

Les ROS regroupent les dérivés radicalaires de I’oxygeéne et non radicalaires. Ainsi, tous

les radicaux oxygénés sont des ROS, mais tous les ROS ne sont pas des radicaux [53].

11.2.4. Origines des especes réactives

A 1’¢état naturel, ’oxygene, qui comporte naturellement deux €lectrons célibataires sur la
couche périphérique, est treés instable avec une forte tendance a oxyder tous les composants qu’il

rencontre en leur arrachant un électron pour I’apparier a 1'un de ses électrons célibataires [54].

En général, Les sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories

: Les sources endogenes et les sources exogenes.

11.2.4.1. Les sources endogenes

Les radicaux libres sont des produits des réactions de I’organisme tels que, I’activation des
globules blancs qui est une source treés importante pour la production d’ROS et I'oxydation de
I’hémoglobine [55]. Les RL (radicaux libres) sont des produits des réactions de 1’organisme [56].
D’autres systémes endogenes entrent en ligne dans la production massive d’ROS comme
’activation de la xanthine oxydase et la NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate)

oxydase [55].
11.2.4.2. Les sources exogenes

-30 -



Chapitre 11 Les antioxydants

L’environnement dans lequel nous vivons mais aussi notre mode de vie sont a I’origine
d’une augmentation de la production des radicaux libres dans notre organisme tels que :
I’exposition prolongée au soleil et aux radiations, contacts avec des agents cancérigenes et

pollution [54].

Tableau I1-1: Principales sources des ROS [56].

Source endogéne Source exogene

NADPH Oxydases Tabagisme

Chaine respiratoire mitochondrial Cytokine pro- inflammatoire
Xanthine Oxydase Chimiothérapie
Athérogenése Radiation ionisantes
Lipo-Oxygenase Radiation UV

Phagocytes Toxique environnementaux
Inflammation Champs électrique

Etat d’ischémie — reperfusion Xénobiotique pro-oxydant

11.2.5. Les cibles biologiques des especes oxygénées réactives
11.25.1. 1’ ADN

Acide désoxyribonucléique, support de I’information génétique d’un organisme, est
également un substrat particulierement sensible aux radicaux libres. On peut effectivement

dénombrer au moins cinq catégories de dommages causés a I’ADN, qui sont :

L’oxydation des bases puriques et pyrimidiques, La formation de sites abasiques par

attaque de la liaison entre la base et le désoxyribose, La formation d’adduits intra-caténaires par
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réaction entre les bases de ’ADN et les produits de la peroxydation lipidique (comme le MDA)
[57].

11.2.5.2. Les protéines

Les protéines sont des cibles préférentielles pour les especes réactives oxygénées. Les
dommages qui vont étre causes sont de deux types :

Une oxydation des chaines latérales des acides aminés, Une oxydation de la chaine

polypeptidique (chaine d’acides aminés).

Les especes réactives de 1’oxygene vont pouvoir cibler toutes les chaines latérales des
acides aminés. Cependant les principales cibles sont les acides aminés aromatiques (phénylalanine,
tyrosine, tryptophane), les acides amines soufrés (cystéine, méethionine) et les acides aminés

basiques (arginine, histidine, lysine) [58].

11.2.5.3. Les lipides

L’oxydation des lipides polyinsaturés en présence d’oxygene est connue sous le nom de
peroxydation lipidique, I’initiation est due a I’attaque d’une espéce radicalaire suffisamment
réactive pour arracher un hydrogéne a partir d’un groupement méthyléne (-CHy) (hydrogene plus
labile), conduisant a la formation d’un radical centré sur I’atome de carbone (-CH-). Ce radical se
stabilise par réarrangement intramoléculaire en formant un diéne conjugué capable de réagir

facilement avec I’oxygene pour donner un radical peroxyde ROO" [59].

| : Novau (ADN)
2 : Membrane plasmique (lipides)

3 : Cytosol et milieu extracellulaire (Protéines)

Figure 11-1: Sites d’action des radicaux libres dans la cellule [60].

-32 -



Chapitre 11 Les antioxydants

11.2.6. Classification des radicaux libres
11.2.6.1. Radicaux libres primaires

Les radicaux libres primaires sont les plus dangereux car ils sont formés directement a
partir de ’oxygene. L’oxygene possede une configuration électronique particuliere, avec deux
électrons non appariés de spins paralleles sur ses orbitales, a cause de cette configuration définie
comme état triplet, ’oxygéne est une molécule trés peu réactive vis-a-vis des molécules
organiques, A partir de I’oxygéne moléculaire, chaque réduction aboutit a la formation des especes
suivantes : le radical superoxyde (O.*), le radical hydroxyle (OH®) et I’oxygéne singulet (102)
[61].

+ Le radical anion superoxyde (O2*)

L’anion superoxyde est formé par la réduction monoélectronique de 1’oxygeéne. Dans la
cellule, le superoxyde est produit majoritairement au niveau de la chaine respiratoire
Plusieurs élements de la chaine respiratoire peuvent laisser échapper des électrons qui vont réduire
partiellement 1’oxygéne et produire du superoxyde. Il s’agit notamment des cytochromes de types
b et du coenzyme Q. Il a été estimé que chez la bactérie Escherichia coli, la formation de O, au

niveau de la chaine respiratoire représente 0.2 % de 1’oxygéne respiré [62].

+ Radical hydroxyle (‘'OH)

Il est forme par la réaction de Fenton, transformant le peroxyde d'hydrogene en ion OH ~
et en °OH en présence d'ions métalliques. 11 est extrémement réactif et provoque des réactions en

chaine a 1'origine de la formation d'autres radicaux libres [63].

+ Oxygéne singulet

L’oxygene singulet, comme de nombreuses espéces réactives de L’Oxygene (ROS) est
généré par les cellules et impliques dans de nombreuses processus cellulaires [64], cette espece
particulierement réactive. Sa présence dans le milieu réactionnel conduit essentiellement a des
réactions d'oxydation de substrat [65]. Par la réaction entre divers ROS ou en présence de la

lumiére, il est formé a partir de ’ion superoxyde [56].
+ Peroxyde d’hydrogéne (H>0>)

Ce n’est pas un radical libre a proprement parler mais une molécule car tous ses électrons
périphériques sont appariés. Cependant, il peut générer des radicaux hydroxyles HO® en présence

de cations métalliques tels que Fe?* (réaction de Fenton), ou de Cu* [66].
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Tableau I11-2: Mode d’action des radicaux libres primaires [67].

Radicaux caractéristique Mode d’action

1) Action de la SOD
02+ 02" — H20+02

2) Formation ‘OH (haber-Weiss)
02" +Fe* —  Op+Fe*
Radical superoxyde O>~ H,0,+Fe? — “OH +Fe®+OH

- Constante de vitesse faible

- Tres peu réactif - - -
- Toxicité indirecte Oz” +H,0, — OH+OH

Dismutation non catalysee
HO;” + HO— H20,+0>

HO>+ 02" (+H) — H202+02
1) Formation de peroxynitrite
02+ 'NO — OONO

1) Arrachement d’un électron
"OH + Fe*—OH+Fe*

Radicale Hydroxyle 2) Arrachement d’un  atome

d’hydrogéne
‘OH +RH — R +H20

3) Addition sur des doubles liaisons
‘OH +>C=C<— C-C (OH)-

11.2.6.2. Radicaux libres secondaires

Les radicaux libres secondaires sont de grandes molécules, qui ne sont pas formés

spontanément. Ils sont formés par I’action d’un radical libre primaire sur un composant cellulaire
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(acides nucléiques, lipides membranaires et protéines). Par exemple, le radical peroxyde (R-OO)

est formé aprés que O% ou OH- Ait agit sur un acide gras insaturé de la membrane cellulaire [55].
11.3. Les antioxydants

11.3.1. Définition des antioxydants

Une définition tente de définir un antioxydant comme « toute substance qui, une fois
présentée a une concentration faible en comparaison avec celle d'un substrat oxydé,
considérablement retarde ou empéche l'oxydation du substrat ». Au fil des ans, cette définition est
venue étre reconnue comme “clairement imparfaite”, alors, un nouveau concept beaucoup plus
général a défini un antioxydant comme "une substance qui retarde, empéche ou élimine les
dommages oxydatifs a une molécule cible” [68]. Il peut prévenir la synthese de radicaux libres en
inhibant D’initiation des chaines réactionnelles ou desactiver directement les ROS [69]. Un
antioxydant peut agir de differentes fagons : piéger les composés qui initient la réaction radicalaire,
piéger les ions métalliques tel que Fe?*, neutraliser ’anion superoxyde pour éviter la formation de
peroxydes, ou terminer la réaction de propagation dans la réaction radicalaire mise en place ou

réduire la concentration en O2[70].

