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INTRODUCTION GENERALE




Introduction générale

La contamination par voie cutanée représente le second mode de contamination des travailleurs
de l'industrie nucléaire, apres l'inhalation. La contamination cutanée par I'uranium, radioélément
constituant le combustible de la plupart des réacteurs nucléaires producteurs d’énergie €électrique.
peut conduire a une forte exposition interne des individus aprés transfert du radioélément de la zone
cutanée contaminée vers la circulation sanguine. Aprés distribution dans l'organasnee
circulation systémique, une partie de l'uranium ainsi incorporé est retenue au niveau de deux
principaux organes qui sont les reins et le squelette, ou vont se manifester ses toxicités chimique e
radiologique, et l'autre partie est excrétée par la voie urinaire. Le traitement actuel de la
contamination cutanée par I'uranium débute par un simple rincage de la zone contaminée qui peut
étre réalisé sur le lieu de l'accident. Apres transfert de la victime au service médical du centre
nucléaire, un traitement décorporant visant a acceélérer I'excrétion urinaire du radioélément est
administré par voie intraveineuse. Malheureusement, les décorporants actuellement employés son
peu efficaces pour éliminer 'uranium incorporé et aucun traitement n’est disponible pour limiter
I'entrée du radionucléide dans I'organisme durant le transfert de la victime au service médical.

Afin d’améliorer la prise en charge des victimes, de nouveaux traitements sont aujourd’hui a
I'étude. En effet, de nombreux travaux ayant pour objectif de synthétiser des agents décorporants
plus affins de I'uranium ont été menés et de nouveaux traitements d’'urgence applicables sur la peat
contaminée ont été trés récemment développés. Cependant, aucune de ces études n'a perm
d’aboutir, a I'heure actuelle, a la mise au point d'un systéme efficace pour le traitement de la
contamination cutanée par I'uranium.

Dans ces travaux de thése, la stratégie adoptée a consisté a mettre au point un traitement local ©
la contamination cutanée par I'uranium permettant de piéger le radioélément au niveau de la zone
cutanée contaminée et donc de réduire son transfert vers la circulation sanguine. Le traitement qui ¢
été développé est basé sur l'utilisation d'un chélateur de I'uranium de la famille des calixarénes,
le 1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOH+p-tertbutylcalix[6]aréne. Nous avons en effet souhaité mettre a
profit dans cette étude les propriétés chélatantes et la forte affinité vis-a-vis de I'uranium de cette
molécule initialement développée pour I'analyse radiotoxicologique des urines dans le cadre de la

surveillance médicale des travailleurs de l'industrie nucléaire.

Le premier objectif de ce travail de thése a été de développer une formulation contenant ce
calixaréne tricarboxylique qui soit destinée a l'application cutanée. L’enjeu était de trouver une
forme pharmaceutique permettant de solubiliser ce calixaréne trés hydrophobe et se trouvant a I'éta
solide a température ambiante tout en le rendant disponible pour la chélation de I'uranium présent
dans une solution aqueuse. Le systeme qui a été retenu est une émulsion de type huile dans eau, pl
précisément une nanoémulsion. Le second objectif de ce travail a consisté a évaluer I'efficacité de

la nanoémulsion de calixarene en tant que traitement de la contamination cutanée par I'uranium.
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Introduction générale

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps étudigo la capacité de la nanoémulsion de
calixaréne a extraire les ions uranyle depuis une solution agueuse contaminée. L’efficacité de
décontamination cutanée de la nanoémulsion de calixarene a ensuite été éva@sur des
explants de peau d’oreille de porc en cellule de diffusion. Les accidents de contamination cutanée
pouvant se produire aussi bien sur une peau intacte que sur une blessureX\étude été menée

sur des biopsies de peau intacte et sur un modele de peau Iésée obtenu par excoriation.

