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INTRODUCTION

La pharmacie galénique est a la fois la science et I'art de concevoir les médicaments dans
le but de mieux les adapter a la maladie concernée [1]. Elle a toujours participé aux
progrés thérapeutiques a travers I'histoire. En effet, la forme pharmaceutique sous
laquelle un médicament est administré conditionne son avenir dans I'organisme,
notamment en ce qui concerne sa biodisponibilité et son profil de libération. Des
innovations dans ce domaine ont vu le jour ces dernieres décennies, notamment dans le
domaine de la nanotechnologie ou on se sert de la galénique pour résoudre des
problématiques tels que la diminution des effets indésirables. En effet, la nanotechnologie
a suscité un grand intérét ces derniers temps, surtout en ce qui concerne la libération

modulée et la vectorisation des molécules actives vers les tissus cibles.

Les liposomes étaient les premiers a avoir été développés en tant que nano médicaments
car ils présentent de nombreux avantages qui seront détaillés prochainement. Ils peuvent
étre rendus sensibles a certains stimuli internes comme le pH par exemple, ou externes
comme les ultrasons, la lumiere Proche-infrarouge (PIR) ou autres. Cette sensibilisation
pourrait étre intéressante pour obtenir une libération sur commande des actifs. Pour cette
derniére raison, j'ai choisi donc de m'intéresser a ce type de liposome pour démontrer
leur intérét dans la gestion de la douleur post-opératoire et la douleur neuropathique
chronique. En effet, une telle technique permettrait de moduler la libération de
I'analgésiant par le patient au temps voulu et en fonction de ses douleurs. C'est donc une

libération répétée et sur commande qu’on espéere obtenir.

La douleur serait a I'origine de prés de deux tiers de consultations médicales et constitue
un probléme majeur de santé publique [2]. Elle est de plusieurs types en fonction de son
origine et de sa persistance dans le temps. A travers cette thése, je m’intéresse
essentiellement a la douleur post-opératoire suite a une chirurgie mais également a la
douleur neuropathique chronique. Compte tenu de nombreux effets indésirables liés aux
morphiniques, I'anesthésie loco-régionale en tant que technique d'analgésie, est un choix
intéressant. En effet, le systeme de liposomes sensibles aux stimuli externes constitue

une forme galénique innovante dont le but est de contourner les effets indésirables des
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médicaments disponibles d'un coté et de promettre une meilleure autonomie aux patients

d’un autre coté, tout cela en étant non invasif.

Dans un premier temps, je présente donc les liposomes d'une maniére générale puis les
liposomes sensibles aux stimuli externes d’une maniére plus précise. Dans un deuxieme
temps, je m'intéresse a la douleur dans sa globalité puis a la douleur post-opératoire et
neuropathique chronique plus particulierement. Enfin, pour la derniere partie je discute

de l'intérét de ce type de liposome dans la gestion de ces deux types de douleur.

GENERALITES SUR LES LIPOSOMES

1. Definition
Les liposomes sont des vésicules sphériques composées d'une ou plusieurs couches
lipidiques enfermant a l'intérieur le coeur aqueux. Leur taille peut aller d’une
vingtaine de nm jusqu‘a quelques um. Ils peuvent encapsuler des principes actifs

hydrophobes au niveau de leur bicouche lipidique ainsi que des principes actifs

hydrophiles qui seront placés plutot dans le ceeur aqueux [3].

Phospholipide

Cholesteérol

Charge hydrophile

Charge lipophile

Phospholipide pégyle

Figure 1. Structure d'un liposome [4]

2. L'intéréet des liposomes comme vecteurs
médicamenteux

Depuis leur découverte par Bangham, et al, les liposomes ont démontré un véritable

intérét dans le domaine de la pharmacie galénique. De nombreuses études de recherche
12



ont permis de mettre en évidence leurs avantages et, ceci, dans plusieurs domaines
(cancérologie, infectiologie, immunologie, radiologie,..). Ils ont été les premiers nano-
vecteurs a étre employés dans des essais cliniques, étre développés en tant que
médicaments et mis sur le marché. Les liposomes constituent une avancée technologique
d’encapsulation des principes actifs aussi bien hydrophiles que lipophiles, permettant
ainsi de les protéger, de les véhiculer et de moduler leur libération au niveau du site
d’action [3].

De nombreuses études de recherche ont permis de marquer plusieurs progres dans le
domaine des liposomes dans |'objectif de moduler leur libération (liposomes a libération
répétée,..), de diminuer leur dégradation par le systéeme immunitaire (liposomes
furtifs,..) ou de leur offrir une technologie de ciblage (liposomes couplés a des

anticorps,..).

Parmi les avantages qu’offrent les liposomes dans le domaine de la pharmacie galénique,

on peut citer :

Protection des Principes actifs (PA) contre la dégradation : le PA étant situé dans

le ceeur aqueux ou dans la bicouche lipidique, il sera mieux protégé vis-a-vis de
la dégradation éventuelle par les enzymes de I'organisme.

- Ils sont biodégradables et biocompatibles,

- IIs sont non toxigues et non immunogénigues,

- Vectorisation des PA jusqu’a leur arrivée aux sites d'action,

- Diminution des effets indésirables dis a la toxicité des PA sur les cellules saines :

le PA étant véhiculé directement vers son site d’action, ceci permettrait de
diminuer considérablement les effets secondaires engendrés sur les tissus non
ciblés comparément aux formes galéniques classiques.

- Libération modulée des PA,

- Industrialisables : leur préparation peut s'adapter aux procédés de l'industrie

pharmaceutique.
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3.

3.1.

Composition

La membrane des liposomes est principalement constituée de phospholipides, on

peut également y retrouver du cholestérol.

Les phospholipides

Les phospholipides et plus précisément les glycérophospholipides sont les
constituants majeurs des liposomes. Ces molécules a I'état naturel rentrent
également dans la composition des membranes biologiques. Ils peuvent étre donc
d’origine naturelle ou bien synthétique. Ils sont neutres, ou chargés (positivement
ou négativement) afin d'éviter les phénoménes d'agrégation des liposomes ou
d’augmenter la capacité d’encapsulation de certains principes actifs chargés. Ce
sont des molécules amphiphiles car composées d'une part d'un groupement
hydrophile qui est la téte polaire (groupement phosphate estérifié par d'autres
groupements) et d'autre part d'un groupement hydrophobe qui est la queue
lipidique apolaire. Cet amphiphile confere donc aux phospholipides des propriétés
tensioactives car en contact avec un milieu aqueux, les molécules de phospholipides
s’auto-assemblent de maniere a minimiser le contact avec I'eau. Cet auto-
assemblage donne lieu a des micelles, micelles inverses ou bien a des bicouches
comme dans le cas des liposomes, en fonction du parametre d’empilement (packing

parameter PP) des phospholipides qui les caractérisent.

Des phospholipides modifiés peuvent étre également employés afin de modifier

la surface des liposomes :

- phospholipides ioniques pour obtenir des liposomes chargés,

-phospholipides couplés au polyéthyléne glycol (PEG) pour obtenir des
liposomes furtifs,

- phospholipides couplés a des anticorps pour obtenir des immunoliposomes.

Les principaux phospholipides utilisés dans la formation des liposomes sont classés

selon leurs propriétés physico-chimiques et présentés dans le tableau 1 [5].
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Lipides Abréviation | carbones/ | Température | Charge
saturation | de transition a
Tm (°C) PH=74
Phosphatidylcholine de jaune d'ceuf (Egg | EPC -15a-7 0
Phosphatidyl Choline)
Phosphatidylcholine de soja__ | SPC . 4 -15a-7 |
Dilauroyl phosphatidylcholine | DLPC | 12:0 1 0
Dimyristoyl phosphatidylcholine DMPC 14:0 23 0
Dipalmitoyl phosphatidylcholine DPPC 16:0 41 0
Distéaroy! phosphatidylcholine DSPC 18:0 55 0
Dioleoyl phosphatidylcholine DOPC 18:1 -20 0
Dimyristoyl phosphatidyléthanolamine DMPE 14:0 50 0
Dipalmitoyl phosphatidyléthanolamine DPPE 16:0 63 0
Dioleoyl phosphatidyléthanolamine DOPE 18:1 -16 0
Dimyristoyl acide phosphatidiquessodium | DMPA«Na | 14 50 -1.3
Dipalmitoyl acide phosphatidiques sodium | DPPA*Na 16 :0 67 -13
Dioleoyl acide phosphatidique * sodium DOPA<Na | 18:1 -8 -13
Dimyristoyl phosphatidylglycérols sodium | DMPGeNa | 14 :0 23 -1
Dipalmitoyl phosphatidylglycérols sodium | DPPG<Na 16 :0 41 -1
Dioleoyl phosphatidylglycérols sodium DOPGeNa | 18:1 -18 -1
Dimyristoyl acide DMPSeNa [ 14:0 35 -1
phosphatidylsérinessodium
Dipalmitoyl phosphatidylsérines sodium DPPS+Na 16 :0 54 -1
Dioleoyl phosphatidylsérines sodium DOPS+Na 18 ;1 -11 -1
DOPE-Glutaryl+(Na): 18 :1 -10 -2
Tetramyristoyl Cardiolipine(Na): 14:0 59 -2
DSPE-mPEG-2000+Na 18 :0 N/A -1
DSPE-mPEG-5000+Na 18 :0 N/A -1
DSPE-Maléimide PEG20 ~
Di-oleoyloxytriméthylamoniopropaneschlore DOTAP«CI 3 : +1 :
Stéarylamine SA 18 :0 N/A +1

Tableau 1 : Les phospholipides utilisés dans la préparation des liposomes [5]

3.1.1.

Le paramétre d’empilement PP

C'est une grandeur physique qui caractérise un phospholipide et qui permet de
prévoir la structure supramoléculaire de ce dernier dans un milieu aqueux. I dépend
de plusieurs facteurs tels que la longueur et le nombre de chaines carbonées, la
surface de la téte polaire et le volume de la chaine carbonée. Ce parameétre est
défini selon la relation mathématique suivante: P = v/(a0.Lc) ou v est le volume
occupé par les chaines hydrophobes, a0 est la surface de la téte polaire a I'équilibre

et Lc est la longueur des chaines hydrophobes [6,7].
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Figure 2 : Parametre d’empilement PP [7]

Ainsi, en fonction de sa valeur, le phospholipide aura une géométrie donnée et, donc,
s'auto-organise en structure supramoléculaire spécifique (micelle, micelle inverse ou

bicouche,...). Dans le cas des phospholipides donnant des liposomes, ce paramétre aura
une valeur comprise entre 0,5 et 1 [6,7].

L'illustration suivante présente les différentes formes d'assemblage des phospholipides

en fonction de leur parametre d’empilement selon le modéle d'Israelachvili, et al.

Packering paramcter

CPP=V/(a, 1)

II\
| CPP<1/3
poan

Cone

@ 1/3<CPP<1/2 % Cylindrical micelles

Spherical micelles

Iruncated cone

1/2<CPP<] Bilayer vesicles
Truncated cone

CPP=1

%@

Lamellar phases

D

Cylinder

(20

CPP>] _}g& é&ﬁ %{_‘ Inverted micelles
Inverted cone 7%?&'72;?&—

Figure 3: Parameétre d’empilement et structures supramoléculaires [8]
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3.1.2. La température de transition de phase Tm [9]

Chaque phospholipide est caractérisé par une température de transition de phase Tm,
en-dessous de laquelle les phospholipides se trouvent a I'état de gel ordonné (LB) et au-

dessus de laquelle les phospholipides se trouvent a I'état liquide désordonné (La).

A I'état gel ordonné, les phospholipides sont étirés au maximum et rangés d’une maniére
parallele rendant la couche des liposomes plut6t rigide et imperméable. Contrairement a
I'état liquide désordonné ou les phospholipides sont plus mobiles ce qui rend la membrane

lipidique plus perméable et moins rigide.