L’organisme possede des systémes endogenes dédiés a cette action protectrice. Cependant,
cette ligne de défense est facilement saturée [69]. Notamment les superoxydes dismutases, les
catalases et les gluthations peroxydases [71].De nombreux antioxydants exogénes sont également
présents dans 1’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte antioxydante. Nous les
trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les légumes (brocoli, oignon...), les
boissons (café, thé...) ainsi que dans les épices, le cacao ou encore les céréales. Ces antioxydants
sont surtout connus pour leur capacité a réagir directement avec les radicaux libres en les «
neutralisant » par réaction de réduction [69]. Ces antioxydants, essentiellement d’origine végétale,
sont apportés sous la forme de composés phénoliques, des vitamines (tel I’acide ascorbique et I’a-

tocophérol) et des caroténoides [71].
11.3.2. Classification des antioxydants

11.3.2.1. Les antioxydants endogenes

+ Superoxyde dismutases
Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes (ce sont des enzymes utilisant des

metaux comme cofacteurs). Il s’agit d’une des premicres lignes de défense contre les ROS. Leur
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cible privilégiée est I’anion superoxyde (O2") qu’elle transforme en peroxyde d’hydrogéne (H202)
[72].

0,7+ O, +2H+ - H,0,+0, (1L1)

Cette enzyme existe en trois types:

e La SOD a cuivre et a zinc (Cu/Zn-SOD) ou (SOD1) localisée dans le cytosol des
celluleseucaryotes et dans les globules rouges,

e La SOD a manganese (Mn SOD) ou (SOD2), située dans la membrane
mitochondrialeinterne.

e La SOD a cuivre et a zinc extracellulaire (Cu Zn SOD) ou (SOD3) a été découverte

chezl’homme dans le sérum, la lymphe et le liquide Synovial [43].

+ Les catalases
Les catalases sont des enzymes héminiques localisés dans les érythrocytes et les tissus
amétabolisme élevé comme le foie, les reins et le coeur, mais ils existent en fortes concentrations
dans les peroxysomes [5]. L'enzyme catalase est connue pour catalyser la dégradation du peroxyde
d'’hydrogéne en oxygene et de l'eau. Le métabolisme du peroxyde d’hydrogéne est principalement

régulé par cette enzyme [73].
2H,0, —> 2H,0+ 0, (1.2)

+ Glutathion peroxydase
Une enzyme a cofacteur de séléenium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogéne (H202) [74].
2GSH + H,0, ——> GSSG + 2H,0 (1.3)
2GSH + ROOH =——> GSSG + ROH +H,0 (l.4)

+ La Bilirubine
Les globules rouges sont décomposés a la fin de leur vie circulatoire dans le systeme
réticulo-endothélial et principalement dans la rate. L’héme résultant, est alors converti en
bilirubine. Son excrétion de 1’organisme est réalisée de fagon prédominante par sécrétion dans la
bile, elle est insoluble et nécessite une transformation chimique par le foie avant son excrétion

pour étre solubilisée. Elle est présente sous deux formes dans le sérum, direct conjugué (soluble)
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ou indirecte qui correspond a la forme non conjugué (non soluble). Les normes de la bilirubine
représentent la balance entre la production (dégradation de I’hémoglobine) et son élimination
hépatique [75].

La bilirubine est également considérée comme un membre de la famille antioxydant, contre
des radicaux de peroxyl. Dans le plasma, elle peut agir synergique avec la vitamine E de protéger
des membranes contre la peroxydation lipidique, peut agir in vivo comme I'extracteur efficace du
ROS et joue un réle physiologique principal dans la cytoprotection contre des dommages oxydatifs
[76].

+ Thiorédoxine (TRX)

Cette enzyme a une structure proche de celle de la glutathion réductase. Elle consomme

aussi du NADPH dans son fonctionnement et joue un réle protecteur contre une grande variété de

stress oxydatif grace a ses propriétés de capture des radicaux libres [77].

NADPHO % SOD
. g
O: —x5 ~2D, —_—

GSH GSSG
'>—<<GR
NADP" NADPH

Figure 11-2: Systéeme antioxydant enzymatique [43].

4+ Les protéines antioxydants
La transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine jouent un rdle antioxydant par chélation
des ions. Ces chélateurs forment des complexes ou des composés de coordination avec les métaux.
Ils inhibent ainsi le cycle redox du métal ont construisent des complexes métalliques insolubles
[78].
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11.3.2.2. Les antioxydants exogénes

> Les composées phénoliques (Naturel)

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du
régne vegeétal et font partie intégrante de ’alimentation humaine et animale. L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzoique au quel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther,
ester, hétéroside [78].

+ Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés de I’acide benzoique
comme I’acide gallique ou vanillique et les dérivés de ’acide cinnamique comme 1’acide caféique,

coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne activité antioxydante [79].

Tableau 11-3: Principales classes des composés phenoliques [43].

Squelette carboné Classe Exemple

C6 Phénols simples Catéchol

C6-C1 Acide hydroxy benzoiques P- hydroxybenzoiques

C6-C3 Acides hydroxy cinnamique | Acide caféique

Coumarines

C6-C2-C6 Stilbenes Resveratrol

C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine .catéchine

(C6-C3) n Lignines -

(C6-C3-C6) n Tanins Procyanidine trimérique
+ Tannins

Les tannins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité antioxydante
trés puissante due au piégeage d’O>" grace aux différents groupes phénoliques [79].
Les tanins vont étre classés selon deux groupes de tanins :
e Lestannins condensés.

e Lestanins hydrolysables [68].
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+ Les flavonoides (C6-C3-C6)

Ces composés représentent le groupe le plus vaste et le plus distribué dans le regne végétal
[43].

Figure 11-3: Structure de base des flavonoides [78].

Le nom flavonoide est issu du latin « Flavus » qui signifie jaune. Ce sont des pigments qui

sont responsables de la coloration des fruits et des fleurs.

Les flavonoides sont constitués de deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone
qui peuvent se lier en formant un cycle oxygéné. Selon le degré d’oxydation, les flavonoides sont

classés en six classes : anthocyane, flavonol, flavone, flavanone, isoflavone, flavanol [72].

-39 -



Chapitre 11 Les antioxydants

Tableau 11-4: Principales classes des flavonoides avec quelques exemples [78].

Classes Structure chimique R3' | R4’ R5" [ Exemples

H |OH H | Apigénine

Lutéoline

Flavones OH | OH H

OH |[OCHs [H Diosmétine

H |OH H | Kaempférol

A3
R4
a2 SO
@@ s
5
oH
CE
Flavonols o i JED) “  [oH |oH H | Quercétine
O~ v
£ Sow
O
a Yeod
R

OH [OH OH | Myrecétine

4

Flavanols o OH | OH H Catéchine

H |OH H | Naringenine

Flavanones
OH [OH H | Eriodictyol

H |[OH H Pelargonidine

Anthocyanidines OH | OH H [ Cyanidine

OH [OH OH | Delphénidine

RS [R7 R4'

OH | OH OH | Genisteine
H O-Glu | OH | Daidzeine

Isoflavones
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+ Les stilbenes

Les stilbenes sont des composés polyphénoliques qui ont une structure en C6-C2-C6, deux
noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne, ils sont produits par les plantes en réponse a des
attaques, fongiques, bactériennes ou virales, et possedent des propriétés antioxydantes comme
I’ensemble des polyphénols [80].

» Les vitamines (Naturel)
+ Vitamine E

La vitamine E (alpha-tocophérol) est liposoluble et elle est I’antioxydant le plus important
dans les lipides. En fait, la vitamine E est I’antioxydant prédominant dans les lipoprotéines et les
membranes cellulaires [81]. A I’état naturel, la vitamine E est synthétisée par les plantes, et
principalement trouvée dans les huiles végétales, les noix, et les grains [5].

La vitamine E est un terme générique qui représente une famille de composes
chimiquement apparentés qui est subdivisée en deux sous-groupes appelés tocopherols et
tocotriénols. De plus, les tocophérols et les tocotriénols ont les formes a., B, y et & [68]. Sa structure
moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extréemité hydrophobe [82]. La vitamine E
(a-tocophérol) lutte contre la peroxydation lipidique des membranes cellulaires et peut arréter la
chaine de radicaux libres en formant des dérivés de faible réactivité, incapables d'attaquer les
substrats lipidiques. Ainsi, la vitamine E joue un réle dans la préservation de la membrane contre
les dommages des radicaux libres promu par les lipoprotéines de faible densité LDL (Low-density

lipoprotein) [83].

Ri=R;=Me a-tocophérol
Ri=Me, R, =H fS-tocophérol
Ry=H, R, =Me ytocophérol
Ry=R;=H &-tocophérol

Figure 11-4: Structures des tocophérols [69].

+ Vitamine C
La vitamine C, ou acide ascorbique, est une molécule hydrosoluble [71] sensible a la

chaleur, aux ultraviolets et a ’oxygéne [84]. C’est un trés bon capteur de radicaux libres [71] qui
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n’est pas synthétisée par ’organisme [82] et I’on retrouve dans de nombreux fruits comme les
oranges, les citrons et les fraises [69].