Ce manuscrit de thése se compose de deux parties :

* La premiere partie, basée sur une étude bibliographique, expose les risques engendrés par un
contamination cutanée par l'uranium ainsi que les traitements actuels ou en cours de
développement. L'intérét du 1,3,5-O¢R,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene en tant que

chélateur de l'uranium pour le traitement des contaminations cutanées par ce radioélément y est

également discuté.

e La seconde partie du manuscrit présente quant a elle, en quatre chapitres, les travaux de

recherche qui ont été menés au cours de cette thése :

o Le chapitre | présente la nanoémulsion de type huile dans eau qui a été développée pour
véhiculer le 1,3,5-OCH2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréene en vue d’'une application

cutanée. Dans ce chapitre consacré a la préparation et la caractérisation physico-chimique de
cette forme, nous nous sommes particulierement intéressés a I'étude de la disponibilité des

molécules de calixaréne véhiculées par la nanoémulsion pour la chélation de I'uranium.

o Le chapitre Il est consacré, comme travail préliminaire a toute étude sur la peau, a
I'évaluationin vitro de l'efficacité de décontamination de la nanoémulsion de calixaréne sur une

solution aqueuse contaminée par de I'uranium. Les principaux parametres susceptibles d’influer
sur cette efficacité y ont été étudiés afin de déterminer les conditions optimales d’utilisation de la

nanoémulsion de calixaréne.

o Dans le chapitre lll, I'efficacité de décontamination de la nanoémulsion de calixarene est
évaluéeexvivo sur des explants de peau d'oreille de porc contaminés par une solution
d’uranium. Cette étude a été menée sur la peau intacte et sur un modéle de peau lésée réalisé p

excoriation.

o Le chapitre IV regroupe les principales valorisations dont ce travail de thése a fait I'objet :
une publication faisant suite a la présentation des travaux de these lors d'un congrés international

et une demande de dépdbt de brevet.



Introduction générale

Finalement, nous présenterons une discussion et une conclusion générale de I'ensemble de:
résultats obtenus au cours de cette thése ainsi que les perspectives qui peuvent étre envisagées pc

la poursuite de ce travail.
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Chapitre I.  Les risques liés a I'exposition a I'uranium dans I'industrie nucléaire

L’'uranium est actuellement au coeur des développements scientifiques et technologiques réalisés
dans le cadre de l'utilisation civile de I'énergie nucléaire de fission et des débats sur I'avenir du
nucléaire.

Ce chapitre dédié a la présentation de l'uranium s’attache a décrire sa présence dans

I'environnement, sa chimie et son utilisation comme élément combustible des réacteurs.

[.1. Présentation de I'élément uranium

[.1.1. Généralités

L'uranium a été découvert en 1789 par le chimiste allemand Martin Heinrick Klaport et la
radioactivité naturelle de cet élément fut découverte en 1896 par le physicien francais Henri
Becquerel.

L’'uranium est un élément de symbole U et de numéro atomique Z = 92 appartenant a la famille
des actinides. C’est un métal gris, dur et tres dense naturellement présent dans I'environnement. Or
le trouve en quantités variables dans les sols, les roches, I'eau, I'air et les organismes vivants. A
titre d’exemple, la quantité moyenne d’'uranium contenue dans le corps humain est d’environ 90 ug.
Afin de donner un ordre de grandeur des concentrations en uranium naturellement présentes dan.

'environnement, quelques données chiffrées ont été regroupées dans le tableau 1.

Matrice environnementale Concentration en uranium (mg.kd)
Eaux minérales (France) 1.10°4 0,077
Eaux de rivieres/mares (France sud-ouest) 1.10° 2 8.10°
Fruits 2,4.10"
Céréales 1,6.19
Légumes verts 1,6.10°
Eau de mer 3.10°
Roche basaltique 0,5
Sol calcaire 1
Ecorce terrestre 2
Roche granitique 5
Gisement uranifere 10 000

Tableau 1. Concentrations en uranium rencontrées dans diverses matrices environnementales

exprimées en milligramme par kilogramme de matiere (Ansoborlo et al. 2002).
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1.1.2. Principales propriétés chimiques

L’'uranium élémentaire est une substance extrémement réactive, capable de former des composé
avec la plupart des éléments de la classification périodique. De par sa forte électropositivité,
l'uranium présente une affinité marquée pour I'oxygéne et ne se rencontre naturellement que dans
des composés oxygénés (Bonin et al. 2001, Mada. 2001). L'uranium n’existe donc pas dans la
nature a I'état de métal chimiquement pur, ni en alliage.