La température de transition de phase est dépendante de deux parameétres : d’une part
de la longueur de la chaine hydrocarbonée et d’autre part du degré d'instauration du
lipide en question. Plus la chaine hydrocarbonée est longue, plus la Tm est élevée car il
y aura plus d’interaction de type Van der Waals (VdW). Par contre, plus le phospholipide
est insaturé, plus la Tm diminue car les chaines sont plus éloignées favorisant moins

I'interaction entre elles.

ot A

301 S

W

Phase « gel » (Lg) Phase « fluide » (L)

{88

Y

aT(CC)<Tm aT(CC)>Tm

Figure 4 : La température de transition de phase Tm [5]

Cette température est importante a prendre en considération lors de la fabrication des

liposomes car ces derniers se forment qu’a une température au-dessus de cette Tm.

3.2. Le cholestérol [9]

Le cholestérol (CHOL) permet de rigidifier et de rendre moins perméable la bicouche
lipidique. Ainsi, son ajout favorise la stabilité des liposomes in vitro en diminuant la fuite
des principes actifs hydrophiles mais aussi in vivo en diminuant les interactions avec les

lipoprotéines sanguines. Toutefois, ceci dépend de sa concentration au sein de la
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membrane lipidique. En général, on retrouve de 5 a 45 mol% de CHOL ce qui permet
d'avoir un bon compromis entre la stabilité et I'auto-assemblage des lipides. En effet, au-
dela d'un certain rapport équimolaire CHOL/lipide, le CHOL peut perturber I'auto-
assemblage des lipides et rendra donc la membrane liposomale trés perméable, induisant

ainsi une diminution de la capacité d'encapsulation des liposomes.

4. Classification des liposomes

En fonction de leur méthode de préparation, leur propriété de surface, leur taille et de

leur lamellarité, on peut classer les liposomes de différentes manieres.

4.1. Classification des liposomes selon leur taille et
lamellarité [10]
Les liposomes unilamellaires possédent une seule bicouche lipidique et peuvent se diviser

en fonction de leur taille en 3 sous-catégories :

e Les (SUV) pour Small Unilamellar Vesicle, ce sont les plus petits liposomes dont
la taille est comprise entre 20 et 100 nm.
e Les (LUV) pour Large Unilamellar Vesicle, leur taille est au-dessus de 100 nm.

o Les (GUV) pour Giant Unilamellar Vesicle, leur taille est au-dessus de 1 ym.

Les liposomes présentant plusieurs bicouches lipidiques (multilamellaires) peuvent se

diviser en 3 sous-catégories également :

o Les (MLV) pour Multilamellar Large Vesicle, qui présentent plusieurs couches
concentriques séparées par un milieu aqueux, leur taille est supérieure a 0,5 pm.

e Les (OLV) pour Oligolamellar vesicle, ils présentent que quelques couches
concentriques et leur taille est comprise entre 0,1 et 1 ym.

o Les (MVV) pour Multi Vesicular Vesicle, qui présentent plusieurs couches non
concentriques délimitant plusieurs compartiments aqueux, leur taille est

supérieure a 1 pm.
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SUV | Small Unilamellar Vesicle O 20-100 nm

LUV [Large Unilamellar Vesicle O > 100 nm

MLV |Multilamellar Large Vesicle > 0,5 um

OLV |Oligolamellar vesicle 0,1-1 um
GUV [Giant Unilamellar Vesicle Q > 1 um
MVV |Multi Vesicular Vesicle ‘: >1 um

Tableau 2: Classification des liposomes selon leur taille et lamellarité [10]

4.2. Classification des liposomes selon leur procédé de
fabrication

Il existe plusieurs méthodes de préparation de liposomes qui seront détaillées plus loin.

En fonction de chaque méthode, on obtient des liposomes avec des morphologies

différentes :

REV Vésicules obtenues par évaporation en phase inverse (SUV ou LUV)

MLV- | MLV obtenus par évaporation en phase inverse
REV

VET Vésicules obtenues par extrusion
LUVET | LUV obtenus par extrusion

FPV Vésicules produites par press de French

FTV Vésicules obtenues par congélation-décongélation

DRV Vésicules obtenues par déshydration-hydratation

EIV Vésicules obtenues par la méthodes d’injection d’éther

Tableau 3 : Classification des liposomes en fonction de leur procédé de fabrication [6]
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4.3.

Classification des liposomes selon leurs propriétés de
surface

Les liposomes de premiére génération : également appelés liposomes

conventionnels ou classiques. Ils sont principalement composés de phospholipides
et de cholestérol. Ils ont été les premiers a avoir été développés et a avoir été mis
sur le marché. Facilement capturés par le systéme réticulo-endothélial grace au
phénomene d’opsonisation, leur temps de circulation dans l'organisme est
relativement court. Ces liposomes s'accumulent ainsi principalement dans le foie
et dans la rate. La stabilité de ce type de liposome dépend de leurs propriétés de
surface telles que la charge et la taille, de leur hydrophobicité ainsi que de leur
fluidité [9]. En effet, ils sont faiblement stables aussi bien sur le plan physico-
chimique que sur le plan biologique, et leur devenir dans I'organisme dépend de

leur interaction avec le systeme immunitaire [9].

Les liposomes de deuxieme génération : également appelés liposomes furtifs,

PEGylés ou Stealth®. IIs ont I'avantage d’avoir un temps de circulation plus long
comparément a ceux de premiére génération. Ce sont des liposomes auxquels ont
été greffés des polymeres hydrophiles a leur surface comme les PEG ou des
résidus sialiques (gangliosides ou sphingomyélines) [9]. Ce greffage au niveau de
la surface mimant les érythrocytes permet d'augmenter leur hydrophilie et de
diminuer leur interaction avec les opsonines par effet stérique [12]. Le terme «
Stealth® » a été enregistré en tant que marque déposée par Liposomes
Technology, Inc [11]. Le ciblage pour ces liposomes de deuxiéme génération est
dit passif. En effet, il a été observé que ces liposomes s'accumulent au niveau des
tumeurs car ils sont capables de diffuser a travers les endothéliums fenestrés des
néo-vaisseaux grace a l'effet EPR (enhanced permeation and retention) [9].
Néanmoins, cet effet EPR est largement controversé dans la littérature pour
différentes raisons expliquant I'écart entre la théorie et la pratique et surtout le

modéle animal de I’humain.

Ces liposomes pegylés, présentent malheureusement des inconvénients en terme
de co(it, qui est certainement plus élevé, mais aussi en terme de réactions

d’hypersensibilité dues a la charge négative du groupement phosphate des
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glycérophospholipides-PEG qui active d’'une maniere concentration-dépendante

les voies classiques et alternatives du systéme du complément [9, 13, 14].

De plus, la présence des macromolécules de PEG a la surface des liposomes
pourrait entraver leur interaction avec les cellules cibles et la prolongation de leur
temps de résidence sanguin pourrait augmenter le risque d’extravasion et
d’accumulation dans les tissus sains, ce qui pourrait augmenter le risque de

survenu d’effets indésirables [9].

Figure 5 : Liposome furtif de 2eme génération [15]

Les liposomes de 3¢™me génération : ce sont des liposomes qui présentent a leur

surface des ligands tels que des anticorps ou des fragments d'anticorps afin de
cibler un tissu malade en particulier, on parle alors de ciblage actif [9].

Autres que les anticorps, On peut y retrouver également des facteurs de
croissance ou des peptides. On appelle ces éléments ajoutés a la surface des

liposomes, des ligands [9].

T fposs

Figure 6: Immunoliposomes de troisieme génération [18]
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5. Les différents modeles de ciblage des liposomes

5.1. Leciblage passif et |'effet EPR:

L'effet EPR est surtout décrit pour les liposomes de deuxiéme génération, PEGylés ou
Stealth® qui expriment a leur surface des polymeéres leur assurant une prolongation de

demi vie dans la circulation sanguine.

L'effet EPR est I'acronyme de « enhanced permeation and retention » pour perméabilité
et rétention accrue dans les tissus tumoraux, et est décrit en comparaison avec les tissus
sains ou la structure de la micro vascularisation est différente en terme de fenestration

et de donc de perméabilité.

La premiere publication qui explique cet effet EPR chez I'étre humain date de 1985 de
Morgan, et al [9]. En effet, il a été observé une accumulation de liposomes pegylés au
niveau des tumeurs solides. Ceci étant expliqué par le fait que les zones tumorales
présentent une micro vascularisation fenétrée présentant des larges ouvertures. Grace a
ces fenestrations, Les liposomes quittent ainsi le flux sanguin et se retrouvent dans la
masse tumorale par extravasation, ceci étant favorisé davantage par le drainage

lymphatique insuffisant dans les zones tumorales [9,16].

Ce phénomene d’EPR est considéré donc comme étant du ciblage passif en oncologie
[17]. Il est néanmoins remis en question par de nombreuses autres publications ou on
lui reproche une surestimation. En effet, ce phénoméne est tres hétérogene d’'une tumeur
a l'autre et peut également varier au sein méme d’un seul tissu ou on peut se retrouver
a contrario, avec des parties imperméables méme aux petites molécules comme

I'albumine [9].

De plus, l'effet EPR est basé sur des modéles chez I'animal ou la croissance tumorale est
bien plus rapide que chez I'Homme. Suite a la croissance donc trés rapide dans le modele
animal de la masse tumorale, la micro vascularisation va étre donc bien plus fenestrée

et perméable de ce qui est le cas chez I'Homme.
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Figure 7: L'Effet EPR dans un tissu cancéreux [19]

Autre que I'effet EPR connu comme étant une stratégie du ciblage passif, on retrouve les
liposomes sensibles aux stimuli internes comme par exemple, les liposomes sensibles au
pH acide. En effet, ces liposomes ne libérent leur contenu que lorsque le pH environnant
devient acide. Cette propriété pourrait étre utilisée également en cancérologie et en
infectiologie ou le pH varie entre 5,5 et 6,5 en comparaison avec le pH physiologique des

tissus sains qui est autour de 7,4 [19].

5.2. Leciblage actif :

Le ciblage actif concerne surtout les liposomes de 3™ génération a qui on a associé un
ligand a la surface qui est capable de reconnaitre un récepteur particulier exprimé a la
surface des cellules du tissu ciblé [19]. La reconnaissance entre ligand et récepteur
augmenterait donc la sélectivité des liposomes et favoriserait I'internalisation du liposome

par un phénomene d’endocytose médié par ce récepteur [9,19].

L'intérét de ce ciblage actif pourrait étre limité par les problémes de perméabilité
vasculaire et de pénétrabilité tumorale ce qui pourrait constituer une barriére entravant
I'arrivée et donc la reconnaissance entre ligand et récepteur [9]. L'efficacité du ciblage
actif est également affectée par la densité du ligand et de son affinité pour le récepteur.
Elle est liée aussi a la densité du récepteur exprimé par les cellules [9].

A partir de ces différents constats et afin de contourner les limites possibles du ciblage
actif des cellules tumorales en oncologie, une autre stratégie et toujours de ciblage actif
a été élaborée. En effet, au lieu de cibler directement les cellules tumorales avec toutes
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les barrieres possibles avant d'y arriver, on choisirait plutot de cibler activement les
cellules endothéliales des néovaisseaux tumoraux, induisant ainsi une privation des

cellules tumorales d’oxygéne et de nutriments cheminés habituellement par le sang [9].

6. Préparation des liposomes

La premiere méthode décrite dans la littérature est celle de Bangham, et al [20] qui
consiste en la dissolution des lipides dans un solvant organique dans un premier temps.
Ensuite, une évaporation du solvant organique est nécessaire afin d'obtenir un film
lipidique. Ce dernier va étre hydraté par une solution aqueuse permettant ainsi aux
couches de phospholipides de se décoller et de former des vésicules sphériques qui sont
les liposomes. Il est important que cette étape s'effectue a une température supérieure
a la température de transition de phase Tm des phospholipides utilisés. Enfin, les
liposomes obtenus a la fin de cette étape d’hydratation sont hétérogenes en terme de
taille et de lamellarité. Aujourd’hui, des étapes supplémentaires ont été développées et
peuvent étre appliquées aux liposomes préformés afin d’obtenir une meilleure
homogénéisation et des caractéristiques plus précises. Par ailleurs, d'autres méthodes
que celle d'hydratation du film lipidique ont été également décrites dans la littérature.
Parmi lesquelles on retrouve celles basées sur I'élimination d’un solvant organique ou
d’un détergent.