L'acide ascorbique est formé de 6 atomes de Carbone, 8 atomes d'hydrogénes et 6 atomes
d'oxygenes [85]. Elle joue un role de prévention de 1’oxydation dans le plasma et les fluides
extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus important antioxydant. Son action est
directe et indirecte, elle agit directement sur les ROS (superoxydes, hydroxyle, singulet oxygene,
radicaux lipidiques) et indirectement par son action de régénération de la vitamine E et du GSH

(Glutathione) [86].
OH
0Oy
. OH
O OH

H

Figure 11-5: Structure chimique de la vitamine C [69].

+ Vitamine A
La vitamine A est une vitamine liposoluble que I’on retrouve en grande quantité dans
I’organisme surtout au niveau du foie, son lieu de stockage principal. On distingue deux groupes,
a savoir les rétinoides (rétinol, trétinoine...) et les provitamines A (principalement les a- et B-

caroténes) [69]

A N N OH

2 COOH

Figure 11-6: Structure chimique de quelques rétinoides [69].
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\\\“\‘“\\\\\

Figure 11-7:Structure chimique des - caroténes [69].

Les rétinoides vont se retrouver dans les aliments d’origine animale (ceufs, lait, viande...).
Les provitamines A sont essentiellement contenues dans les végétaux et plus particulierement la
carotte, la citrouille et la patate douce. Méme en I’absence de liaison OH, le 3- carotene est un bon
antioxydant naturel. Son activité s’explique en partie par ses propri€tés lipophiles lui permettant
de traverser les membranes cellulaires et en partie par son systéme m-COnjugué permettant
d’interagir avec les radicaux libres pour former des adduits.

Le B- carotene peut agir comme un inhibiteur de la peroxydation lipidique uniquement a
une faible pression partielle en O2. 11 peut étre oxydé tout comme un acide gras et ainsi avoir un
effet pro-oxydant [69].

+ Les caroténoides

Ils sont majoritairement représentés par la B-carotene, appelée aussi « pro-vitamine A »
[83].

Les caroténoides sont des pigments organiques qui sont naturellement produits par les
plantes, les algues, certains types de champignons et certaines bactéries, mais pas les animaux.

Les caroténoides sont des antioxydants liposolubles, ils sont une source importante de la
vitamine A. L'activité antioxydant est connue pour étre I'une des propriétés biologiques les plus
importantes des caroténoides [68], qui exercent des fonctions antioxydantes dans des conditions
particuliéres de basse pression partielle d'oxygene. Les caroténoides semblent capables de prévenir
et d'interrompre les procédés de peroxydation en neutralisant I'oxygene singulet et les radicaux
libres [79].

» Les oligo-éléments (Naturel)
+ Zinc
Le zinc (Zn) joue un rdle antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la Cu-Zn SOD
[79]. Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc conduit a long

terme a I’induction de protéines antioxydantes comme les métallothionéines. Le zinc protege
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également les groupements thiols des protéines. Le zinc peut inhiber partiellement les réactions de
formation d’espéces oxygénées induites par le fer ou le cuivre [82].
On retrouve le zinc dans les huitres, le foie de veau et la viande de beeuf [69].
% Sélénium
Le sélénium est un constituant de la glutathion péroxydase, enzyme qui joue un réle
intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet antioxydant est capital dans
la détoxication des radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire. Cet effet de
détoxicationserait responsable des effets anti-cancéreux et antivieillissement, attribués au
sélenium [82].
+ cuivre
Le cuivre est un des cofacteurs essentiels de la SOD étant donné sa facilité a passer de
I’état réduit a 1’état oxydé. On retrouve le cuivre surtout dans le foie, les huitres et le chocolat noir.
Néanmoins, il joue également un réle important dans ’initiation des réactions produisant
des ROS de par ses propriétés de métal de transition, tout comme le fer. Une concentration
importante en cuivre pourra étre le révélateur d’un stress oxydant. Au cours du processus de
vieillissement, la concentration sérique en cuivre est amenée a augmenter. En d’autres termes, cet

élément peut jouer a la fois le rdle de protecteur ou d’initiateur [69].

11.3.3. Mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants sont divisés en deux catégories en fonction de leur mécanisme d'action :
11.3.3.1. Mécanisme d’action des antioxydants piégeurs

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydants et consomment beaucoup
d'énergie pour controler leur niveau d'especes réactives de l'oxygéne. Certains composes
antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C ou les caroténoides et les polyphénols apportés
par I’alimentation, agissent en piégeant les radicaux et en captant leur électron célibataire et en les
transformant en molécules ou ions stables. Ce type d'antioxydant est appelé piégeur ou éboueur
(scavenger ou chain breaking antioxidants). Il existe de plus, des composés endogénes synthétisés
par les cellules et jouant le méme réle ; le plus important est le glutathion réduit qui protége non

seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes ou le NO".
11.3.3.2. Mécanisme d’action des antioxydants préventifs

Une autre stratégie utilisée dans la lutte contre le stress oxydant, elle est de nature
enzymatique, visant a détruire les superoxydes et les peroxydes. Ainsi, les superoxy des dismutases

sont capables d’éliminer 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation. Cette réaction est
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catalysée par un métal situé au cceur de I’enzyme. Les principales enzymes capables de détruire le
peroxyde d'hydrogéne sont les catalases a cofacteur fer et les glutathions peroxydases a cofacteur
sélenium. 1l existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines,
I'néme oxygénase, la glutathion transférase, les thioredoxines réductases ou les thioredoxines
peroxydases [87].

11.3.4. Activitédes antioxydants

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, l'activité antioxydant par piégeage de
radicaux différents, comme les peroxydes (ROO’) par les méthodes ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) et la méthode utilisant le radical libre (DPPH") (diphenyl-picrylhydrazyle)
[88].

11.3.4.1. Méthode du radical libre (DPPHe)

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-Bpicrylhydrazyle)
fut I’'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante
des composés phénoliques. Il possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du
fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, i.e. DPPHe reste
dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque
aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de I’efficacité d’un
antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a une recombinaison des

radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotomeétrie a 515-518 nm [89].
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N NH
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NO, NO; NO; NO,

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 11-8: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [90].
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11.3.4.2. Méthode de Capacité d'absorption radicale d'oxygéne (ORAC)

Méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mécaniquement, est basée sur le
transfert d'atomes d'hydrogéne HAT (Hydrogen Atom Transfer), réaction entre un oxydant et un
radical libre. La méthode ORAC utilise un initiateur radicalaire AAPH (2, 2’-Azobis (2-
amidinopropane) dihydrochloride) pour générer un radical peroxyle, qui fait abstraction de

I'hydrogeéne atome d’antioxydant, empéchant ainsi toute Action.

Le consommateur moderne et bien éduqué n'a pas besoin seules des informations de base
sur la composition du produit étiquette d’index, mais également des informations son potentiel

antioxydant [91].

11.4. Conclusion

Ce chapitre a démontré que les radicaux hydroxyles sont capables de dégrader la quasi-
totalité des polluants organiques persistants a cause de leur pouvoir oxydant tres élevé, de leur
réactivité extréme, et de leur non sélectivité vis-a-vis des micropolluants organiques. L’attaque de
ces radicaux sur les polluants organiques initie un mécanisme radicalaire conduisant a la
minéralisation par trois modes d'action : addition électrophile, abstraction d'atome d'hydrogene et

transfert électronique.

Ces radicaux peuvent étre générés par les procédés d’oxydation avancée POA, 'une de ces
procédés est ’oxydation anodique qu’on a choisie vis a la facilité et ’efficacité de ses résultats
pendant un temps court sans générer aucun type de pollution qui pourrait étre une perturbation de

la faune aquatique ou constituent un risque pour la santé humaine.
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I11. Travaux antérieurs

I11.1. Introduction

Nous avons discuté précédemment les types des antioxydants et les techniques de
mise en forme des liposomes. Ce dernier chapitre est consacré aux quelques travaux
antérieurs afin de récapituler les résultats de chaque expérience, ensuite déduire les
différences entre elles pour définir les meilleures conditions d’encapsulation. La
comparaison est faite sur la base de la distribution des tailles, la détermination de la
composition et de la concentration des lipides, I’efficacité d’encapsulation, ainsi que la

vue microscopique.

I11.2. Préparation

1.2.1. Lois utilisées
+ Calcul du taux d’encapsulation

_La quantité encapsulé

%EE =

x100 (11.1)

La quantité totale

= EE: Taux d’encapsulation (%)

+ Calcul du pourcentage de piégeage des radicaux

A échantillon—A échantillon control
A blanc

DPPH (%) =|1 — |x100% (2
= DPPH: Activité de piegeage des radicaux (%).

= A échantillon: L'absorbance de la solution échantillon (nm).

= A échantillon control : L'absorbance de la solution témoin (nm).