La présente étude portant sur le traitement des contaminations cutanées ou des blessure
contaminées par des solutions d'uranium, ce paragraphe résume les principales propriétés de
'uranium en solution aqueuse afin de bien appréhender le comportement de cet élément dans ce

milieu.

En phase aqueuse, I'uranium peut exister sous quatre états d’oxydation compris entre Il et VI.
L’état d’'oxydation le plus stable est I'uranium (VI). En effet, 'uranium (IIIf*()LJest oxydé par les
protons et les molécules d’eau et le degré d’oxydation \,{JU&t thermodynamiquement instable
vis-a-vis de la dismutation. Quant & I'état d’oxydation VUil est le plus courant en condition
réductrice, mais la solubilité de I'uranium sous cette forme est faible.

En fonction du pH de la solution aqueuse, diverses espéeces de I'élément uranium peuvent étre
observées. En effet, les ions uranium sont hydrolysés lors de I'accroissement du pH d’une solution
acide d'uranium. L’aptitude des ions uranium a [I'hydrolyse décroit selon la séquence
U(lVv) > UVl > U(ll) > U(V), les données relatives a U(lll) et U(V) étant plutét de nature
gualitative de par la difficulté de I'étude de ces états d’oxydation instables.

Les propriétés thermodynamiques des ions uranium en solution énoncées ci-dessus sont
rassemblées sur le diagramme de Pourbaix (figure 1). Ce dernier permet de définir les domaines de
stabilité thermodynamique de chaque espéce en fonction du potentiel des couples oxydant-réducteu
mis en jeu et du pH de la solution. On y retrouve la prédominance du domaine d’existence de
U(VI) aq ainsi que l'instabilité thermodynamique de U@4let U(V)q D’aprés ce diagramme, en
milieu aqueux non complexant et non réducteur, les ions uranium demeurent donc sous la forme
d’ions uranyle UG hydratés de formule U{H,0)s*" tant que le pH de la solution est inférieur
ab.
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Figure 1. Diagramme de Pourbaix de l'uranium en milieu aqueux non complexant pour une

concentration en uranium égale &1fol.I".

La scheepiteorrespond a U§RH,O et I'uraninitea Uy (Vitorge 1999).

La chimie de ces ions uranyle concerne principalement le remplacement des molécules d’eau

d’hydratation par des ligands compétiteurs au niveau du plan équatorial du motif linéaire
actinyle O=U=0. Plus généralement, les ions uranium étant considérés comme des « acides durs :

au sens de Pearson, ils réagissent préférentiellement avec des « bases dures » que sont par exem
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les ligands comportant des atomes donneurs d’électron tels que I'oxygéne et le fluor. L'interaction
d’'un ligand avec les ions uranium est généralement plus forte avec U(IV) qu’avec U(VI), peu de

ligands ayant été observés avec les ions U(lll) et U(V) étant donné leur faible stabilité

thermodynamique. Les stabilités de quelques complexes formés entre les ions urahylewo

pour rappel sont les ions les plus couramment rencontrés en solution, et certains ligands

inorganiques et organiques sont présentées dans le tableau 2.