La méthode de préparation choisie conditionnera donc les caractéristiques des liposomes

obtenus en terme de taille, de lamellarité et d'efficacité d’encapsulation.

6.1. Préparation par dispersion mécanique :

6.1.1. La sonication

Cette méthode permet I'obtention des SUV (Small unilamellar vesicles) de I'ordre de 30
a 50 nm a partir des MLV (Multilamellar vesicles). C'est donc surtout une méthode qu’on
pourrait appliquer aux liposomes préformés. L'inconvénient majeur avec cette méthode
est la faible capacité d’encapsulation obtenue [3].

Cette méthode peut étre réalisée soit en utilisant un bain de sonication ou bien en utilisant
une sonde de sonication. Un autre inconvénient qu‘on peut également citer avec la
sonication, est la dégradation possible de certains composants et la pollution par le titane

constitutif de la sonde [3].
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6.1.2. L’'extrusion

Elle peut étre réalisée par les cellules de French press ou bien avec une membrane de

polycarbonate.

a) Les cellules de French press
Une suspension de liposomes passent a travers de petits orifices sous une pression et
température données dans un objectif d'homogénéisation et/ou de réduction de taille et
de lamellarité. Plusieurs passages sont réalisés a I'aide d’'un piston. Cette méthode a
I'avantage de causer moins de dégradation de certains composants comparément a la
sonication. De plus, la capacité d’encapsulation des SUV obtenus semble étre plus élevée
car les SUV obtenus sont plus larges que ceux obtenus avec la sonication. En revanche,
le volume des suspensions employées est relativement faible (de I'ordre de 50 mL

maximum) [3].

b) Membrane de polycarbonate
La suspension de liposomes est forcée a travers un filtre de polycarbonate dont la taille
des pores est proche de la taille désirée des liposomes [21]. La pression appliquée avec
cette méthode est moins importante qu’avec la presse de French ce qui évitera la
fragmentation de liposomes. Une diminution de leur lamellarité et donc de leur taille est
obtenue. A la différence des cellules de French press, on obtient avec cette méthode des

LUV de plus large taille ayant un diametre moyen de 120 a 140 nm.

@ Dried lipid film formation Hydration
W Gan ompletely

evaporated by rotary evaporatio adding aqueous medium

Hydration and Agitation @Exllusvon‘ suspension through a polycarbonate filter with defined
Lead to multdamella pore size to obtain unilamellar vesicles

vesicle formation

Figure 8 : Formation des liposomes par extrusion [22]
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6.1.3. Les cycles de congélation-décongélation

Une suspension de liposomes est soumise a des cycles successifs de congélation dans
I'azote liquide puis de décongélation dans I'eau tiede. Cette méthode peut s'appliquer
aussi bien sur des liposomes SUV qui vont donc fusionner pour donner des LUV que sur
des MLV afin de réduire leur lamellarité et donc d’augmenter leur capacité d’encapsulation
[23].

6.1.4. Hydratation du film lipidique [46]

Il s'agit de la premiere méthode décrite dans la littérature. Elle permet d’obtenir des
liposomes multilamellaires MLV. D’abord une dissolution des phospholipides dans un
solvant organique et suivie de I'évaporation de ce dernier est nécessaire afin de former
un film lipidique. Ceci est généralement réalisé dans un ballon a I'aide d'un évaporateur
rotatif a faible température et sous agitation afin d'augmenter la surface d’évaporation.
Le ballon contenant le film obtenu est placé sous vide pendant un certain temps afin
d’éliminer les derniéres traces restantes du solvant. Un ajout d'une phase aqueuse
permettra par la suite d’hydrater et de décoller les bicouches lipidiques induisant ainsi la
formation des vésicules multilamellaires. L'hydratation doit s’effectuer a une température
supérieure a la température de transition de phase des phospholipides pour qu’ils

puissent se retrouver a |'état fluide et donc se décoller et former les vésicules.
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Figure 9 : Formation des liposomes par hydratation du film lipidique
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6.2. Préparation par élimination de solvant organique

6.2.1.  Evaporation en phase inverse

L'avantage de cette méthode est qu'elle permet I'obtention des LUV avec une plus grande
capacité d’encapsulation, on peut également les appeler REV pour Reverse phase
evaporation vésicules [24]. Les phospholipides sont d’abord dissous dans un solvant
organique et mélangés par la suite avec la phase aqueuse. A ce stade 13, les
phospholipides se placent entre les deux phases non miscibles. Ensuite, une émulsion
eau dans I'huile est obtenue a I'aide d'une action de sonication et des micelles inverses
sont donc formées grace a |'organisation des phospholipides autour du compartiment
aqueux. Une évaporation du solvant organique sous pression réduite est mise en place
afin de rapprocher les micelles inverses et de permettre I'obtention d’ une structure de
gel. Le rapprochement de ces micelles conduit a la rupture de cette structure et a la
fusion des monocouches de phospholipides conduisant ainsi a la formation des liposomes
[24].
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Figure 10 : Formation de liposomes par évaporation en phase inverse [24]
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6.2.2. Injection d'un solvant organique (éther ou éthanol)

Cette méthode consiste en I'injection sous agitation d'un solvant organique (éther ou
éthanol) dans un grand volume d’'une phase aqueuse a l'aide d'une seringue en verre.
Les phospholipides préalablement dissous dans le solvant organique se mettent a former
des bicouches lipidiques a l'interface avec la phase aqueuse et formeront instantanément
des liposomes. L'inconvénient de ces méthodes est que la population des liposomes

obtenus est hétérogene en termes de taille [5, 50].
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Figure 11 : Formation de liposomes par injection de solvant [23]

6.3. Préparation de liposomes par élimination de molécules
tensio-actives

Les phospholipides sont dissous dans une phase aqueuse a I'aide des molécules tensio-

actives formant ainsi des micelles inverses. Les tensio-actifs sont ensuite éliminés par

dialyse, chromatographie d’exclusion-diffusion ou par adsorption sur des résines

hydrophobes. Une fois éliminés, les micelles s’enrichissent en phospholipides formant

ainsi des liposomes avec des bicouches lipidiques [23].

7. Encapsulation des principes actifs

En fonction des propriétés physicochimiques des principes actifs, il existe plusieurs

méthodes afin de les encapsuler au sein des liposomes.
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7.1.  Encapsulation passive

L'incorporation du PA se passe lors de la formation des liposomes. S'il s'agit d'un PA
hydrophile, son incorporation s'effectue lors de I'hydratation du film lipidique par la phase
aqueuse qui contiendra ce PA. Si au contraire, il s'agit d'un PA lipophile, son incorporation
s'effectuera lors de la formation du film lipidique [3].

Cette méthode dite passive représente le moyen le plus simple d’encapsulation des PA.
Néanmoins, il faudra tenir compte de la stabilité des PA dans les différentes conditions

de température, de pression, de sonication,....

7.2. Encapsulation active [6]

L'incorporation des PA s'effectue cette fois-ci sur des liposomes préformés. Ceci a pour
avantage de préserver les propriétés des PA vis-a-vis de la dégradation qui pourrait se
passer lors de la formation des liposomes.

Plusieurs techniques d’encapsulation active existent alors. Elles se basent généralement
sur la création des gradients entre le corps aqueux des liposomes et le milieu extérieur.
Le principe se base sur le fait que la forme non chargée du PA peut traverser la bicouche
lipidique pour se retrouver piégée sous sa forme chargée a l'intérieur du liposome. Pour
cela un gradient de pH ou d'ions doit exister entre le réservoir aqueux interne et le milieu

externe.

7.2.1. Gradient de pH

Ceci concerne notamment les bases et les acides faibles qui peuvent diffuser a travers la
bicouche lipidique des liposomes quand ils sont sous leur forme neutre. En revanche, une

fois a l'intérieur des liposomes ils deviendront ionisés et donc seront piégés a l'intérieur.

Prenons |'exemple des bases faibles ; en créant une différence de pH de part et d'autre
de la membrane liposomale (pH neutre a I'extérieur des liposomes et acide a I'intérieur),
la forme non protonée de la base faible diffusera a travers la bicouche pour se retrouver

protonée et piégée en milieu acide a l'intérieur du liposome.

29



Extérieur bicouche lipidique Intérieur

pH neutre

AH" >

.

A <+

pH acide

AH'
}\ H"
A

Figure 12: Encapsulation d'une base faible grace a un gradient de pH [6]

<X

b
L

AL
sssss

7.2.2.  Gradient de potentiel
Il s'agit d'une autre méthode d’'encapsulation active qui consiste en la création d'un
gradient de potentiel en encapsulant des cations de K+ et en incorporant dans la bicouche

liposomale des ionophores sélectifs pour ce cation.

7.2.3.  Le détergent

Difféeremment a la création de gradients, une encapsulation active peut également se
faire en incorporant pour quelques minutes un détergent au sein de la membrane
liposomale ; ainsi des pores transitoires sont créés permettant aux petites molécules de

diffuser pour se retrouver encapsulées a l'intérieur de la phase aqueuse.

8. Les méthodes de libération du principe actif

Afin d’obtenir I'effet thérapeutique recherché, une libération du principe actif doit avoir
lieu au niveau du site d'action. Ceci pourra étre obtenu par différents mécanismes. On

distingue des mécanismes passifs et d'autres dits actifs.

A la différence de la libération active, la libération passive se produit spontanément et
sans intervention extérieure. Elle se fait soit selon une simple diffusion a travers la
bicouche lipidique, soit suite a une déstabilisation du liposome aprés interaction avec la

membrane cellulaire et/ou par modulation de facteur interne comme le pH par exemple

[9].

La libération active, elle a lieu suite a un stimulus externe exercant une déstabilisation
sur la structure liposomale. Ce stimulus externe peut se présenter sous différentes

formes (champ magnétique, lumiére PIR, ultrasons, etc.)
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8.1. La libération passive [9]

Elle peut avoir lieu selon différents mécanismes en fonction des propriétés de surface des
liposomes et des cellules ciblées.

Une fusion de la membrane liposomale avec la membrane cellulaire peut avoir lieu,
libérant ainsi directement le contenu dans le cytoplasme de la cellule.

La membrane du liposome peut également interagir avec certains ligands exprimés a la
surface des cellules, induisant ainsi la formation de ce qu’on appelle les endosomes qui
vont étre internalisés par la suite dans le cytoplasme. On appelle ce phénomeéne
I'endocytose. Les liposomes contenus dans les endosomes vont libérer petit a petit leur
contenu. Ces endosomes peuvent également fusionner par la suite avec un lysosome
caractérisé par le fait de contenir beaucoup d’enzymes et d’avoir un pH acide. Cette voie
impliquant les lysosomes est utilisée par exemple dans le cas de liposomes sensibles au
pH acide. Ce type de liposome reste stable au pH sanguin physiologique de 7,4 et se
désintegre une fois a l'intérieur de lysosome ou le pH est autour de 5,5 induisant ainsi la
libération du PA dans le cytoplasme. Cette désintégration a lieu en raison de la
modification de l'ionisation d'un constituant de base, de la rupture d'une liaison acido-
labile, ou par la rupture d'un polymere spécifique par effet osmotique via I'acidification

de ce dernier.
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Figure 13 : Internalisation des liposomes dans la cellule [29]
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8.2. La libération active

Elle a lieu suite a une stimulation des liposomes par une source externe et c'est a ce type
de liposome que je me réfere dans cette these, ce sont les liposomes sensibles aux stimuli
externes. Les différents types de stimulus et de liposome qui y sont sensibles vont étre

détaillés dans le chapitre suivant.

Ces types de liposome ont des applications dans le domaine de la cancérologie par

exemple avec les liposomes dit thermosensibles.
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Médicaments a base de liposomes

Plusieurs médicaments a base de liposomes sont présents actuellement sur le marché,
d'autres sont en phase clinique en cours d‘approbation. Ils sont employés dans différents
domaines thérapeutiques. On les retrouve essentiellement en cancérologie mais aussi en
infectiologie. Ils se présentent majoritairement soit sous forme d’'une poudre lyophilisée
ou bien sous forme d'une suspension. Le but principal derriere I'encapsulation sous forme
de liposomes est généralement d'essayer de diminuer les effets indésirables de la

molécule en question et/ou d’améliorer ses propriétés pharmacocinétiques.