= Ablanc : L'absorbance de La solution a blanc (nm).

4 Calcul du taux de fuite.
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W durant
W avant

Rapport de fuite % = (1 —

) x 100% (111.3)

W durant : La quantité de médicaments encapsulés dans des liposomes a un

moment précis pendant la période de stockage (mg)

W avant : La quantité de médicaments encapsulés dans des liposomes avant le

stockage (mg)

Calcul du ratio de médicament retenu

Ratio de rétention du médicament % = % x 100% (111.4)

W est la quantité de médicaments initiaux (mg)

W, est la quantité de médicaments aprées 40 jours (mg)

Calcul du diamétre moyen de Sauter

YL, SiDi_ Y. niDi3
X, si X niDi2

D3 o=

(D3, 2) : Diametre moyen de Sauter.
Si : La surface (mm2).
Di : Le diametre (mm).

ni : Le nombre de particule.

Calcul du diamétre moyen de Brouker

Dy <= L, ViDi _ YL niDi4
4,3=

YR.Vi X%, niDi3

(D4, 3) : Diametre moyen de Brouker.

Vi: Le volume (mmd).

Calcul de la quantité de pénétration de I'accumulation
Q= (Cn x Vn+ ¥ Ci x Vi)/A)
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Q : La quantité de pénétration de I'accumulation (g/cm?) a pénétré a travers la
peau du lapin.

Cn et Ci : Représentent respectivement la concentration (g/ml) de PT dans
I'échantillon (n) ou (i)

Vn : Le volume total des (50 ml).

Vi : le volume de prélévement (3 ml).

A: Représente la surface de peau de lapin pour la pénétration (7,065 cm?).

Calcul de la constante de stabilité apparente

ente
Ks= —L

a So(1—pente) (I1.8)

Ks : La constante de stabilité apparente

So : est la solubilité de la quercétine a 30°C

+ Calcul de la charge de médicaments

DL%=

Quantité de drogue piégée

x100%  (111.9)

Quantité de médicament ajoutée + quantité de lipide ajoutée

DL : la charge de médicaments (%)

+ Calcul du pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique du médicament

% d'inhibition:% x 100 (111.10)

0

Ao : L'absorbance du contréle (blanc) (nm)

Az : L'absorbance en présence des échantillons a tester (nm)

+ Calcul de I’efficacité d'incorporation IE

V1C1XV3,C;y

IE (%)= x100 (11.11)

ViCy

IE : Efficacité d'incorporation (%).
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11.2.2.

V1 : Volume de la solution initiale de liposomes (mL).
C1: Concentration initiale du médicament (g / mL).
V2 : Volume restant de solution de liposomes (ml).
C2 : Concentration de médicament restant (g / mL).

Calcul du Consommation d'eau
CE (%)=% x100 (111.12)

CE (%) : Consommation d'eau.
Hg : poids d'hydrogel gonflé (g).
Hs : Poids d'hydrogel séché (g).

Calcul de Ia libération fractionnée de médicament dans le milieu de dissolution.

F:%[ sKrx thr (111.13)

F : Libération fractionnée de médicament dans le milieu de dissolution (%)

Mt : Montant de medicament libéré au temps t.

M : Quantité totale de médicament (mg)

Kr : Constante de taux du systeme d'administration de médicaments.

nr : Valeurs utilisé pour examiner les mécanismes de transport de la quercétine et

de la rutine dans la peau.

Mise en forme liposomale de la vitamine C

1.2.2.1. Exemple 1. Vitamine C et acide folique sous forme liposomale

/7
A X4

Matériaux : La phosphatidylcholine (PC) de soja, le chitosane (CH, degré de

désacétylation 80~95%), le cholestérol (CHOL), polysorbates 80, I'acide folique (AF) et

I'éthanol. La vitamine C (VC), Le méthanol de qualité chromatographique.

/7
A X4

Préparation des liposomes : PC, CHOL, polysorbates 80, VC et AF avec le rapport

de masse de 1, 0.5, 0.5, 0.125, 0.125 ont été dissous dans de I'éthanol et incubés a 50°C

pendant 15 min, puis la solution a été rapidement injectée dans la solution tampon de

phosphate (pH=7,4). Aprés avoir agité le mélange a 800 tr/min pendant 15 minutes,
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I'éthanol a été éliminé a I'aide d'un évaporateur rotatif sur le site 40°C et le produit final,

la vitamine C liposomale (VCFA-Lip), a été obtenu.

Le VCFA-Lip enduit de chitosane (CS-VCFA-Lip) a été préparé comme suit : la
solution de CH (0,05 %, p/v) a été obtenue en dissolvant une quantité appropriée de CH
dans de I'eau distillée contenant 0,5 % (v/v) d'acide acétique. Ensuite, 4 ml de suspension
VCFA-Lip ont été ajoutés goutte a goutte a 8 ml de solution CH. Le rapport de masse
ajouté de PC et de CH est de 3:2 pendant la préparation. Apres que le mélange a été agité
a 400 tours/minute pendant 60 minutes, le CS-VCFA-Lip a été obtenu. Selon I’application
pratique des liposomes chargés, aucune autre étape de purification n'a été effectuée et les

liposomes préparés ont été stockés a 4 °C dans I'obscurité avant la caractérisation.

+ Taille des particules et analyse du potentiel zéta : La taille des particules, I'indice
de polydispersite (PDI) et le potentiel zéta ont été évalués par spectroscopie de corrélation
photonique (PCS). Tous les échantillons ont été dilués environ 200 fois avec de l'eau
déionisée avant les mesures. Chaque test a été effectué en trois exemplaires et les valeurs
moyennes ont été calculées.

++ Observation morphologique par microscopie électronique a transmission (TEM) :
La morphologie du VCFA-Lip et du CS-VCFA-Lip a été observee par TEM. La
suspension de liposomes a été diluée avec de I'eau désionisée et puis placé sur les grilles
de maillage. L'excés de solution était éliminé par un papier filtre et les échantillons colorés
ont été analyses a 200 kV.

¢+ Activité de piégeage des radicaux DPPH : Toutes les expériences ont été realisées
en trois exemplaires. Le pourcentage de piégeage des radicaux DPPH a été calculé par
I'équation (111.2)

% Etudes de stabilité : Les liposomes préparés ont été conservés a 4°C ou a
température ambiante (25°C) pendant 40 jours dans un état sombre. La stabilité au
stockage a été déterminée en mesurant la taille des particules et le taux de fuite a un
moment précis pendant la période de stockage. La taille des particules a été déterminée
par PCS (phosphatidylcholine de soja). Les taux de fuite de VC et d'AF ont été obtenus

en mesurant la quantité de médicaments encapsulés dans des liposomes a un moment
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précis de la période de stockage et la quantité de médicaments encapsulé dans des

liposomes avant le stockage. Le taux de fuite a été calculé par I'équation (111.3).

Dans ce systeme, les médicaments encapsulés sont stables et peu de médicaments
se dégraderaient pendant le stockage. Par conséquent, le changement des médicaments
encapsulés est considéré comme la raison de la fuite de médicaments. La photo-stabilité
des échantillons préparés a été réalisée par exposition a la lumiere du soleil avec un
rayonnement UV (Ultraviolet) solaire de haut niveau pendant 40 jours. Pendant cette
période, la température quotidienne moyenne était comprise entre 1 °C et 10 °C. La photo-
stabilité a éteé évaluée en mesurant le ratio de médicament retenu, qui a été calculé par
I'équation (111.4). La solution tampon de phosphate VVC et la solution tampon de phosphate

FA ont été utilisees comme groupes de contrdle pour le test de photostabilité [92].

111.2.2.2. Exemple 2. Encapsulation de la VVC dans des liposomes avec des
phospholipides dérivés de la membrane des globules gras du lait

% Matériaux : Les phospholipides du lait, dérivés du ont eté donnés par Fonterra
(Coopérative Fonterra Groupe, Palmerston North, Nouvelle-Zélande).

¢+ Préparation des liposomes : Les phospholipides du lait ont été dispersés dans un
tampon aqueux (20 mM d'imidazole, 50 mM de chlorure de sodium, 0.02 % d'azide de
sodium comme agent bactérostatique, et 1 % (p/p) d'acide ascorbique, pH 7.0). La
dispersion a été soigneusement mélangeée a l'aide d'un mélangeur Polytron a 7 000 tr/min
pendant 10 min. La dispersion des phospholipides a ensuite été cyclée par un
microfluidiseur, Pour cing passages a une pression d'entrée de 580 bar.

%+ Les dispersions ont été préparées avec des concentrations de poudre riche en
phospholipides allant de 5 % a 16 % (p/p). Pour produire des liposomes avec de diametre
apparent (environ 100 nm), le nombre de passages dans le microfluidiseur a varié de 3 a
10 (des concentrations plus élevées ont nécessité un plus grand nombre de passages pour
obtenir des vésicules de 100 nm de diametre).