Ligands Complexes d’'uranium (VI) (logp) *
UOF (5,09)
F_ Uoze(aq) (8,62)
UO,Fs (10,9)
UO.F* (11,7)
CI- UOZ(CIZ)(aq) ('1,20)
UO.CI* (0.17)
. UOZ(CO3)(aq) (9,67)
Inorganiques )
COs" UO,(CO),” (16,94)
UO,(COy)5" (21,6)
UO(SQy),* (1,14)
SO~
UO2(SOy)ag) (3,15)
UO,(POy) (13,23)
Phosphate UO,(HoPQOy)* (1,12)
UO,L* (2,38)
Acétate (L) UO,L, (4,36)
Organiques
Uo,L* (6,34)
Transferrine (Tf) (UQ)Tf (16)

* B : constante de formation du complexe ion(s) uranytégand(s)

Tableau 2. Stabilité de quelques complexes formés entre les ions uranyledd €ertains ligands
inorganiques et organiques (Gren#tal. 1992, Vitorge 1999, Madet al. 2001).
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1.1.3. Principales propriétés physiques

Les dix-sept isotopes de I'uranium identifiés a ce jour sont tous radioactifs, ce qui signifie que
ces noyaux atomiques instables se désintegrent spontanément en dégageant de I'énergie sous forr
de particulesd, B) et/ou de rayonnements, (X) (figure 2). Seuls trois de ces dix-sept isotopes
existent a I'état naturel et composent l'uranium tel gu'il est extrait de son minerai ; ce sont les
isotopes®®U, 2 et U qui sont respectivement présents en proportion massique moyenne de
99,275 %, 0,720 % et 0,005 % (Bonin et al. 2001).

Emission a
,r’ i, noyau d’hélium
f L'x St _ Emission p
B,f , S - " électron
H—:»c:" 7 "M Emission y, X

rayonnement électromagnétique

Figure 2. La radioactivité : désintégration d’un noyau instable s’accompagnant de I'’émission de

rayonnements et/ou de particules (Delacedial. 2006).

Les principales propriétés nucléaires des trois isotopes de 'uranium naturel sont résumeées dans

le tableau 3. Ces isotopes radioactifs se désintegrent principalement par émisgiogau
d’hélium 5He), la désintégration par fission spontanée étant également possible mais moins

probable. De ces trois isotopes, s&ifs) et>**U sont primordiaux, ce qui signifie qu'ils existent

depuis I'origine de la terré>U étant quant & lui un produit de la décroissanc&tle

Activité Part dans Emissions principales par
Abondance Période , l'activité o :
Isotope (masse %) radioactive (an) massique oo e U désintégration (keV)
(Bg.g"h) (rendements d’émission %)
naturel (%)
o 4774,6(71,37);4722,4(28,42)
eV 0,0054 2,46.10 2,30.16 49,5 y 53,20 (0,1253)
X 15,3 (10,2)
a 4397,8 (55); 4366 (17)
sl 0,7110 7,04.10 8,00.1d 2,3 y 185,72 (57,2)
X 15,75 (51)
a 4198 (77,5); 4151 (22,3)
235y 99,2836 4,47.10 1,24.10 48,2 y 49,55 (0,0697)
X 15,31 (7,94)

Tableau 3.Les principales propriétés nucléaires des trois isotopes de I'uranium naturel
(Aigueperseet al.2001, Garnier-Laplacet al.2001, LNHB 2007).
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[.2. L'uranium dans l'industrie nucléaire

1.2.1. Lafission nucléaire et ses applications

L'isotope U est le seul des trois isotopes composant I'uranium naturel & présenter la
particularité d'étre susceptible de subir la fission nucléaire, c’est pourquoi on le qualifie de fissile.
En effet, sous I'impact d’'un neutron (particule constitutive du noyau atomique dépourvue de charge
électrique), le noyau d&°U se scinde en deux noyaux plus petits appelés produits de fission. La
réaction de fission s’accompagne d’'un dégagement important d’énergie ainsi que de la libération de

deux ou trois neutrons (équation 1).

235 U +neutron »  produitsdefission + 2 ou deutrons+énergie (Equation 1)

L’énergie dégagée lors de cette réaction est en grande partie emportée par les produits de fissiol
qui sont alors éjectés avec une trés grande vitesse. Ces derniers sont ralentis par des choc
successifs avec les atomes avoisinants et s’arrétent au bout de quelques dizaines de micrométre
Les neutrons produits peuvent & leur tour provoquer la fission d’autres noy&t @ela création
de nouvelles quantités d’énergie ainsi que la libération de nouveaux neutrons et ainsi de suite,
aboutissant ainsi a une réaction en chaine.