1. En cancérologie :

On retrouve plusieurs spécialités encapsulant la doxorubicine comme anticancéreux
utilisé dans le traitement du cancer du sein et de I'ovaire. La doxorubicine étant trés
cardiotoxique, son encapsulation sous forme de liposomes, réduirait significativement ses
effets indésirables. Doxil/Caelyx®, Myocet®, Lipo-Dox® sont des exemples de

médicaments a base de doxorubicine liposomale [23].

Par ailleurs, la vincristine est une molécule anticancéreuse utilisée dans le traitement de
leucémie lymphoblastique aigué [25]. Administrée seule sous sa forme conventionnelle,
elle présente des limitations en terme de parametres pharmacocinétiques et d'effets
indésirables. Marqibo®, un médicament a base de vincristine liposomale a été
développé afin de contourner ces limitations [26]. Son objectif est d'augmenter le temps
de circulation de la molécule (qui est éliminée rapidement), optimiser sa délivrance aux
tissus cibles, et augmenter la dose d’efficacité sans pour autant augmenter la toxicité
[26].

On retrouve également des liposomes utilisés dans l'indication de la méningite

lymphomateuse et néoplasique sous le nom de DepoCyt® ou Liposome Ara-C®,

encapsulant la cytosine arabinoside comme principe actif [23].
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Nom du Année
médicament Compagnie Indication |d’approbation Forme
galénique
Doxil/Caelyx® | Johnson et Sarcome de 1995 Suspension
Johnson Kaposi Cancer
de l'ovaire
Cancer du sein
Myocet® Cephalon Cancer du sein 2000 Suspension
Lipo-Dox® Sun Pharma Cancer de 2001 Suspension
I'ovaire Cancer
du sein
DepoCyt® ou Pacira Méningite 1999 Suspension
Liposome Ara- Lymphomateuse
C® et néoplasique
Marqibo® Talon Leucémie 2012 Suspension
lymphoblastique
aigué

Tableau 4 : Exemples de médicaments a base de liposomes en cancérologie (adapté de

2. Eninfectiologie :

[23]).

On retrouve surtout des liposomes encapsulant un antifongique, I'amphotericine B,

comme par exemple : Abelcet®, Amphotec® et AmBisome® utilisés dans le

traitement de I’ aspergillose [23]. Le but de I'encapsulation, est d'obtenir des profils

pharmacocinétiques améliorés en comparaison avec I’ 'amphotericine B classique. Dans

le cas de 'AmBisome® par exemple, des études démontrent que les liposomes en

question auraient un temps de circulation supérieur a celui de la molécule seule [27,28].

De plus, les liposomes seraient absorbés et retenus dans les tissus riches en cellules

réticuloendothéliales ou pourrait se déclarer une infection fongique [27,28].
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On retrouve également des vaccins développés par Crucell contre la grippe saisonniere

et I'népatite B, le Inflexal V® encapsulant 'hémagglutinine inactivée des souches de

virus grippaux A et B et I'Epaxal® encapsulant le virus de I'hépatite B inactivé [23].

I'hépatite A

Nom du Année

médicament Compagnie Indication |d’approbation Forme
galénique

Abelcet® Enzon Antifongique 1995 Suspension
Amphotec® Intermune Antifongique 1996 Poudre
AmBisome® Gilead Antifongique 1990 Poudre

Inflexal V® Crucell Vaccin contre 1997 Suspension

I'Influenza
Epaxal® Crucell Vaccin contre 1999 Suspension

Tableau 5 : Exemples de médicaments a base de liposomes en infectiologie (adapté de

[23]).

3. D'autres domaines thérapeutiques :

D'autres domaines thérapeutiques sont également concernés par les avantages et

I'intérét que peuvent offrir les liposomes.

En analgésie péridurale, on retrouve le DepoDur® encapsulant la morphine afin de

prolonger sa libération [23].

En ophtalmologie, on retrouve le Visudyne® indiqué dans le traitement de la

dégénérescence maculaire et I'histoplasmose oculaire [23].
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Nom du Année Forme
médicament Compagnie Indication |d’approbation| galénique
Visudyne® | QLT Dégénérescence 2000 Poudre

maculaire,
histoplasmose
oculaire
DepoDur® | Pacira Analgésie 2004 Suspension

Tableau 6 : Exemples de médicaments a base de liposomes dans d'autres domaines

thérapeutiques (adapté de [23]).
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Les liposomes sensibles aux stimuli externes

Les liposomes peuvent étre rendus sensibles a un stimulus externe afin de moduler la
cinétique de libération de leur contenu ; ces stimuli externes peuvent étre de différentes
natures (source de chaleur, ultrasons, lumiere PIR, champ magnétique alternatif,

fréquences radio ou microondes,.. ) [9].

On retrouve dans la littérature, de nombreuses publications décrivant de tels systemes

dans différents domaines, mais plus particulierement dans le domaine de la cancérologie.

A travers cette thése, I'idée sera de discuter I'intérét de ce type de liposome dans la
gestion de la douleur. En effet, on retrouve dans la littérature certains articles proposant

de tels systemes qui vont étre discutés par la suite dans le chapitre suivant.

1. Les liposomes thermosensibles LTS

Les LTS sont des liposomes stables et rigides a température corporelle. Ceci est di au
fait qu'ils soient composés de phospholipides dont la température de transition de phase

Tm est supérieure a la température corporelle.

Suite a une action de chaleur apportée par une source externe, les phospholipides
passent de I'état de gel ordonné (ou la bicouche est imperméable) a I'état de liquide
désordonné (ou la bicouche devient perméable) permettant ainsi de libérer le contenu du

corps aqueux [9].

Le stimulus externe utilisé ici est I'hyperthermie (HT). Cette hyperthermie pourrait étre
induite de différentes facons, avec des avantages et des inconvénients pour chacune
d’entre elles. Les différents stimuli pouvant étre appliqués sont les suivants : micro-
ondes, fréquences radio, champ magnétique alternatif, ultrasons et lumiére comme par
exemple la PIR [9]. Pour certains on retrouve déja de nombreuses applications en

clinique, comme par exemple pour les ultrasons et les fréquences radio.
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1.1. Les différents types de stimulus appliqués

1.1.1. Radio et micro-ondes

Elles peuvent induire une HT local allant jusqu’a 50° C. L'inconvénient majeur, réside
dans le fait que I'HT induite reste locale et ne pourra donc pas concerner tout type
d’application, comme par exemple les tumeurs disséminées qui ne pourraient pas étre

alors accessibles [9].

Elles ont pourtant des applications en clinique et peuvent étre intéressantes pour les

tumeurs primaires, une infection localisée ou une douleur locale par exemple [9].

1.1.2, Champ magnétique alternatif (CMA)

Les liposomes utilisés ici doivent étre rendus sensibles au préalable au CMA. On les
appelle magnétoliposomes [30]. L'élaboration de ce type de liposome pourrait donc
rajouter un co(t supplémentaire a la formulation.

De plus, I'appareillage permettant de fournir le champ magnétique est assez complexe,
ce qui pourrait limiter son utilisation. Comme avec les radio et micro-ondes, la libération

reste locale et se limite donc aux zones accessibles [9].

L'avantage majeur avec ce systeme, réside dans la possibilité de moduler la libération en
fonction de la durée de CMA, mais aussi en la rendant pulsatile ou sur demande [9]. Un
autre avantage, c’est la possibilité de faire de I'imagerie avec ce type de liposome,
permettant ainsi de suivre ces derniers dans I'organisme. On appelle cette technique de

couplage d'imagerie a la thérapie, la théranostique [9].

1.1.3. Ultrasons

Les ultrasons a basse fréquence sont capables d'induire de I'HT locale [9]. L'avantage
avec les ultrasons, c’est qu'ils sont largement utilisés aussi bien en thérapeutique qu’en
diagnostique [31], ils sont non ionisants, et peuvent moduler la profondeur de la
pénétration dans les tissus en fonction de leur fréquence, longueur, pulsation, et durée
d’exposition [9]. La cinétique de libération pourra étre également modulée par ces

différents parameétres.
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ThermoDox® est un exemple de médicament a base de liposomes thermosensibles aux
ultrasons focalisés de haute intensité (HIFU). De plus, les ultrasons peuvent induire la
libération du contenu des liposomes par d'autres mécanismes que la thermosensibilité,
ce qui pourrait potentialiser I'efficacité du systéme. Les ultrasons peuvent augmenter la
perméabilité des tissus aux liposomes, en créant des pores membranaires dans les

cellules, ce qui augmenterait l'internalisation des liposomes dans le cytoplasme [9,31].

Les ultrasons peuvent créer des microbulles au niveau de la membrane liposomale ce qui
constitue des agents de contraste ultrasonores [9,31]. On a donc la possibilité de faire
de la théranostique ol I'imagerie permettant le suivi des liposomes est couplée a la
thérapie [9,31]. Pour cela, des ultrasons a haute fréquence, cette fois-ci sont nécessaires.
Il faudrait donc développer une sonde bimodale a basse et haute fréquence, ce qui est

assez complexe et constitue un véritable challenge [9].

Un inconvénient aux ultrasons en oncologie est, qu'ils favorisent la dissémination
métastasique par augmentation de la perméabilité vasculaire en raison du phénomene

de cavitations induits [9].

1.1.4. La lumiere/les photons
Les liposomes peuvent étre rendus sensibles a certaines longueurs d'onde spécifiques,
comme par exemple l'ultraviolet (UV), le visible, le proche-infrarouge (PIR). Ca peut étre

de la thermosensibilité ou bien de la photosensibilité par effet chimique.

Dans le cas de la thermosensibilité, on prend I'exemple de la lumiére PIR. I'HT est induite
par le biais de nanoparticules d’or incorporés dans le liposome par exemple [32-37].

En effet, en fonction des propriétés des nanoparticules d’or utilisées, a une certaine
longueur d'onde, la lumiére est transformée en chaleur qui induit donc cette HT.
L'avantage avec ce systeme est, qu'il permet une libération modulable et sur demande
en fonction de l'intensité de la lumiére utilisée [32-37].

L'inconvénient majeur est surtout la capacité de pénétration de la lumiere a travers les
tissus biologiques. Elle est limitée a 10 mm pour la lumiére UV-visible mais peut aller
jusqu’'a 10 cm dans le cas de la lumiere PIR ce qui constitue une alternative intéressante

[9]. Par ailleurs, le colt de ce type de systeme est plus élevé compte tenu de I'utilisation
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de matériaux spécifiques capables de convertir la lumiére en chaleur, comme l'or par

exemple. De plus, I'innocuité de ces matériaux reste a prouver.

1.2. Les différentes générations de LTS :
En fonction de la composition de leur bicouche lipidique, la cinétique de libération peut
différer. On décrit essentiellement deux types. Les liposomes thermosensibles de

premiere génération ou traditionnels (LTST) et ceux de deuxieme génération (LTSL).

1.2.1. Les liposomes thermosensibles traditionnels de premiére génération (LTST)

Ils ont une cinétique de libération plut6t intermédiaire [9,38]. Leur contenu est libéré

quand la température est supérieure a la Tm des phospholipides [9].

1.2.2. Les liposomes thermosensibles de deuxiéme génération (LTSL)

La bicouche lipidique de ce type de liposome contient des lipides particuliers qu‘on appelle
des lysolipides [9].

A une température avoisinante de la Tm, ces lysolipides qui ne possédent qu’une seule
chaine carbonée quittent leur place dans la membrane et forment des micelles, ce qui
entraine la formation des nanopores au niveau de la membrane liposomale [9].
L'avantage de ce systeme est, qu'il permet une libération ultrarapide du principe actif
[9,38].
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Figure 14 : Représentation de la bicouche lipidique des LTSL [9]
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1.3. Composition de la bicouche lipidique des LTS

Les LTS sont généralement composés de deux ou trois lipides ayant chacun une fonction
particuliére sur la stabilité du systéme et sur la libération du contenu aqueux. Un élément
important a prendre en considération lors de la formulation des LTS est la Tm. En effet,
elle devrait étre proche mais au-dessus de la température corporelle afin que les
liposomes soient stables et imperméables en I'absence de chaleur et que la température

nécessaire a |'activation du systeme soit supportable par les tissus biologiques [9,38].