% Quantification de l'acide ascorbique encapsulé : Immédiatement apres la
préparation des liposomes et apreés le stockage, I'acide ascorbique libre (non encapsulé)
a été séparé des liposomes contenant l'acide ascorbique piégé par chromatographie par

perméation de gel. Des aliquotes (2,5 ml) de la dispersion de liposomes ont été passées
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dans une colonne de dessalage alimentée par gravité de 10x150 mm de Sephadex G-25.
Un tampon a l'imidazole (20 mM d'imidazole, 50 mM de chlorure de sodium, 0.02 %
d'azide de sodium, pH 7) a été utilisé comme phase mobile. La fraction contenant des
liposomes a été recueillie dans les premiers 4ml, puis le reste de l'acide ascorbique libre
a éte élué. Les contrbles ont été effectués avec des liposomes vides ainsi qu'avec de
l'acide ascorbique libre, pour tester la performance de la colonne. L'efficacité
d'encapsulation a été déterminée comme le rapport entre la quantité d'acide ascorbique
récupérée dans la fraction liposomale et la quantité initiale d'acide ascorbique dans
I'échantillon original. Les changements dans I'efficacité d'encapsulation avec le stockage
ont été évalués en mesurant la quantité d'acide ascorbique récupérée dans la fraction de
liposomes apres le stockage et en calculant le rapport (quantité apres le stockage/quantité

initialement presente dans le liposome frais).

La concentration d'acide ascorbique dans les liposomes frais et stockes a été
mesurée par spectrophotométrie, base sur le test colorimétique MTT-formazan, en
utilisant le kit de dosage de I'acide ascorbique, en suivant les instructions du fabricant.
Dans la premiére aliquote de I'échantillon, l'acide L-ascorbique et tous les autres
composes reducteurs sont mesurés. Dans la deuxieme aliquote d'échantillon, l'acide L-
ascorbique est éliminé sélectivement avec l'oxydase d'acide ascorbique et toutes les
substances réductrices restantes sont mesurées. La réaction implique la réduction du sel
de tétrazolium MTT en composé de formazan qui est mesuré par spectrophotométrie a
578 nm. La différence entre la premiére et la deuxiéeme mesure est la quantité d'acide L-
ascorbique. Il est important de souligner que le test ne tient pas compte de l'acide

ascorbique oxydé.

% Stabilité des dispersions de liposomes pendant le stockage : La stabilité des
liposomes stockés a 4 °C et 25 °C a été évaluée sur une période de 7 semaines. Avant le
stockage, un ensemble de dispersions de liposomes a été ajusté a un pH de 3, avec du
HCI1 6 N et stocké pendant 7 semaines. En outre, un autre ensemble de liposomes a pH 7
a été dilué a 1:1 (v/v) avec une solution de dextrose a 10 % (p/v) et conservé pendant 7
semaines. Les dispersions de liposomes ont été évaluées chagque semaine en mesurant les
changements du diameétre hydrodynamique moyen, de l'indice de peroxyde et de la

quantité d'acide ascorbique retenue [93].
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111.2.2.3. Exemple 3. Les liposomes comme véhicules des vitamines E et C: une
alternative pour fortifier le jus d'orange et offrir une protection en vitamine C apres

un traitement thermique

% Matériaux : AS (Acide stearique), SCa (stéarate de calcium), VE et VC.

% Préparation des liposomes : Les liposomes multilamellaires ont été préparés par
la méthode de déshydratation réhydratation. 40 umol de lipides ont été dissous dans 500
pl d'éthanol dans un ballon a fond rond, le solvant a été séché dans un évaporateur rotatif
a 37 °C, et entrainé avec du N2. Le film lipidique sec composé de PCS, PCS:AS (1:0,25,
rapport molaire), et PCS: SCa (1:0,25, rapport molaire) a été réhydraté avec 2 ml d'acide
acétique 3 % p/v a une concentration finale de 50 mM de lipides Afin de préparer des
liposomes avec VE, une solution mere de la vitamine diluée dans I'éthanol a été préparée.
La concentration du stock était de 22,4 mM. Ensuite, 0,445 ml de ce stock a été prélevé
et mélangé avec une quantité appropriée de lipides. Le solvant a été évaporé et un film
lipidique a été obtenu. Lorsque le film a été réhydraté dans 2 ml d'acide acétique 3 %
v/v, une concentration finale de 5 mM a été atteinte. Dans le cas de la VC, des solutions
fraiches de cette vitamine ont été préparées au moment de la rehydratation. La VC a été
pondérée et diluée dans de l'acide acétique a 3 % v/v pour atteindre une concentration de
5 mM pour les essais de peroxydation et une concentration de 90 mM pour tous les autres
essais.

 Distribution de la taille des particules : Les distributions de taille des particules
ont été déterminées dans une fourchette de 0,1- 0,5 mm par diffusion laser a l'aide d'un
analyseur de particules. Le liposome a été dilué dans 500 ml d'acide acétique 3 % p/v.
Le site de la dispersion a été effectue a 2000 tours/minute et le degré d'obscurcissement
se situait entre 10 et 15 % (L’équation (111.5) et (111.6)).

%+ Mesure de l'efficacité de I'encapsulation : Les vitamines non encapsulées étaient
séparées par centrifugation immédiatement apres la préparation des liposomes. Un
protocole d'agrégation de la protamine a été utilisé. Une concentration de 5 mM dans le
cas de VE et 90 mM dans le cas de VC a été utilisée. En bref : 0,5 ml de liposomes avec
chaque vitamine seule a été remise en suspension dans de l'acide acétique 3 % p/v (la
concentration en lipides était de 1 mg/mL). Ils ont ensuite été mélangés a 10 pl de
solution de protamine a 100 mg/ml. Les échantillons ont été conservés a température
ambiante pendant 30 minutes. Apres incubation, les liposomes ont été centrifugés a 4 °C

et a 12 000 tours/minute pendant 20 min. La vitamine C a été déterminée par
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spectrophotométrie avec un spectrophotometre UV-vis, en enregistrant ’absorbance a
265 nm. VE, a également été déterminée par spectrophotométrie, avec un UV-vis
spectrophotometre en enregistrant I'absorbance a 295 nm avec un coefficient d'extinction

molaire de 3058 M cm™.

Pour calculer le % EE, 500 ul des échantillons de liposomes ont été placés dans
un sac a membrane, et dialysé contre 50 ml d'acide acétique & 3 % p/v pendant 72 h a
température ambiante pour éliminer la vitamine non encapsulée qui reste dans le milieu
de dispersion. Ensuite, les aliquotes de liposomes retirées les échantillons ont été
perturbés par une solution de Triton X-100 (10% v/v) pour libérer la vitamine
encapsulée. La concentration de VC était déterminée avec un spectrophotometre UV-

vis en enregistrant lI'absorbance a 265 nm [94].

111.2.2.4. Etude comparative
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Tableau I111-1: Etude comparative de I’encapsulation de la vitamine C [92, 93, 94].

Exemples | Méthode de Conditions Conditions EE %
préparation opératoires de stockage
Exemple | e Injection e Rapportde |e T=4°C e VCAF-Lip=34.63 + 1.80.
1 d’éthanol masse de VC
=0.125. ou 25°C. e CS-VCFA-Lip=280.96 =
e T°=50°C. 1.23.
e t=15min. e =40
o pH=7.4. jours.
e =243 nm.
e Additifs :
Chitosane.
Exemple | ¢ Microfluidisation | e pH=7 o T°=4°C |e 67
2 o t=10min et 25 °C.

e p=580 bar o =7

e )=578 nm. semaines
Exemple | e déshydratation- e T°=37°C. o T=4°C e PCS=86.33+0.73
3 Réhydratation. e PH 7. e t=37jours | e PCS:AS=86.08+0.63
e A=265nm. e PCS:SCa=85.31+0.38
e Additifs :
AS, SCa

=> D’apres ces résultats, on peut déduire :
- Exemple 1: L’addition du chitosane peut améliorer efficacement l'efficacité
d'encapsulation des liposomes. Au cours du processus, le chitosane se dépose sur la
surface des liposomes et remplit les lacunes de la bicouche hydrophobe par diverses

forces telles que la force de Van der Waals, la liaison hydrogene et les interactions
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électrostatiques. Par conséquent, le processus peut améliorer I'EE des médicaments, et il
peut également empécher la fuite de médicaments des liposomes. Donc, I'enrobage en

chitosane pourrait améliorer efficacement l'activité antioxydante de VCAF-Lip [92].

-Exemple 2 : Il est possible pour protéger l'acide ascorbique par encapsulation dans
des liposomes préparés avec des phospholipides dérivés du lait. Grace a la
microfluidisation, il a été possible d'obtenir de petits liposomes unilamellaires, stables a
un pH neutre pendant au moins 7 semaines.