C’est sur cette réaction en chaine que repose la production d'électricité par les réacteurs
nucléaires. En effet, I'énergie dissipée sous forme de chaleur lors de la réaction en chaine est
récupérée et transformée en électricité par des turbines a vapeur. Afin de libérer régulierement de
I'énergie et éviter un emballement du réacteur, la réaction en chaine est contrdlée en stabilisant le
nombre de fissions simultanées par capture d’un certain nombre de neutrons excédentaires.

Bien que les noyaux des deux autres isotopes de I'uranium rfafuret?*®U soient trop stables
pour subir la fission?*U présente tout de méme un intérét pour la production nucléaire d'énergie
électrique. En effet, le noyau d&U est capable de capturer un neutron, ce qui conduit & sa
transmutation en noyau de plutonitfffiPu qui lui est fissile et donc susceptible de produire de
I'énergie de la méme facon qffdU (Viala 2001).

La seconde principale application de la fissiorfe est 'armement nucléaire. Le principe de

la bombe atomique repose cette fois sur le fait que la réaction en chaine doit s’emballer pour libérer

instantanément un maximum d’énergie.
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1.2.2. La production nucléaire d’énergie électrique : le cycle du combustible nucléaire

La France est dotée d'un parc de 58 réacteurs nucléaires répartis sur 19 sites (figure 3)

permettant, selon les chiffres de fin 2007, la production de 76,9 % de la production totale

d’électricité du pays (CEA 2008).
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Figure 3. Carte des sites nucléaires industriels francais (Viala 2001).

L’ensemble des opérations nécessaires pour approvisionner les réacteurs nucléaires er
combustible nucléaire puis pour stocker, retraiter et recycler ce combustible est appelé le cycle du
combustible nucléaire (figure 4). L'étude des étapes de ce cycle proposée dans ce chapitre ve

permettre d’appréhender la diversité des composés industriels d’uranium qui y sont produits.
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Figure 4. Le cycle du combustible nucléaire actuel en France (CEAL).

Le cycle du combustible nucléaire débute par I'exploitation de minevatenant de I'uranium
appelés minerais uraniféres (uraninite, schoepite, pechblende...)@étdjmure 4). La teneur
moyenne en uranium dans les minerais de I'écorce terrestre est de 3 grammes par tonne et elle e
extrémement variable d’'un sol a l'autre.

La teneur en uranium dans les minerais extraits étant relativement faible, une étape de
concentration de l'uranium est nécessaire (é@pégure 4) : les roches extraites des mines sont
concassées et broyées, puis l'uranium est extrait par une solution chimique (le plus souvent de
'acide sulfurique dilué). La solution contenant l'uranium est ensuite traitée afin de précipiter
'uranium sous forme de sel. Le concentré obtenu se présente sous la forme d'une pate jaune
appelée «yellow cake » (figure 5) qui contient environ 75 % d’oxyde d’'uranium en masse. Le
« yellow cake » ne présentant pas un degré de pureté nucléaire suffisant, il est purif@ (étape
figure 4) et transformé en un composé solide chimiquement pur appelé diuranate d’ammonium
(U207(NHa)2).

La proportion massique efi™J, seul isotope naturel de I'uranium pouvant subir la fission
nucléaire, n'est a ce stade pas suffisante (0,7 %) pour alimenter les réacteurs. En effet, dans le ca
des réacteurs a eau sous pression (REP), la proportiéifieroit se situer entre 3 et 5 %.
L’opération consistant & augmenter la teneuf’an est appelée enrichissement (ét@neigure 4).