En premier, on retrouve le DPPC (dipalmitoylphosphatidylcholine) qui est un
phospholipide bicaténaire avec une téte hydrophile et une queue hydrophobe composée

de deux chaines d’acides gras saturés.
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Figure 15 : Structure du DPPC [9]

Le DPPC a une Tm de 41,5 + 0,5°C. Ainsi, les liposomes contenant du DPPC libérent leur
contenu a une température de 39-42°C [9,38]. Ceci pourrait étre modulé par I'ajout
d’autres types de phospholipide.

La limite du DPPC réside dans le fait que les liposomes composés essentiellement de ce
phospholipide libérent leur contenu d’une maniére lente et incomplete d’'ol la nécessité

de rajouter d'autres phospholipides comme le DSPC et/ou le HSPC par exemple [39].

Le deuxiéme lipide qui rentre dans la composition de la bicouche lipidique des LTS est le
CHOL. 1I a pour role de moduler la rigidité de la membrane liposomale et d'augmenter
donc la stabilité des liposomes. Sa concentration en terme de rapport molaire est
importante a contréler car, au-dela de 30 mol%, il pourrait modifier I'enthalpie de

transition de phase du DPPC, rendant ainsi les liposomes insensibles a la chaleur [40].
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Figure 16: Structure du cholestérol et son insertion dans la membrane lipidique [9]

Un autre lipide qu’on peut retrouver également dans la bicouche est le DSPE-PEG2000,
qui est un phospholipide pegylé. Il confere une furtivité aux liposomes. De plus, son ajout
joue un role dans la modulation de la libération du contenu aqueux (augmentation de la
libération a Tm) [41]. En effet, son pourcentage molaire est idéalement compris entre 1

et 5 mol% sinon il pourrait induire une déstabilisation de la bicouche lipidique [42].

Enfin, on retrouve les lysolipides dans le cas des LTSL. Ce sont des phospholipides
monocaténaires ou lysolipides de géomeétrie conique. Celui qui est le plus couramment
utilisé, est le MSPC [9].

Figure 17: Structure du MSPC [9]

Sa concentration molaire est idéalement comprise entre 5 et 18 mol% car, au-dela de
ca, une déstabilisation de la membrane liposomale et une diminution de la capacité

d’encapsulation peuvent avoir lieu [41].
A une température proche de la Tm et grace a la structure particuliére de ces lysolipides,

des nanopores de l'ordre de 10 nm sont formés, permettant ainsi la libération ultrarapide

du contenu des liposomes suite au stimulus externe [9].
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2. Liposomes sensibles aux ultrasons

Les ultrasons constituent un moyen attractif permettant la libération du contenu des
liposomes, compte tenu de leur innocuité, leur excellente pénétration a travers les tissus
biologiques et leur utilisation largement exploitée dans les domaines thérapeutiques et
diagnostiques [31]. Ils peuvent étre utilisés a différentes fréquences selon le mécanisme
de libération mis en jeu.

Ainsi, selon leur fréquence et la composition lipidique des liposomes, les ultrasons
déclenchent la libération du contenu des liposomes par le biais de plusieurs effets parmi

lesquels on cite :

o Effet thermique

Ce sont des liposomes thermosensibles, ils sont sensibilisés généralement par HIFU
(High Intensity Focused Ultrasound) [31], leur bicouche lipidique est composée de
phospholipides dont la température de transition de phase Tm est proche de la

température corporelle, autour de 42°C.

o Effet mécanique

C'est ce qu'on appelle également la cavitation acoustique. Suite a I'irradiation par les
ultrasons, des petites bulles de gaz préexistantes croissent et collapsent au niveau de la
bicouche lipidique formant ainsi des pores transitoires pendant la période d‘irradiation.
L'effet mécanique est généralement généré par des ultrasons a basse fréquence (20-
100) KHz, LFUS (Low Focused Utrasound) [31].

o Effet chimique

C'est le principe de la sonochimie. Ce type d'effet est beaucoup moins exploité dans la
littérature et nécessite I'utilisation des liposomes incorporant des molécules appelées des
sono-sensibilisateurs [43]. Une fois irradiés par les ultrasons, des especes réactives
d’oxygene (ROS) sont générées, permettant la peroxydation des phospholipides
polyinsaturés de la bicouche lipidique [43]. Ce processus permet ainsi I'augmentation de
la perméabilité de la membrane lipidique et, donc, la libération des actifs. C'est ce qu’on

appelle la sonochimie [43]
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Gestion de la douleur et liposomes sensibles aux stimuli

externes

1. La douleur

1.1. Définition

La douleur étant un phénomeéne trés complexe et multifactoriel dépendant de plusieurs
aspects, de nombreuses définitions sont proposées dans la littérature afin d’essayer de
la comprendre [52]. Parmi ces définitions, on retrouve celle de L'TASP (International
Association for the Study of Pain) qui présente la douleur comme une expérience
désagréable, a la fois sensorielle et émotionnelle, liée a une Iésion tissulaire existante ou

potentielle ou simplement décrite en termes d'une telle Iésion.

Elle constitue I'une des 5 constantes vitales au méme titre que la température, la tension
artérielle, le rythme cardiaque et la saturation en oxygéne qui doivent étre prises en

charge dans tout service d’urgence a I'hopital.

Malgré la sensation vécue comme désagréable, la douleur reste tout de méme essentielle
au systeme de vigilance de l'individu et joue un role protecteur vis-a-vis des éléments
nocifs. Elle est un véritable systeme d'alarme et permet de prévenir les dangers potentiels
de I'environnement [51]. Toutefois, cette douleur initialement utile, lorsqu’elle devient
persistante et d'une grande intensité, peut nuire a la qualité de vie de l'individu. On parle
alors d’une douleur a caractere pathologique comme la douleur chronique par exemple
[51].

Par ailleurs, La douleur comporte plusieurs aspects, parmi lesquels on retrouve l'aspect

sensoriel, émotionnel et psychologique.
L'aspect sensoriel concerne surtout la transmission de l'information douloureuse vers le

systeme nerveux central, et est donc responsable de la perception de la douleur, c'est ce

qu’on appelle « la nociception ».
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L'aspect émotionnel se résume a la réaction physique de I'organisme suite a la perception
de la douleur, incluant les réflexes employés suite a une stimulation qui menace
potentiellement l'intégrité de I'organisme. C'est donc le comportement ou la réponse de

I'individu a cette stimulation menacgante.

L'aspect psychologique explique d'un autre coté la variabilité interindividuelle de la
perception de la sensation douloureuse, caractérisant ainsi la douleur comme subjective.
En effet, une méme blessure peut induire des expressions variables d’un individu a
I'autre. Ceci est dépendant de plusieurs facteurs, comme, par exemple, I'age, le genre,
la représentation socio-culturelle de la douleur et les expériences antérieures de I'individu

vécues dans son enfance.

La douleur représente une cause principale de consultations médicales et est un probleme
majeur de santé publique [51].

Une douleur aiglie mal traitée peut se transformer en douleur chronique et peut empiéter
sur la qualité de vie de l'individu générant ainsi de vrais problémes sociaux,

professionnels et, par conséquent, économiques.

1.2. Types de douleur
En fonction de son origine, de son intensité et de sa persistance, plusieurs types de

douleur peuvent étre décrits.

Ici, on s'intéresse essentiellement a la douleur post-opératoire et a la douleur
neuropathique chronique. La douleur post opératoire est systématiquement produite
suite a une chirurgie et se caractérise par le fait qu’elle est prévisible, aigiie, dure de 24
a 72 heures et peut se transformer en une douleur chronique si elle est mal traitée. Sa
durée et son intensité varient en fonction de la chirurgie subie. D'un autre coté, la douleur
neuropathique résulte d'une lésion au niveau du systéme nerveux central o u périphérique
[51].

En se référant a la persistance de la douleur dans le temps, on peut distinguer deux

types : la douleur aigle et la douleur chronique.
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La douleur aiglie comme expliquée précédemment constitue généralement un vrai
systeme d'alarme assurant la protection de |'organisme contre les agressions extérieures
[51]. Tandis que la douleur chronique, se caractérise comme étant la persistance d'une
douleur aigiie au cours du temps pour une durée supérieure a trois mois. Elle devient

donc une maladie a part entiére [51].

Plusieurs définitions de la douleur chronique existent dans la littérature parmi lesquelles
on retrouve la définition de la Haute Autorité de Santé en 2008, définissant alors le
syndrome douloureux chronique comme : « un syndrome multidimensionnel au sein
duquel la douleur, quels que soient sa topographie et son intensité, se caractérise par sa
persistance ou sa récurrence, dure au-dela de ce qui est habituel pour la cause initiale
présumée, répond insuffisamment au traitement et entraine une détérioration
significative et progressive des capacités fonctionnelles et relationnelles du patient dans

ses activités de la vie journaliere. »

Les différents types de douleurs peuvent également se distinguer par leur origine (exces

de nociception, neuropathique, dysfonctionnelle) [58].

La douleur générée par un exces de nociception est causée par une hyperstimulation des
voies nociceptives a la périphérie comme par exemple la douleur induite par une coupure.
Ce type de douleur pourrait étre soulagé par le blocage du message nociceptif par
I'intermédiaire des antagonistes des substances algogénes comme les antalgiques ou les

anti-inflammatoires non stéroidiens [58].

La douleur neuropathique, elle se définit selon I'TASP comme une douleur liée a une Iésion
ou une maladie affectant le systeme somato-sensoriel. L'atteinte peut concerner a la fois
le systeme nerveux central ou périphérique. Le systeme de détection de douleur devient
alors défaillant et incontrblable par les antalgiques classiques d'ou la nécessité
d'utilisation d’autres molécules comme les antiépileptiques ou les antidépresseurs par

exemple [58].
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Les douleurs nociplastiques ou encore appelées douleur psychogénes sont liées a un
dysfonctionnement des systemes de controle de la douleur sans lésion identifiée. Parmi
lesquels on retrouve, la fibromyalgie, la céphalée de tension, la colopathie “fonctionnelle” ou
la cystite interstitielle. Leur prise en charge est plutot multidisciplinaire et répond

généralement mal aux traitements pharmacologiques [58].

Des douleurs dites mixtes sont également possibles associant plusieurs causes d’origine

a la fois.

Dans ce travail, comme dit précédemment, je me focaliserai principalement sur deux

types de douleur : la douleur post-opératoire et la douleur neuropathique chronique.

1.2.1. La douleur post-opératoire
La douleur post-opératoire est plut6t identifiée comme une douleur provoquée par un

exces de nociception suite a une lésion tissulaire provoquée par la chirurgie.

La douleur résultante suite a une opération chirurgicale peut durer une dizaine de jours
et modifier donc la qualité de vie des patients, d’ou la grande importance de I'atténuer

afin de faciliter la réadaptation des patients pour retrouver une vie normale.

La douleur post-opératoire étant trés fréquemment présente encore malgré les
nombreuses techniques d'analgésie post-opératoire décrites aujourd’hui, de nouvelles
solutions innovantes doivent étre proposées afin de contourner les limites et les effets

indésirables de ce qui existe déja sur le marché.

Le traitement efficace de la douleur aigiie post-opératoire joue un role important dans la
prévention du développement d'une douleur chronique et des complications post-
opératoires, améliorant ainsi le confort des patients et facilitant leur réadaptation/

récupération.

En revanche, une mauvaise prise en charge de cette douleur prolongerait I'utilisation des

opioides avec tous les effets indésirables et risques d'addiction associé et diminuerait la
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qualité de vie des patients, sans parler de colits économiques considérables rajoutés
[55].

Une douleur post-opératoire mal soignée pourrait étre également a l'origine
d'aggravation de la morbidité des individus [55]. En effet, la douleur post-opératoire peut
augmenter |'effort cardiaque, augmentant ainsi le risque d‘ischémie. Elle peut également
diminuer la mobilité de l'individu conduisant ainsi a une augmentation du risque de
thromboses. Ainsi, une douleur post-opératoire mal traitée pourrait étre la cause d’une
ré-hospitalisation ou d'une prolongation de I'hospitalisation.