Les valeurs de l'efficacité d'encapsulation ont atteint un plateau a environ 10 % de
poudre riche en phospholipides de lait, et a des concentrations plus élevées, de petites
multivésicules se forment. Aprés un stockage a 4 °C et a un pH de 7, 67 % de l'acide
ascorbique encapsulé initial était encore conserve apres 7 semaines. Les liposomes se sont
révélés moins stables au pH 3 quau pH 7, et ils ont montré une perméabilité accrue
lorsqu'ils étaient stockes dans des solutions sucrées a 5 % [93].

-Exemple 3 : Le systéme AS montré la rétention la plus élevée de VC. Dans le systeme
PCS: AS, l'effet stabilisateur de I'ajout de I’AS pourrait étre le résultat d'une rigidité
accrue de la bicouche. Cela réduit le débit de I'eau, ce qui améliore la rétention de la VC.
L'ajout de SCa peut avoir augmenté la rigidité de la bicouche, mais au pH de ces systemes,
le calcium est libre de se lier avec deux PC générant des zones de compactage et
produisant une déshydratation des domaines intercouchent.

Pour la VC, la formulation la plus appropriée a utiliser comme véhicule est le PCS
avec AS, considérant que ce systétme a montré une grande stabilité oxydative apres
pasteurisation et la plus grande rétention de VC aprés 72 h de dialyse. Le systéeme
PCS:SCa a montré une rétention de la VC similaire a celle du systeme SPC mais
inférieure a celle du systeme PCS:AS ; il présente toutefois I'avantage nutritionnel
d'apporter du calcium au produit final [94].

En général, on remarque que le meilleur taux d'encapsulation de 86% est de
I'exemple 3 ; il est obtenu par la méthode de déshydratation-réhydratation. L’AS et le
SCa peuvent étre incorporés comme additifs de la membrane pour stabiliser la bicouche

lipidique une, et cela pour fournir une rigidité croissante. De plus, le SCa et le PCS
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fournissent respectivement des ions calcium et des acides gras essentiels, offrant ainsi un
aliment fonctionnel. La stabilité oxydative des formulations liposomales avec ou sans
vitamines a été déterminée avant et apres la pasteurisation, car plus la stabilité est élevée,
plus les vitamines sont protégées, ce qui permet de conserver leur activité antioxydant

[94].

11.23. Encapsulation de la vitamine E dans des liposomes

11.2.3.1. Exemple 1. Préparation et caractérisation des liposomes complexes a
I'échelle nanométrique chargés en polyphénols de thé et en vitamine E

% Matériels et méthodes : Les liposomes complexes chargés en polyphénols de thé
(PT) et vitamine E (VE) ont été préparés par évaporation en phase inverse. En routine,
une solution en phase organique était préparée en dissolvant la phosphatidylcholine de
soja (PCS), le cholestérol (CS) et la vitamine E dans le chloroforme, puis était sechée
dans un film mince a l'aide d'un évaporateur rotatif. Une solution en phase aqueuse
contenant une solution saline tamponnée au phosphate (PBS, pH 7,4) et de la PT
(polyphénols de the) a été ajoutée goutte a goutte et les deux phases ont été brievement

mélangeées par vortex pour mettre les lipides en suspension.

La suspension a été en outre soniquée dans un bain sonique pendant 10 minutes a
20°C. Le mélange a été placé sur un évaporateur rotatif, et le solvant a été éliminé sous
une pression légérement réduite (pompe a vide multifonctionnelle a circulation d'eau)
jusqu'a ce que la suspension devienne un gel, suivi d'une évaporation continue sous grand
vide jusqu'a l'obtention d'une suspension homogene (liposome complexe PT-VE). Le
solvant organique résiduel a été éliminé par N2 pendant 20 minutes, les dispersions de
liposomes PT-VE ont été diluées avec de I'eau doublement distillée pour atteindre une
intensité de détection appropriée dans la plage de 5 x 10%-1 x 10° comptes/s.

Les données d'analyse de la taille des particules ont été évaluées en utilisant la
distribution de volume pour détecter méme quelques grosses particules. Le potentiel zéta

a été déterminé sur un analyseur de potentiel zéta Delsa 440SX a 20°C (n = 3).
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L'efficacité d'encapsulation du liposome complexe PT-VE a été calculée apres
avoir déterminé la concentration de PT et VE piégés dans le liposome complexe PT-VE
et de PT et VE non enchevétrés dans la phase aqueuse par Analyse HPLC,
respectivement.

Le liposome complexe PT-VE a été séparé de la phase aqueuse a l'aide d'une
centrifugeuse a froid a 17000 tr/min pendant 30 min a 4°C. Pour l'analyse par HPLC, une
colonne RP-C18 (25 cm x 46 mm, 5 m) a été utilisée.

La phase mobile était du méthanol pur, et le flux a été fixé a 1 ml/min. Le volume
d'injection a été 20 ul et la détection UV était & 280 nm selon la longueur d'onde du pic
d'absorption de la PT et de la VE.

VE a éte éluée a 9,36 min et la courbe d'étalonnage linéaire de VE a été obtenue
dans la plage de 0,203-2,030 x 10° pug/ml. Avant la mesure, un échantillon de 20 pl du
liposome complexe PT-VE a été dilué a 1:50 (v/v) avec du méthanol avant le test HPLC,
filtré a travers un filtre de 0,45 um. D'autre part, la PT et la VE non piégées restant dans
la phase aqueuse ont été mesurés directement par la méthode HPLC sans le prétraitement
du méthanol.

Les concentrations de polyphénols du thé dans les échantillons ont été
déterminées en utilisant une spectroscopie UV a 275 nm avec laide de la courbe
d'étalonnage correspondante dans la plage de 1,58-37,92 pg/ml. Les calculs sont faits

selon I’équation (I11.7) [95].

111.2.3.2. Exemple 2. Préparation de liposomes de vitamine E par la méthode des
couches minces et étude sur son taux de fuite

% Matériaux : La vitamine, le cholestérol, le chloroforme et le méthanol, un sac de
dialyse, une membrane de lixiviation, un évaporateur rotatif.

¢+ Préparation des liposomes de vitamine E : Les liposomes ont été préparés par la
méthode des couches minces. une certaine proportion de poudre de lécithine de haute
pureté, du cholestérol, de I'octadécylamine, 20 mg de vitamine E, et ont été ajoutés a un
erlenmeyer de 150 ml, le mélange est dissous dans un rapport volumique 2:1

chloroforme/,on utilise une distillation sous vide pour éliminer le solvant, il a été évaporé

- 59 -



Chapitre 111 Travaux antérieurs

a l'aide d'un évaporateur dans un bain-marie a 42 ° C sous pression réduite, puis ajouté
une certaine quantité de pH = 6.8 solution tampon phosphate de milieu hydraté, et mise
en rotation 45min dans un bain-marie sous pression atmosphérique. Il a formé une
suspension laiteuse et a été filtré a travers une membrane filtrante de 0,45 um de diamétre,

obtenu des liposomes de vitamine E, puis il a été conservé a 4°C [96].

111.2.3.3. Exemple 3. Préparation de liposomes: une nouvelle application de
membranes de micro-ingénierie - étude des paramétres du processus et application a
I'encapsulation de la vitamine E

% Matériaux : Les phospholipides utilisés étaient des POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine) et Lipoid E8O ; ils sont obtenus a partir de la lécithine de
jaune d'eeuf et contiennent 82% de phosphatidyl-choline et 9% de phosphatidyl-
éthanolamine. Les autres réactifs sont la VE, le cholestérol, I'acide phosphotungstique et
I'éthanol a 95 %.

%+ Méthode de préparation : La suspension de liposomes a été preparée a l'aide d'une
cellule agitée avec une membrane a disque plat placée sous l'agitateur a pales, comme
I'indique la figure I11.1. La vitesse de rotation des pales pouvait étre contrdlée dans la
plage de 200 a 1300 tr/min par la tension appliquee. Et les membranes utilisées étaient en
nickel microtechnique contenant des pores cylindriques uniformes avec une de 5, 10, 20

ou 40 mm de diametre, disposés a un espacement uniforme de 80 ou 200 mm.
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Figure 111-1: Hlustration schematique de la cellule agitée avec un simple agitateur a

pales au-dessus d'une membrane a disque plat. b) Schéma du dispositif expérimental [97].

Les quantités requises de phospholipides (20 ou 50 mg.ml* Lipoid E80 ou POPC)
et un stabilisateur (cholestérol, acide stéarique ou beurre de cacao, 25% p/p sur la base de
la matiere seche phospholipidique) ont éteé dissous dans de I'éthanol. La phase organique
a été injectée a travers la membrane au moyen d'une pompe péristaltique. La vitesse
d'agitation était comprise entre 200 et 1300 tr/min, ce qui a généré une contrainte de
cisaillement sur la surface de la membrane entre 0,80 et 15,5 Pa. La cellule a été remplie
de 20 a 60 ml d'eau ultra-pure. La formation spontanée de liposomes a commencé des que
la phase organique a été mise en contact avec la phase aqueuse. La suspension liposomale
a été maintenue sous agitation pendant 15 minutes et finalement la suspension a été

recueillie et I'éthanol a été éliminé par évaporation sous pression réduite.