L’enrichissement nécessite une conversion préalable de I'uranium en hexafluorure d’'urardum (UF
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qui présente la particularité de se trouver a I'état gazeux des la température de 56°C. Au cours de:
divers traitements chimiques de la conversion, 'uranium passe par les formes chimiguetJO

et UR. L'étape d'enrichissement en elle-méme est difficile Tu (isotope majoritairement
présent en masse) £tU ont des propriétés physico-chimiques trés similaires et ne se distinguent
légérement que par leurs masses respectives. C’est précisément sur cette différence de masse en
ces deux radioisotopes que sont basés les procédés industrialisés permettant I'enrichissement e
3% que sont la diffusion gazeuse et la centrifugation.

L’hexafluorure d’'uranium issu de I'étape d’enrichissement est ensuite transformé en poudre
d’'oxyde d'uranium (UQ) et conditionné en petites pastilles cylindriques. Ces pastilles sont
empilées dans des tubes métalligues appelés crayons. Les crayons sont ensuite assemblés
constituent ainsi le combustible nucléaire (figure 6) (é®pdigure 4). Le cceur du réacteur

nucléaire est alors chargé avec plusieurs assemblages de crayons.

Figure 5. Le yellow cake (ASN). Figure 6. Le combustible nucléaire (EDF).

Au cours de son utilisation (étae figure 4), le combustible subit des transformations qui le
rendent moins performant : diminution de la teneuf*au fissile, formation de plutonium suite au
bombardement d&®U par les neutrons et apparition de déchets sous forme de produits de fission
qui perturbent la réaction en chaine en absorbant des neutrons (ASN, CEA1). De nouveaux isotope:
de l'uranium tels qué*®U apparaissent également au cours de l'utilisation du combustible. Le
combustible qui est retiré du réacteur aprés une période de 3 a 4 ans d’exploitation contient environ
97 % de matiére énergétique récupérable sous forme d’uranium (majoritaif&tdestt1% de°U
n‘ayant pas subit la fission) ou de plutonium et 3 % de déchets. Le combustible usé étant trés
radioactif en raison de la présence des produits de fission, il est temporairement stocké dans de:
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piscines remplies d’eau afin de laisser diminuer son activité, I'eau protégeant des rayonnements.
Cette étape sert également a refroidir le combustible usé car les atomes radioactifs qui le constituen
dégagent beaucoup de chaleur lors de leur désintégration. Le combustible usé est ensuite transpor
dans des usines de retraitement.

Dans les usines de retraitement (ét@pefigure 4), la matiére encore utilisable pour la
production d’électricité, constituée par le plutonium et l'uranium, est récupérée par divers
traitements mécaniques et chimiques. Le plutonium issu du retraitement est utilisé pour fabriquer un
nouveau combustible appelé MOX (ét@®efigure 4) constitué d’'un mélange de poudres d’oxyde
d'uranium (UQ) appauvri en”U (provenant essentiellement des usines d’enrichissement de
'uranium naturel) et d’oxyde de plutonium (P)COLe combustible MOX est déja utilisé en France
dans certains réacteurs a eau sous pression (REP). Quant a l'uranium récupéré au cours d
retraitement (étap®, figure 4), il est encore légérement plus riché’®d que I'uranium naturel
(~ 1% de®U en masse) et pourra & nouveau étre enrichi & plus de 3 % pour suivre une voie
analogue a celle du combustible nucléaire. Les produits de fission et les actinides radioactifs sont
guant a eux vitrifiés et stockés en surface comme déchets nucléaires dans I'attente d’une solutior
définitive de stockage (étaf, figure 4). Notons qu’en fonction des pays, le combustible usé est
soit retraité par la filiere précédemment décrite, ce qui est le cas de la France, soit directement traité
comme un déchet a stocker définitivement.

De I'extraction du minerai jusqu’au retraitement du combustible nucléaire, I'uranium subit donc
de nombreuses transformations chimiques et peut se trouver en solution, sous forme de poudre ol
d’aérosol plus ou moins solubles ou encore sous forme gazeuse. Le tableau 4 rend compte de I
diversité chimique des principaux composés d’uranium rencontrés dans le cycle du combustible

nucléaire.