Par ailleurs, cette douleur peut avoir des retentissements sur les divers organes de
I'organisme. Au niveau pulmonaire, elle peut étre a l'origine d'une hypoventilation, d'une
diminution de la capacité vitale et d'une augmentation des risques d’infections
pulmonaires [55,57]. Au niveau rénal, elle augmenterait le risque de rétention urinaire
et d'oligurie [55,57]. Au niveau gastrointestinal, elle diminuerait la motilité et
augmenterait le risque de nausées et de vomissements. Elle pourrait méme avoir des
effets néfastes sur le systéeme immunitaire [55,57]. Sur le plan psychologique, elle
induirait stress et anxiété, conduisant ainsi a une augmentation de risque de dépression

(en cas de chronicisation) et a une mauvaise qualité de sommeil [55, 57].

Sur le plan économique, une douleur post-opératoire mal traitée pourrait étre
responsable de dépenses supplémentaires a cause des frais de ré-admissions, des

complications ou de morbidité possibles [55].

Selon une étude d'analyse rétrospective réalisée aux Etats Unis en 2002, le co(it moyen
par patient pour la gestion du suivi d'une douleur insuffisamment controlée apres une

chirurgie ambulatoire a été estimé a 1999 dollars [55,56].

1.2.2. La douleur neuropathique chronique

Une douleur neuropathique est produite suite a une lésion du systéme nerveux central
ou périphérique. Cette Iésion peut avoir lieu suite a différents événements. Le diabéte
par exemple constitue une cause majeure donnant lieu a ce type de douleur, c'est ce

qu’on appelle la polyneuropathie diabétique [52].
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Les opérations chirurgicales peuvent également donner lieu a une douleur neuropathique
chronique appelée DCPC pour Douleur Chronique Post-Chirurgicale [52]. En effet, la
douleur chronique post-opératoire représente un probleme majeur de santé publique,
affectant 10 a 50 % des opérés selon le type de chirurgie avec 2 a 10 % de douleurs

séveres [54].

Une douleur post-opératoire chronique se caractérise par la persistance de la douleur
aigué subie suite a l'intervention pour une durée supérieure a deux mois [52]. Cette
douleur touche tout type de chirurgie a tous les ages mais se présente avec une
prévalence plus importante chez les personnes agés chez qui les conséquences peuvent
étre malheureusement plus graves avec des répercussions en termes de souffrance,
d’isolement, de consommation accrue d’antalgiques et d’augmentation de la morbi-

mortalité.

Plusieurs facteurs peuvent jouer un role dans I'apparition des DCPC parmi lesquels on
cite, la gestion de la douleur peropératoire, les antalgiques employés et notamment
I'utilisation des morphiniques, I'acte chirurgical, la méthode d’anesthésie ainsi que des

facteurs psychosociaux, génétiques et épigénétiques [53].

Par ailleurs, loin des opérations chirurgicales, certains patients peuvent développer des
douleurs chroniques suite a un zona par exemple ou a une sciatique qui est également

une grande cause de douleur neuropathique ainsi que le cancer [52].

Enfin, la douleur neuropathique quelle que soit son origine, quand elle devient chronique,
peut étre la source d’une dépression, d'altération de la concentration, ainsi que des
troubles de sommeil. Cette douleur chronique peut ainsi avoir une ampleur économique
et sociétale importante car les personnes souffrant de ce type de douleur deviennent
moins aptes, voire incapables, de travailler au risque de perdre leur emploi. De plus, la
douleur chronique représente un risque majeur de dépendance aux morphiniques [52,
53].

Afin de permettre de poser le diagnostic de la douleur neuropathique, le praticien peut

s'aider d'un questionnaire, le DN4 qui constitue un outil simple de dépistage [59].
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Questionnaire DN4

Un outil simple pour rechercher les douleurs
neuropathiques

Pour estimer la probabilité d’'une douleur neuropathique, le patient doit
répondre achaque item des 4 guestions ci-dessous par « oui » ou « non ».

QUESTION 1 : la douleur présente-t-elle une ou plusieurs des caractéristiques suivantes 7

1. Briilure

2. Sensation de froid doulourenx
3. Décharges électrigues

QUESTION 2 : la douleur est-elle associée dans la méme région 4 un ou plusieurs
des symptomes suivants 7

4. Fourmillements

5. Picotements

6. Engourdissements

7. Démangeaisons

8. Hypoesthésie au tact
9. Hypoesthésie a la pigiire

10. Le frottement

OUI=1 point NON = 0 point Score du Patient : /10

MODE D'EMPLOI

Lorsque le praticien suspecte une douleur neuropathigue, le
guestionnaire DN4est utile comme outil de diagnostic.

Ce questionnaire se répartit en 4 questions représentant 10 items a cocher :

v’ Le praticien interroge lui-méme le patient et remplit le questionnaire

v' A chaque item, il doit apporter une réponse « oui » ou « non »

v' Alafin du questionnaire, le praticien comptabilise les réponses, 1 pour chaque
« oui » et 0 pour chaque « non ».

v La somme obtenue donne le score du patient, noté sur 10.

Si le score du patient est égal ou supérieur a 4/10, le test est positif
(sensibilité a 82,9 % ; spécificité a 89,9 %

D’aprés Bouhassira D, et al. Pain 2004 ; 108 (3) : 248-57 [59]

2 ~
Echelle téléchargée sur le site www.sfetd -douleur.org SFETD
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2. Les différentes techniques d'analgésie présentes sur le
marché et leurs limites

L'analgésie implique I'utilisation des antalgiques mais aussi des molécules appartenant a
d’autres classes pharmacologiques comme par exemple, les antidépresseurs, les

antiépileptiques et les anesthésiques locaux.

L'utilisation de I'une ou l'autre des différentes molécules (ou méme |'association entre

ces différentes classes) dépend de la nature et de I'intensité de la douleur a traiter.

Les antalgiques sont d‘abord classés selon leur efficacité et I'intensité de la douleur traitée

en plusieurs paliers :

Palier 1 : utilisé pour soulager les douleurs faibles a modérées [60], on y retrouve le
paracétamol, I'aspirine et les AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens). C'est le pallier
qui comporte le moins d’effets indésirables et il est intéressant en association avec des

antalgiques des paliers supérieurs pour lesquels on retrouve plus d'effets indésirables.

Le paracétamol est généralement bien toléré. I'aspirine peut induire une augmentation
du risque hémorragique qui pourrait étre problématique en post-opératoire par exemple.
En plus, elle présente des interactions médicamenteuse potentielles avec certains

traitements contrairement au paracétamol.

Palier 2 : utilisé habituellement pour calmer les douleurs modérées a intenses [60]. On

y retrouve par exemple la codéine, le tramadol et le néfopam.
Leurs principaux effets indésirables incluent la somnolence, les vertiges, la constipation, la

rétention urinaire et la dépression respiratoire a forte dose pour certains. La dépendance

pourrait étre également présente a ce stade en cas d'utilisation prolongée.
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Palier 3 : utilisé pour soulager les douleurs les plus intenses [60]. Ce sont les opioides
forts, incluant la morphine et ses dérivés.
Leurs effets indésirables sont multiples et communs avec les antalgiques du palier 2. De

plus, ils représentent un risque plus haut de dépendance et d’addiction.

Plusieurs voies d'administration peuvent étre envisagées en fonction de I'état du patient
et de la biodisponibilité souhaitée du médicament. La voie orale est principalement
utilisée quand la douleur est modérée et que le patient est dans la capacité d'avaler des

comprimés.

Quand la voie orale ne peut pas étre utilisée et/ou insuffisante en terme de
biodisponibilité et donc d'efficacité antalgique obtenue, I'analgésie intraveineuse peut
étre employée. Par ailleurs, I'analgésie autocontrolée par le Patient (=PCA) est un
systeme qui emploie également la voie intraveineuse ou le patient commande la
libération du médicament en fonction de ses besoins [60].

La voie sous-cutanée, locale ou loco-régionale sont également d’autres voies

envisageables.

En post-opératoire, les antalgiques utilisés historiquement se basent principalement sur
les opioides. Or, les opioides sont limités en terme d'efficacité mais aussi présentent
malheureusement de nombreux effets indésirables cités précédemment et présentent
surtout des problemes de tolérance et d'addiction qui constituent un probléme majeur de

santé publique.

Les derniéres recommandations du SFAR (Société Francaise d'Anesthésie et de
Réanimation) concernant la prise en charge de cette douleur ont évolué et se basent
aujourd’hui principalement sur une approche multimodale.

L'idée est d'associer aux opioides d'autres techniques d'analgésie afin de diminuer leur
utilisation et donc leurs effets indésirables. Cette approche permet non seulement de

réduire I'emploi des opioides mais aussi d’augmenter I'efficacité de I'analgésie impliquée.

Les autres techniques d’analgésie potentiellement impliquées dans |'approche

multimodale sont les suivantes :
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- Les antalgiques palier 1 incluant le paracétamol et les AINS

- Les modulateurs alpha-2-delta (gabapentine, prégabaline)

- Les antagonistes des récepteurs au NMDA (kétamine)

- Les agonistes alpha-2 adrénergiques (clonidine, dexmedetomidine)
- Les anesthésiques locaux administrés par voie systémique

- Les corticostéroides

Parmi ces différentes techniques citées, I'analgésie post-opératoire par anesthésie loco-
régionale présente un avantage particulier en terme d’efficacité mais surtout en terme
de diminution d’effets indésirables potentiels [63]. Pour ces raisons, on va surtout
s'intéresser par la suite a cette technique en terme de voie alternative ou associée a

["'utilisation des opioides.

Qu'est-ce qu’une anesthésie loco-régionale ?

L'anesthésie loco-régionale est un des différents types de I'anesthésie. On peut définir
I'anesthésie comme étant la suppression de la sensibilisé nerveuse et donc de la douleur
en vue d'une chirurgie par exemple. Elle peut concerner un membre, une région ou méme
I'organisme entier. Quand elle est pratiquée en post-opératoire dans le but d'atténuer la

douleur causée par la chirurgie, on parle donc d'anesthésie post-opératoire [92].

On peut décrire généralement 3 grands types d’anesthésie. L'anesthésie générale, loco-
régionale et locale. On va s'intéresser seulement a I'anesthésie loco-régionale par la

Suite.

Ce type d'anesthésie est pratiqué seul ou en association a une anesthésie générale lors
d’une chirurgie. Elle peut étre pratiquée dans le cadre de la gestion de la douleur aigué
en post-opératoire mais aussi de la douleur chronique. Seul le nerf concerné, et dong, la
région associée sont bloqués ; on reste conscient lors d’'une anesthésie loco-régionale
[92].

L'anesthésie loco-régionale se pratique en injectant un anesthésique local au voisinage

d’un tissu nerveux ou d’un nerf dans le but de bloquer une région bien définie. Le « bloc
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» , et donc, la suppression de la douleur, est réalisée par I'empéchement de la conduction

nerveuse dans la région concernée ce qui revient a I'anesthésier [92].

Les anesthésiques locaux (AL) inhibent d’une maniere réversible la transmission de
I'influx nerveux au niveau du site de l'injection. En effet, un AL bloque les canaux sodiques
empéchant ainsi la génération et donc la transmission des potentiels d'actions [87].

Un tel blocage permet donc d'atténuer la sensibilité nerveuse suite a une agression
tissulaire générée a cause d’une chirurgie par exemple et responsable des phénomenes

d’hyperalgésie, permettant ainsi un soulagement de la douleur post-opératoire.

Les AL utilisés ont une durée d'action variable. On retrouve la ropivicaine, bupivicaine, e t
levopuvicaine comme AL a longue durée d’action. La lidocaine et la mepivicaine sont a
durée d’action courte a moyenne [84].

Les AL sont des molécules amphiphiles avec une partie hydrophile liée par le bais d'un
groupement ester ou bien d'un groupement amide a la partie hydrophobe. En fonction
de leur structure chimique et donc du groupement liant la partie hydrophile a la partie

hydrophobe, les AL peuvent étre divisés en deux sous catégories.