Apres chaque expérience, la membrane a été soniquée dans éthanol pendant 1 h,
puis trempage dans une solution a base de siloxane (agent mouillant) pendant 30 minutes
afin d'augmenter I'nydrophilie de la surface de la membrane. La taille moyenne des

particules a été exprimée par le diamétre moyen en nombre, et la polydispersité par le

-61-



Chapitre 111 Travaux antérieurs

coefficient de variation, CV= (&/dav) x 100, & c’est I'écart-type des diametres des
particules dans une suspension. Le potentiel z&ta était mesuré a l'aide d'un Zetasizer Nano-
series de Malvern et utilisée pour prédire la stabilité colloidale de la suspension de
liposomes. Les mesures ont été répétées au moins trois fois aprés la dilution de
I'échantillon dans I'eau. Le potentiel zéta a été calculé a partir de la mobilité

électrophorétique en utilisant I'équation de Helmholtz-Smoluchowski [97]

111.2.3.4. Etude comparative

Tableau 111-2: Etude comparative de I’encapsulation de la vitamine E [95, 96, 97].

Exemples | Méthode de Conditions Conditions EE%
Préparation operatoires de stockage
Exemple 1 | * Evaporationen e Mvie=15mg |e T=4C° e 94.05+3.45
phase inverse e PH=74 e t=2mois
e T°=20°C
e t=10min
e A =280nm
Exemple 2 | « Couches minces e Mve=20mg |e T=3C° e 76.17
e PH=6.38
o T°=42°
e t=45min e t=10 mois
e A =290nm
Exemple 3 | e Injection d’éthanol | ¢ Mve= 20mg e T=5%3° e 00.87+1.14
e T°=25° e t=3 mois
e t=10min
e A=292nm

=> D’apres le tableau I11.2, on constate que :
- Exemple 1 : L'efficacité de piégeage de VE était de (94.05 + 3.45)%, l'augmentation de
la quantité de VE a entrainé la diminution de I'efficacité de piégeage de VE, en raison de
la limitation de la capacité d'encapsulation des liposomes. Les résultats indiquent que le

liposome complexe offre une nouvelle approche pour piéger le médicament soluble dans
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l'eau et le médicament peu soluble, une protection liposomique interne, une efficacité
d'encapsulation élevée du médicament et une pénétration transdermique soutenue [95].

- Exemple 2 : cet exemple adopte la méthode du film mince pour préparer les liposomes
de vitamine E, l'efficacité de piégeage des liposomes de vitamine E a été déterminée par
la méthode de dialyse inverse. La vitamine E qui est encapsulée par la lécithine de soja
peut améliorer la stabilité, il peut favoriser I'absorption percutanée de la vitamine E, et a
pour effet une libération lente. Cette technique permet un bon taux d’encapsulation et un
faible taux de fuite [96].

- Exemple 3 : Dans cette étude, I'efficacité élevée d'encapsulation de la vitamine E dans
les liposomes (99,87 + 1,14%) était probablement due a la lipophilie élevée du
médicament. Ce résultat était en accord avec ceux rapportés dans la littérature.
Marsanasco ont rapporté que le pourcentage de vitamine E encapsulée dans les liposomes

prépares par la méthode de Bangham était égal a 98,13 + 0,02% [97].

En général, on peut déduire que l'efficacité de piégeage de VE était principalement
influencée par la quantité initiale de VE, comme I’indique le tableau I11.2. Evidemment,
l'augmentation de la quantité de VE a entrainé la diminution de I'efficacité de piégeage
de VE, en raison de la limitation de la capacité d'encapsulation des liposomes. En outre,
le procedé d'injection d'éthanol conventionnelle a offert I'efficacité de piégeage de VE la

plus importante.

11.2.4. Encapsulation de la quercétine dans des liposomes
111.2.4.1. Exemple 1. Liposomes a double charge encapsulant la quercétine et la

guercétine béta-cyclodextrine (§-CD) complexes : Préparation, caractérisation et

évaluation

% Matériaux : La quercétine, la phosphatidylcholine, le cholestérol, B-CD.

« Preparation des liposomes chargés de quercetine : Vésicules multilamellaires
constituées d'un mélange de lipides (phosphatidylcholine et cholestérol dans des
proportions différentes) ont été préparés en fonction de la technique de

I'évaporation de la couche mince utilisant 2:1 v/v de chloroforme:méthanol.

En bref, une solution méthanolique de quercétine a été ajoutée a la solution
lipidique dans le chloroforme. Les solvants ont été éliminés sous pression réduite dans un
-63 -



Chapitre 111 Travaux antérieurs

évaporateur rotatif, ce qui a permis d'obtenir une fine pellicule de lipides séchés sur la
paroi du flacon. L'évaporation a été poursuivie pendant 1 h. Le film a ensuite été hydraté
par l'ajout d'un tampon (pH 5,7) sous agitation vigoureuse afin d'agir sur la formation des
vésicules. La suspension laiteuse contenant des vésicules multilamellaires a encore été

réduite en taille dans un sonicateur a sonde.

% Préparation de liposomes chargés de quercétine et de Quercétine-B-CD complexes
(liposomes a double charge) : Essentiellement, la méme méthode de Bangham, a été
utilisée pour préparer des liposomes a double charge. Cependant, tout en hydratant le film
lipidique avec un tampon, les complexes de Quercetin-p-CD ont été dissous dans le
tampon puis incorporés dans la phase aqueuse des liposomes. Ainsi, la quercétine était
"doublement™ chargée dans les bicouches lipidiques ainsi que dans le compartiment
aqueux des liposomes. Ce double chargement a été confirmé a l'aide du CBD

(Calorimétrie a balayage différentiel) conformément au protocole indiqué précédemment.
La charge en médicaments (DL%) a été calculé selon I'équation (I11.9).

Le pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidiqgue du médicament

testé/standard a été calcule par I'équation (111.10) [98].

111.2.4.2. Exemple 2. Effet protecteur des liposomes encapsulés en quercétine et rutine
sur le stress oxydatif induit

% Matériaux : La quercétine (Q), la rutine (R), I'éthanol, DOPC (1,2-dioléoyl-sn-
glycéro-3-phosphocholine), DOPE (1,2-di- (9Z-octadécénoyl) -sn-glycéro-3-
phosphoéthanolamine), DOPA (1,2-dioléoyl-sn- glycéro-3-phosphate) et DOTAP (1,2-
dioléoyl-3-triméthylammoniumpropane).

¢ Préparation de liposomes chargés de quercétine et de rutine : DOPC / DOPE,
DOPE / DOPA et DOTAP / DOPE ont été préparés a Rapport 1: 1 M avec une
concentration lipidique totale finale de 10—2 M. Des liposomes chargés de quercétine et
de rutine ont été préparés pour obtenir une Rapport 1: 1 M entre les lipides totaux et les
antioxydants. Les liposomes ont été préparés dans un flacon a fond rond en mélangeant

des quantités appropriées de solutions meres, qui étaient 4 x10—2 M en chloroforme pour
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les lipides et 2 x10—2 M dans I'éthanol pour Q et R. A sec, un film lipidique (avec et sans
antioxydants) a été obtenu par évaporation du solvant sous vide pendant une nuit.
Réhydrater avec le grade Milli-Q H20 a donné une dispersion multilamellaire. Au vortex,
des vésicules multilamellaires ont été obtenues, qui ont été puis soumis a huit cycles de
gel/dégel. Cette méthode a amélioré I'hnomogénéité de la distribution granulométrique
dans la suspension finale. Les liposomes ont ensuite été réduits en taille et convertis en
vésicules unilamellaires par extrusion a travers des membranes en polycarbonate de 100
nm. Tous les liposomes ont été conservés a 4 °C.

% Matériaux : Cellulose (microcristalline, poudre), épichlorhydrine (P99.0%, ECH),
La phosphatidylcholine (a partir de jaune d'oeuf, P 60%, oeuf PC), cholestérol (P99.0%,
Chol), acide oléique (P99 0.0%, AO), la quercétine et la rutine. Céramide-3 (DS-
Ceramide Y30). Des solvants tels que le 1,3-butyléne glycol, le méthanol, I'é¢thanol, le

chloroforme et lI'acétone [99].

111.2.4.3. Exemple 3. Préparation de liposomes céramides chargés de la quercétine et
de la rutine

¢ Matériaux : Cellulose (microcristalline, poudre), (x) -épichlorhydrine (P99.0%,
ECH), La phosphatidylcholine (a partir de jaune d'oeuf, P 60%, oeuf PC), cholestérol
(P99.0%, Chol), acide oléique (P99 0.0%, AO), la quercétine et la rutine. Céramide-3
(DS-Ceramide Y30). Des solvants tels que le 1,3-butyléne glycol, le méthanol, I'éthanol,
le chloroforme et l'acétone.