Le lien

A

—

La partie hydrophile
La partie hydrophobe

Figure 18 : Structure d’un AL [84]

Ceux avec un groupement ester [-0-CO-] comme la cocaine, procaine, chloroprocaine,
et la amethocaine et ceux avec un groupement amide [-NH-CO-] comme la lignocaine,
prilocaine, levobupivacaine, bupivacaine, mepivacaine, et la ropivacaine qui sont plus

utilisés en médecine [84].
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Figure 19 : structure des AL avec un groupement amide [84]

La toxicité des AL est dose dépendante et augmente donc avec I'augmentation de la dose.
Elle se manifeste lors d'une libération accidentelle des AL par voie systémique. Elle touche
principalement le systeme nerveux central et le systéme cardio-vasculaire. Elle se
manifeste par des contractures musculaire, paroles incohérentes, convulsions

généralisées et perte de connaissance [84,85].

L'anesthésie loco-régionale de nos jours, ses avantages, ses limites et

comment peut-on I'améliorer ?

L'anesthésie loco-régionale est largement utilisée en post-opératoire dans de nombreux
domaines, par exemple en chirurgie orthopédique et traumatologique et autres, elle peut
étre également employée pour la gestion de la douleur chronique [63]. Elle inclut deux
techniques : les infiltrations cicatricielles et les blocs périphériques et couvre aussi bien
les douleurs au repos qu’a la mobilisation. Elle procure un confort et une réhabilitation
précoce au patient en ambulatoire [63]. La durée de vie des AL étant relativement courte,
des techniques de prolongation de I'effet anesthésiant ont été développées afin de
contourner cette problématique [63]. Parmi ces techniques, on retrouve I'ALR auto-
controlée qui permet au patient de libérer I'anesthésiant au temps voulu en fonction de
ses besoins. De nombreux dispositifs se sont développés principalement par voie péri

médullaire, on les appelle dispositifs de type PCEA (Patient-Controlled Epidural Analgesia
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= analgésie auto-contrdlée par voie péridurale). Il s'agit de la mise en place d'un cathéter
par voie périnerveuse permettant au patient de libérer le principe actif quand il en ressent
le besoin. En effet, la mise ne place du cathéter permet de prolonger I'action du bloc et

surtout de contrdler la libération de I'anesthésique sur un temps voulu [63].

Un cathéter interscalénique est employé pour l'analgésie de I'épaule. Des cathéters inf ra-
claviculaires ou axillaires sont utilisés pour I'anesthésie du coude, de I'avant-bras, du
poignet et de la main, les cathéters sciatiques poplités pour la cheville et le pied et parfois

un cathéter tibial a la cheville pour I'avant-pied [63].

Un tel systeme permet au patient d’étre plus rapidement mobile et donc une rééducation
assurée plus facilement [63]. Ceci a pour avantage de diminuer le risque de thromboses
veineuses profondes et de complication cardio-pulmonaires. Ce type d‘analgésie permet
également de raccourcir la durée d’hospitalisation [63]. Il pourrait étre également
intéressant chez les enfants car cela leur permet de retrouver leur environnement familial

plus rapidement et sans douleur [61,63].

Les dispositifs de perfusion utilisés actuellement sont des pompes électroniques
controlées par le patient ou des diffuseurs élastomériques d’AL permettant la

déambulation du patient [63].

Ces systémes sont malheureusement invasifs par la nécessité d'une pose de cathéter et
exigent une surveillance médicale renforcée et une proximité avec I'hopital [52,62]. En
effet, I'’ALR nécessite I'aide d'infirmieres a domicile, ce qui est fortement recommandé
par I'ANSM en ce qui concerne la NAROPEINE® par exemple qui un médicament a base
ropivocaine a libération prolongée utilisé dans la gestion de la douleur post-opératoire.
L'emploi de tels dispositifs exige donc une collaboration étroite entre IDE, hopital,

médecin généraliste et prestataire de services [52, 64].
Par ailleurs, il existe également sur le marché et/ ou en cours de développement des

systemes a libération prolongée a base de liposomes utilisés dans le traitement de la

douleur post-opératoire. Parmi lesquels, on retrouve I" EXPAREL® qui a eu l'autorisation
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de mise sur le marché par I’Agence Européenne des Médicaments (EMA) en 2020. [65-
67]

L'EXPAREL® est un anesthésique local a base de bupivacaine liposomale utilisée pour
calmer la douleur locale au niveau des plaies chirurgicales de petite a moyenne taille,
mais également utilisé pour calmer la douleur régionale au niveau des membres inférieurs
ou de |'épaule en chirurgie post-opératoire [65-67]. L'intérét que présente ce
médicament est qu'il permet une prolongation de I'effet analgésiant pour une durée allant
jusqu’a 3 jours [65-67].

Il est administré aux bords de la plaie en question ou a proximité du nerf irrigant le site
a anesthésier. Comme toute autre technique d’ARL, I'EXPAREL® doit étre administré par
des professionnels qualifiés et dans un cadre disposant d'équipements de réanimation en

cas d'effets indésirables affectant le cceur ou le systéme nerveux [65-67].
La solution proposée ici est un systéme a libération contrélée et sous contrdle du patient
afin de lui permettre de moduler la libération de I'analgésie en fonction de l'intensité de

ses douleurs.

L'avantage du systéme proposé est qu'il est non invasif, non visible physiquement et

simple d'utilisation offrant ainsi au patient plus d'indépendance et de rassurance.
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3. Le systeme liposomal proposé et son intérét dans la
gestion de la douleur

Le systéme discuté a travers cette these est un systéme basé sur des liposomes sensibles
aux stimuli externes.

Plusieurs articles publiés dans la littérature, décrivent de tels systémes et démontrent
leurs intéréts dans la gestion de la douleur post-opératoire et/ou neurologique [32-37,
43].

Les stimuli externes utilisés étant la lumiere proche-infrarouge ou les ultrasons.

L'avantage majeur serait la possibilité pour le patient de contrdler le temps de libération
de I'anesthésique mais aussi son intensité en fonction de ses besoins et surtout de

maniére non invasive.

Des liposomes sensibles a la lumiere proche-infrarouge de différentes sortes ont été
décrits. Ils peuvent étre thermo ou photosensibles ou les deux a la fois [32-37]. Cette
sensibilisation est assurée par l'incorporation de nanoparticules d'or et/ou de
photosensibilisateur. L'inconvénient avec la lumiére proche-infrarouge c'est qu’elle

pénétre mal les tissus biologiques ce qui pourrait limiter I'efficacité du systeme [32].

A partir de cet inconvénient que présentent les proche-infrarouges, les ultrasons
présentent un intérét considérable en terme de pénétration dans les tissus biologiques.

De plus, ils ont largement été utilisés en médecine par le passé [43].

3.1. Liposomes sensibles a la lumiére proche-infrarouge

Plusieurs types de liposome rendus sensibles a la lumiére proche-infrarouge et
permettant une libération répétée et sur demande de leur contenu ont été décrits dans

la littérature.
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3.1.1,

a)

Liposomes thermosensibles couplés a des nanoparticules d’or

Liposomes thermosensibles de premiére génération
Ce sont des liposomes composés de phospholipides dont la température de
transition de phase Tm est un peu au-dessus de la température corporelle. Suite
a une stimulation par la lumiére proche- infrarouge, les nanoparticules d’or
transforment cette lumiére en chaleur et entrainent une élévation de la
température induisant ainsi le passage des phospholipides de I'état de gel ordonné
(ou la bicouche est imperméable) a I'état liquide désordonné (ou la bicouche

devient perméable) permettant ainsi de libérer le contenu du corps aqueux [32].

Ce type de liposome a été employé pour le développement d’une nouvelle
technique d'anesthésie par I'équipe de Changyou Zhan, et al, ou ils encapsulent
un anesthésique local qui est la tétrodotoxine, avec un vasoconstricteur qui est la
dexmédétomidine dont le but est de prolonger la durée d'action de I'anesthésie
[32].

Figure 20 : Liposome thermosensible de premiere génération [32]

1,2- Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) et 1,2- dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phospho-(1’-rac-glycerol) (DPPG) sont les phospholipides qui ont été utilisés pour la

formation de ces liposomes en raison de leur Tm qui est de 41°C et donc au-dessus de

la température corporelle. Ainsi, en |'absence d‘irradiation par la lumiere PIR, les

phospholipides sont a I'état de gel ordonné et la membrane liposomale est rigide et

imperméable permettant donc de piéger les molécules actives a l'intérieur du liposome

jusqu'a stimulation par la lumiére PIR [32].
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Parmi les composants de la bicouche lipidique, on retrouve également le PEG-DSPE thiolé

(HS-PEG-DSPE, a~2 mol % des lipides) dont le role est de permettre de faire le lien avec

les nanoparticules d'or par des liaisons de type thiol-thiol [32].

Le systeme développé a permis d’obtenir une libération répétée de la charge aqueuse

jusqu’a 4 fois dans le temps et ceci durant 5 jours. La durée optimale d’exposition était

de 10 min afin d’obtenir une libération sur commande suffisante. Le modele a été testé

in-vivo sur les coussinets de pieds des rats avec des résultats en concordance avec ce

qui a été obtenu in-vitro. Seulement, l'intensité de l'irradiation a été atténuée par les

tissus biologiques, c’est pourquoi des intensités plus élevées sont nécessaires pour

obtenir des résultats similaires avec donc le risque de brilures ou d'irritation liées a

I'exposition [32].

b)

Liposomes thermosensibles de deuxiéme génération

Dans le but d'améliorer la sensibilité des liposomes a la lumiere PIR, la méme
équipe a pu développer et mettre en place des liposomes de deuxiéme génération
[33].

En effet, les liposomes de deuxieme génération contiennent des lipides particuliers
qui sont les lysolipides qui rendent les liposomes d’autant plus sensibles a la
lumiére PIR. Ainsi, I'intensité et la durée de l'irradiation nécessaires seront moins
importantes, ce qui est considérablement avantageux compte tenu des effets

indésirables liés a une exposition a la lumiere PIR [33].

le lysolipide choisi est le 1-palmitoyl-2-hydroxy-snglycero-3-phosphocholine
(MSPC). Du PEG2000-DSPE est également employé dans le but de stabiliser la

formation des nanopores a travers lesquels les molécules actives vont diffuser.

Suite a une stimulation par la lumiére et donc I'élévation de la température et la
fluidisation de la bicouche, le MSPC qui ne possede qu’une seule chaine carbonée
quitte sa place et forme des micelles, ce qui entraine la formation des nanopores

au niveau de la bicouche lipidique des liposomes [33].

60



L'avantage de ce systeme est qu'il permet une libération rapide de leur contenu
[9,33].
La durée d’exposition nécessaire avec ce type de liposome est de 1-2 min

comparément a 10 min avec le systeme précédent.
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Figure 21: Liposome thermosensible de deuxiéme génération [33]

Ce type de liposome s'avére intéressant car la sensibilité ,et donc, la libération du contenu
des liposomes est modulable en fonction de I'intensité de la lumiere PIR et de sa période

d’application, permettant ainsi d’obtenir une libération répétée et sur demande [33].

Ce type de systéme a été pensé pour la prise en charge de douleurs postopératoires ou
chroniques. Une telle formulation permet ainsi de n’avoir recours qu’a une seule piqlre
pour administrer le produit. Par la suite, le patient pourra controler les doses

souhaitées en fonction de l'intensité et de la durée de la stimulation par la lumiere [33].

3.1.2, Liposomes photosensibles couplés a un photosensibilisateur
Ici, ce n'est plus la transition de phase des phospholipides qui permet ['augmentation de
la perméabilité de la membrane liposomale mais plutot la peroxydation d’un

phospholipide polyinsaturé se trouvant dans la bicouche lipidique.

Ces liposomes sont couplés a un photosensibilisateur qui, suite a une stimulation par la
lumiére PIR, produit des especes réactives d'oxygéne permettant la peroxydation des
phospholipides polyinsaturés de la bicouche lipidique les rendant plus hydrophiles, ce qui
diminuera donc les interactions hydrophobes au sein de la membrane liposomale. Ce
processus permet ainsi I'augmentation de la perméabilité de la membrane lipidique [34-
36].
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Le photosensibilisateur utilisé dans cette étude était le 1,4,8,11,15,18,22,25-octabutox-
yphthalocyaninato-palladium(II), PAPC(OBu)8.

De la méme maniere, la sensibilité de ces liposomes est proportionnelle a I'intensité et a
la durée de la lumiere PIR permettant d’obtenir une libération répétée et sur demande
[34-36].
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Figure 22 : Liposome photosensible a la lumiére PIR [36]

Dans le but d'augmenter d'autant plus la sensibilité du systéme proposé, une approche
pharmacologique a été également employée par la méme équipe. Cette approche
consiste en |'encapsulation de dexmédétomidine séparément dans des liposomes

classiques non sensibles a la lumiere PIR.

+
® = Tetrodotoxin (TTX)
F. =Photosensitizer (PS)
Lipo-PS-TTX 7Lipo'[7)M ED & =Dexmedetomidine (DMED)

Figure 23 : Liposomes photosensibles a la lumiere PIR potentialisés par des liposomes

du dexmédétomidine [34]

3.1.3. Liposomes photo et thermosensibles a la fois

La méme équipe a également mis au point par la suite des liposomes sensibles a la
lumiére PIR grace aux deux mécanismes précédents (photo et thermosensibilité), dans
le but d’optimiser au maximum ce systeme de libération sur commande [37].

Ces liposomes sont donc a la fois couplés a des nanoparticules d’or et a un

photosensibilisateur [37].
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Figure 24 : Liposome photo et thermosensibles a la lumiére PIR [37]

3.2. Liposomes sensibles aux ultrasons

On retrouve également dans la littérature des liposomes sensibles aux ultrasons par effet
chimique développés par la méme équipe. C'est exactement le méme principe que celui
des liposomes photosensibles décrits dans le paragraphe précédent. Seulement, la source
d'activation différe et qui est ,ici, les ultrasons. Le but étant de contourner I'inconvénient
majeur de la lumiere PIR par rapport a leur limite de pénétration dans les tissus

biologiques [43].

Un sonosensibilisateur et qui est le protoporphyrin IX est alors incorporé au niveau de la
membrane liposomale. Suite a une irradiation par les ultrasons, ce dernier libére des
especes réactives d’oxygéne permettant la peroxydation de certains phospholipides et
conduisant ainsi a I'augmentation de la perméabilité de la membrane liposomale et la

libération donc du contenu actif [43].
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Discussion

Parmi les différents systémes proposés dans la littérature, on retrouve des avantages et

des limites/inconvénients pour chacun d’entre eux.

Le point commun entre tous ces modeles présentés se résume par le fait qu'ils sont tous
non invasifs, ce qui représente par ailleurs leur intérét. Ceci pourrait en faire une vraie
avancée thérapeutique dans le domaine de I'analgésie post-opératoire par rapport a ce
qui existe déja sur le marché.

De plus, ils ont tous I'avantage de pouvoir offrir au patient un controle de libération
adapté a ses besoins, ce qui I'aiderait a avoir un meilleur contréle de la douleur et plus
d'autonomie. D’un autre coté, I'utilisation de cette technologie dans le cadre de la prise
en charge des douleurs neuropathiques chroniques, diminuerait éventuellement la

consommation de morphiniques et les risques de dépendance inhérents.

En effet, les systemes d'anesthésie loco-régionale existants, peuvent causer stress et
douleur supplémentaires a la pose en plus de la durée d’action limitée pour certains
comme par exemple, le blocage des nerfs périphériques qui a une durée d’action limité
a 12-24h [82]. Cette courte durée d'action est d'une part liée a la diffusion des molécules
actives loin du site d‘injection et d'autre part liée a la faible concentration et au faible
volume de I'anesthésiant utilisé, compte tenu de sa toxicité systémique et locale [82].
Une administration continue de I'anesthésiant assurant une adaptation aux besoin des
patients est possible par perfusion percutanée a |'aide d'un cathéter. Malheureusement,
cette derniere technique nécessite que le patient soit lié en permanent au systeme de
perfusion et peut avoir des complications. La toxicité locale est bien plus importante avec
les cathéters, un risque de de surinfection avec une colonisation bactérienne est possible et
des problemes de type : obstruction ou délogement du systéme sont également parfois

rencontrés [82].
L'analgésie loco-régionale en post-opératoire nécessite de nos jours une surveillance

renforcée avec I'hoOpital, et le personnel soignant, ce qui limite I'indépendance et

I'autonomie du patient. Ainsi, le développement d'un systeme alternatif pouvant résoudre
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ces inconvénients, pourrait étre trés intéressant compte tenu du nombre insuffisant du
personnel soignant disponible pour le suivi des patients.
Par ailleurs, une tres bonne compréhension de l'utilisation du systéme est nécessaire afin

de pouvoir |'utiliser de maniére sécurisée.

Néanmoins, les publications actuelles décrivant le nouveau systeme ne sont pas
exhaustives, notamment en ce qui concerne |'efficacité in-vivo chez 'Homme. Beaucoup
de données sont alors attendues afin de pouvoir mieux comprendre le fonctionnement
d’un tel systeme innovant. En effet, la source de stimulus externe utilisée dans ces
différentes études n'est pas bien décrite et dans la plupart des cas n’est pas celle qui va
étre utilisée en clinique. L'efficacité du systéme est donc a confirmer lors du passage a
I'’Homme.

On peut rajouter que le colt de cette innovation reste assez élevé, ce qui représente un
vrai frein pour I'avancement de ces projets.

Sur le plan du développement industriel, les liposomes nécessitent de I'investissement
afin de retrouver les mémes propriétés initiales définies.

Sur le plan du développement galénique, les molécules utilisées dans les études
disponibles ont des propriétés physico-chimiques différentes de celles qu’on aimerait
employer dans le cadre de I'analgésie post-opératoire, ce qui rajouterai éventuellement
un challenge de faisabilité supplémentaire. En effet, les anesthésiques locaux étant des
bases faibles peu solubles dans le milieu aqueux a I'état neutre, une encapsulation active
sera peut-étre nécessaire avec un rendement d’encapsulation a discuter.

De plus, il conviendrait de développer également un systeme de stimulation externe
simple, peu encombrant et adaptable a une utilisation en ambulatoire chez 'Homme, ce
qui pourrait éventuellement rajouter des colts supplémentaires a |'étape du

développement.

Par ailleurs, la complexité du systéme réside également dans la possibilité de libérer des
doses précisément quantifiables au moment de la stimulation en comparaison aux
systemes classiques utilisés en anesthésie post-opératoire par pose de cathéter péri-
nerveux.

Enfin, malgré la biocompatibilité et la biodégradabilité des liposomes en général, des

études de sécurité et de non toxicité chez I'Homme s'averent nécessaires lors du passage
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aux essais cliniques. Ceci est d{ particulierement a I'ajout des matiéres supplémentaires

utilisées pour rendre le systéme sensible aux différents stimuli externes.

On remarque toute de méme a travers l'avancement de ces publications, une
ameélioration progressive des propriétés du systeme proposé avec comme objectif final,
I'amélioration de sa performance vis-a-vis du stimulus externe. Le premier systeme
proposé étant celui de liposomes thermosensibles de premiére génération a la lumiére
PIR [32]. Ensuite des liposomes thermosensibles de deuxieme génération et toujours
sensibles a la lumiére PIR ont été mis en place [33]. Cette avancée a permis d'apporter
un meilleur profil de libération du principe actif avec une libération plus rapide et sur
commande. Enfin, les ultrasons comme source externe, ont été proposés comme
alternative a la lumiére PIR dans le but de contourner les défauts de pénétration de la

lumiere PIR dans les tissus biologiques [43].
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Conclusion

La douleur post-opératoire étant un véritable probléme de santé publique, imposant des
complications supplémentaires suite a une chirurgie et compte tenu du peu de techniques
efficaces et non invasives permettant de soulager les douleurs neuropathiques, des

solutions alternatives doivent étre proposées.

En effet, le systéme proposé a travers cette thése présente comme discuté
précédemment des avantages majeurs par rapport a ce qui existe déja sur le marché en
terme d'indépendance des patients et de moindres effets indésirables. Il nécessite tout
de méme encore beaucoup de défis a relever afin de se rapprocher au mieux des objectifs
attendus avec un co(t économique moindre et un rapport bénéfice/risque plus
avantageux. Un des défis principaux a relever réside dans la mise en place d'un dispositif
permettant de générer le stimulus externe. Ce dispositif serait idéalement d’un petite

taille, intuitif et facilement utilisable par les patients.

De plus, des études de toxicité et d'efficacités chez 'Homme sont attenues afin de valider

la pertinence de la technologie proposée.

Parmi les différents types de stimuli externe proposés, il semblerait que les ultrasons
représentent les plus grands avantages. Ceci revient a leur meilleure pénétration dans
les tissus biologiques, mais aussi a la large utilisation des ultrasons dans le domaine

médical et au colt économique plus faible du systéme final.
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IBRAHIM Raihane

Liposomes sensibles aux stimuli externes et leur intérét dans la gestion de la

douleur

Les analgésiques actuellement présents sur le marché et qui sont utilisés dans la gestion de la douleur
(post-opératoire et/ou neuropathique) présentent malheureusement des limites. En effet, ces limites
se résument au fait qu'ils soient invasifs, a leurs effets indésirables en termes de dépendance mais
aussi des limites en termes d'efficacité. Il est devenu donc urgent de proposer de nouvelles solutions
alternatives. A travers de cette thése, une technologie galénique innovante est présentée : les
liposomes sensibles aux stimuli externes. Le but est d'exposer leur intérét dans la gestion de la douleur.
L'objectif est de permettre aux patients de moduler la libération du principe actif en fonction de leur
douleur. En effet, un stimulus externe tel que la lumiére proche-infrarouge ou les ultrasons permettra
aux liposomes de libérer une partie de leur contenu et ainsi d’'obtenir un effet analgésiant sur
demande [32-37, 43]. Les principes actifs discutés sont majoritairement des anesthésiques locaux. Ces
liposomes représentent donc bien une forme galénique innovante qui permet d’obtenir des profils de
libération adaptés aux besoins des patients. On constate que les liposomes sensibles aux ultrasons par
effet de photochimie sont ceux qui présentent le plus d'avantages parmi les différents systémes décrits
dans la littérature. Ces avantages sont essentiellement, le colt et la plus haute pénétration du stimulus
externe dans les tissus biologiques [43]. De plus, en comparaison au systéme d'anesthésie loco-régional
sur commande et qui est déja présent sur le marché, la forme galénique proposée a l'avantage d‘étre
non invasive.

Pour conclure, un tel systéme pourrait améliorer la qualité de vie des patients en post-opératoire,
conduisant ainsi a un raccourcissement du séjour hospitalier et offrant donc une meilleure autonomie
et plus d'indépendance aux patients. Ce type de forme galénique pourrait étre également intéressant
dans le cas des douleurs neuropathiques chroniques.

Mots-clés : Anesthésie, liposomes, innovation, douleur, post-opératoire, neuropathique.

External stimuli- responsive liposomes and their interest in pain
management

Current analgesics which are employed in pain management (postoperative or neuropathic) have
unfortunately limitations. In fact, they are invasive, have many side effects in terms of addiction for
example but also have limitations in terms of effectiveness. It has therefore become urgent to propose
new alternative solutions. Through this thesis, an innovative galenic technology is presented: triggered
liposomes sensitive to external stimuli. The goal here, is to expose their interest in pain management.
The purpose is to allow patients to control the release of the active ingredient according to their pain.
Indeed, an external stimulus such as near infrared light or ultrasound allow the liposomes to release a
part of their content and thus obtain an on demand analgesic effect [32-37, 43]. The active ingredients
discussed here are mainly local anesthetics. These liposomes are therefore an innovative galenic which
provide release profiles adapted to the patient needs. As a result, it's found that the ultrasound
triggered liposomes and more precisely by photochemistry effect are those which present the most
advantages among all the other liposomes described in the literature. The main advantages are about
the cost but also the high penetration of ultrasound radiations into biological tissues [43]. In addition, in
comparison to the current on demand loco-regional anesthesia, this technology has the advantage of
being non-invasive.

To conclude, such as system could improve the life quality of patients after operations resulting in less
time at hospital and therefore offers better autonomy to patients. This type of galenic could be also
interesting in the case of chronic neuropathic pain.

Keywords : Anesthesia, liposomes, innovation, pain, postoperative, neuropathic.
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