+¢+ Préparation de liposomes céramides : Les liposomes ont été préparés en utilisant
la méthode d'hydratation en couche mince. OEuf PC, Cer, Chol, AO, quercétine et rutine
ont été dissous dans 25 ml d'un mélange chloroforme-méthanol a un rapport molaire (4:1).
Les mélanges ont été évaporés dans un évaporateur pour éliminer les traces de solvant et
également pour former un film. Pour éviter la séparation de la membrane
phospholipidique par hydrolyse, le film a été hydraté avec un tampon phosphate (pH 9)
pendant 1h a une température supérieure a la température de transition lipidigue, et le

produit a été maintenu sous forme de solution liposomique a pH 7.0 £ 0.5. La suspension
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de vésicules a ensuite été homogénéisée a l'aide d'un sonicateur a sonde, passe a travers
un filtre de 0.45 pum et conservé jusqu'a son utilisation.

% Test de stabilité des liposomes céramides : La stabilité des liposomes céramides
non chargeés et de la quercétine ou de la rutine les liposomes céramides chargés a été
évaluée en mesurant la taille et la distribution moyennes des particules. Les mesures sont
faites en utilisant un analyseur de taille de particules a 25 °C, avec un angle de diffusion
de 165° en utilisant un laser Argon. La taille moyenne des particules a été déterminée par
analyse cumulative et la distribution a été résolue a I'aide de la méthode Contin.

+ Efficacité d'encapsulation de la quercétine ou de la rutine dans la céramide : La
quercétine ou la rutine déchargée a été récupérée a partir d'un volume de 2 ml de solution
liposomique en passant la solution liposomique dans un Filtre 0.45 um, et dégradation de
la solution avec 15 ml d'éthanol. L'éthanol a été évaporé dans un évaporateur et la
quercétine ou la rutine ont ensuite été redissoutes dans 2 ml d'éthanol. La concentration
de la quercétine et de rutine a été déterminée par HPLC.

¢ Préparation d'hydrogel de cellulose : La poudre de cellulose (0.5 g) était dispersé
dans 13.45 ml d'une solution de NaOH a 9% a température ambiante, et I'échantillon a
été dissous par congélation a 70 °C pendant 24 h. Apres décongélation, 11.55 ml d'eau
distillee ont été ajoutés a la cellulose solution, suivi de l'ajout goutte a goutte de 3 ml
d'ECH (épichlorhydrine), en remuant continuellement. La réaction de réticulation a
ensuite été réalisee a 80 °C pendant 8h. Une fois la réaction terminée, le produit
d'hydrogel de cellulose a été lavé avec de I'eau distillée pour éliminer le NaOH et le NaCl
qui s'étaient formés, suivi d'un lavage a I'acétone pour éliminer I'exces d'ECH. Le solvant
a été retiré de 1’échantillon par centrifugation, et I'échantillon a été séché sous vide a
température ambiante avant stockage.

¢+ Préparation d'un complexe hydrogel liposome-cellulose céramide : Le complexe
a été préparé en incorporant 5 ml de céramide solution de liposomes dans 0.1 g d’hydrogel
de cellulose séché. Le liposome céramide a pénétré et a eté absorbé dans la matrice

d'hydrogel gonflé.
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¢ Incorporer I'efficacité du liposome céramide dans la cellulose hydrogel et degré
d'absorption d'eau de I'hydrogel de cellulose : L'hydrogel de cellulose séché (0.1 g) a été
gonflé dans 5 ml d'une solution de liposome de céramide a 37°C pendant 24h afin de
mesurer l'efficacité d'incorporation. Pour évaluer la quantité de liposome incorporé, la
concentration de quercétine ou de rutine dans les liposomes a été déterminée, et pour cela,
les solutions de liposomes avant et aprés incorporation ont été analysées par HPLC.
L'équation (I11.11) a été utilisée pour calculer la concentration de quercétine ou rutine

dans les liposomes incorporés dans des matrices d'hydrogel de cellulose.

Le degré d'absorption d'eau dans I'nydrogel de cellulose était évalué pour toutes

les formulations de liposomes céramides.

Le degré dabsorption de l'eau est connu pour dependre de la capacité de
gonflement de I'nydrogel, et indique le volume d'eau absorbable par rapport au poids
d'hydrogel seché. Pour Vérifier si le degré de l'absorption d'eau dans I'hydrogel était
similaire dans toutes les formulations de liposomes, 0.1 g d’hydrogel séche était gonflé
dans 5 ml de liposome solution a 37°C pendant 24h. Des échantillons ont été
périodiquement prélevés a la surface de la solution d'hydrogel et pesés immédiatement.

L'équation (111.12) a éte utilisée pour calculer le degré d'absorption d'eau dans I'hydrogel.

< Evaluation de la perméation cutanée et du comportement de libération de la
quercétine : L'équation (111.13), représentant le modeéle de Korsmeyer Peppas, a été
utilisée pour étudier le mécanisme de diffusion de la quercétine ou de la rutine dans la

peau apres la libération des liposomes dans le systéme hydrogel [100].

111.2.4.4. Etude comparative
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Tableau 111-3: Etude comparative de I’encapsulation de la quercétine [98, 99, 100].

Exemples | Méthode de Conditions Conditionsde | EE %
préparation opératoires stockage
Exemple | e Evaporation du e Mqur =60 mg e T°=411°C |e DOPC/DOPE + Q=
1 solvant sous vide. | e Mrutine=0.125 18.9+5.3
mg e t=23mois e DOPE/DO PA + Q=
e T°=16°C 142+19
e t=1h e DOPE/DO TAP +
Q=156%15
Exemple | e Hydratation en e PH=9 o t=plusde3 |e 70.00+2.61
2 couches minces e T°=25°C semaines
e t=1h
e pH=7.4
e Vceramide =5 ml
Exemple e Hydratation en e Mqur =5mg e 8573+06
3 couches minces e pH=57 / e 90.68 +0.51

e t=2h (HPLC)

=>» D’apres le tableau récapitulatif montré ci-dessus, on constate que :

- Exemple 1 : L'efficacité d'encapsulation était également tres similaire en changeant la

formulation des lipides et les valeurs de EE% demontrent que la quercétine étaient chargé

en liposomes zwitterioniques, anioniques et cationiques avec une faible efficacité [98].

- Exemple 2 : L'efficacité d'encapsulation de la quercétine était plus grande lors de

I'utilisation d'un rapport molaire de 0.5 de Chol par rapport a 1. En termes d'efficacité

d'encapsulation, la formation optimale de quercétine était 70.00 + 2.61. Ce résultat a

démontré que la quercétine était moins efficace pour la pénétration entre les membranes

lipidiques du liposome [99].
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- Exemple 3 : EE% pouvait atteindre jusqu'a 90.68 + 0.51% pour les liposomes a double
charge. Les valeurs de piégeage étaient encore liées au rapport des lipides utilisés dans le
systeme. Maximum de médicament a été encapsulé par le liposome a double charge.

On remarque que le meilleur taux d'encapsulation c'était dans I'exemple 3 par la
méthode de préparation (Hydratation en couche mince). Cette structure permet aux
liposomes d'encapsuler des matériaux hydrophiles et lipophiles et libérer plus de
médicament que les liposomes encapsulant le médicament ordinaire. La libération de

médicament étant liée a I'efficacité de piégeage et aussi a la masse de quercétine [100].

111.3. Conclusion

On a étudié plusieurs exemples sur trois antioxydants (VC, VE, quercétine). On
conclut que le taux d'encapsulation dépend de I'antioxydant utilisé et les conditions

opératoires de chaque expérience.

Les facteurs qui semblent étre les plus influencant sont : les additifs utilisés, la quantité

de I’antioxydant a encapsuler, et la méthode de préparation utilisé.
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Conclusion générale

Les liposomes sont des vésicules lipidiques biocompatibles, biodégradables, non toxiques
et non immunogenes. lls sont couramment utilisés pour assurer une libération contrdlée des
principes actifs, améliorer leur pharmacocinétique et diminuer leur toxicité. En plus, ils sont
considérés lors de la vectorisation des agents anticancéreux. Ils sont étudiés pour améliorer la

solubilité aqueuse, la stabilité chimique et les activités biologiques.

Dans ce travail, nous avons pu montrer que les meilleurs liposomes en termes de taux
d'encapsulation de la vitamine C, de la vitamine E et de la quercétine ont été obtenus grace aux
conditions suivantes: additifs, masse encapsulée et selon le mode de préparation également.

Nous pouvons conclure que les liposomes peuvent étre considérés comme les cellules
biologiques artificielles les plus simples, qui ont de grandes applications potentielles dans

I'administration de médicaments.

La vectorisation efficace pourra un jour révolutionner I’arsenal thérapeutique en donnant
aux principes actifs existants des champs d’application élargis, une efficacité plus élevée et moins

d’effets indésirables.
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