Composés d’uranium Forme chimique

U;0s, UG, UG;, UO,
Oxydes Oxydes mixtes (kkia+ UO, + U3Og)
MOX : (U,Pu)@

Halogénures UK, UFR;, UG, UOCI,, UCH,

U0O7(NHa)2
UG(NOs),
Divers Pechblende, uraninite, schoepite... (minerais)

Unetal
Alliages, hydrures

Tableau 4.Les principaux composés de 'uranium rencontrés dans le cycle du combustible

nucléaire (Ansoborlet al.2002).
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1.3. Les risques liés a I'emploi de 'uranium dans I'industrie nucléaire

Le cycle du combustible fait intervenir I'élaboration et l'utilisation de différents composeés
d’'uranium. La plupart des opérations est automatisée mais l'intervention de 'homme est parfois
requise. La technologie n’étant pas toujours réalisée en enceinte de confinement, il n'y a pas de
barriere absolue entre les composés et le personnel.

Dans ce contexte, ce chapitre s’attache a présenter les risques liés a la manipulation de l'uraniun
dans l'industrie nucléaire. Les voies d’atteinte de 'homme seront tout d’abord présentées. La
contamination interne, qui représente le risque principal présenté par l'uranium, sera ensuite
particulierement décrite ainsi que ses effets sur la santé. Enfin, les moyens mis en ceuvre dan:
l'industrie nucléaire pour protéger le personnel des contaminations et prendre en charge les victimes

contaminées par de I'uranium seront exposés.

1.3.1. Les voies d'atteinte de 'hnomme : distinction entre exposition externe et contamination

De fagon générale, I'exposition de ’lhomme aux radionucléides peut avoir lieu de deux fagons.

Lorsque les radionucléides demeurent a I'extérieur de Il'organisme, ils provoquent une
exposition externepar irradiation. Cette irradiation ne peut avoir lieu que si les rayonnements émis
par les radionucléides sont suffisamment pénétrants, c’est-a-dire s’ils ne sont pas facilement arrétés
par une barriére telle que l'air ou des écrans physiques avant d’atteindre 'hnomme (figure 7). Ce
sont principalement les rayonnements yX, neutroniques, et, dans une moindre mesure, les
rayonnementg qui sont responsables de I'exposition externe (Métetied.2001) .

Lorsque les radionucléides sont transférés dans I'organisme, on parle d’exposition interne ou
contamination. Contrairement a I'exposition externe, tous les rayonnements peuvent contribuer a

I'exposition interne.

Particulea
Particule (stectrons )

Rayonnements X at
VaVaV, -
o Neutron _ ‘ a

|

Papier Aluminium Béton

Figure 7. Le pouvoir de pénétration des rayonnements émis lors de la désintégration des
radionucléides (CEA2).
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Les isotopes de l'uranium rencontrés dans le cycle du combustible nucléaire émettent
principalement des rayonnement&u cours de leur désintégration. Ces rayonnemenstst tres
peu pénétrants : quelques centimetres d’air, une feuille de papier ou les couches superficielles de I
peau suffisent a les arréter (figure 7). Le risque d’'une exposition externe est par conséquent
extrémement faible. Cependant, ces rayonnements peu pénétrants cedent toute leur énergie sur L
faible parcours (quelques dizaines de micrometres dans un tissu biologique), ce qui les rend
capables d’ioniser les atomes de la matiere qu’ils traversent et d’induire localement des dégats
cellulaires plus important que ceux causeés, par exemple, par le rayonne(hgtivier et al.
2001). Ainsi les rayonnemenissont qualifiés de fortement ionisants.

C’est pour ces raisons de faible pénétrabilité et de forte capacité ionisante des rayonmements
issus de la désintégration de l'uranium que le risque principal lié a la manipulation de ce
radioélément est celui d'une contamination interne. Par conséquent, seules ces contaminations

seront décrites par la suite.

[.3.2. Les modes de contamination interne

L’entrée des radionucléides dans I'organisme peut se faire par trois voies principales :
- I'inhalation aprés dissémination de gaz, vapeurs ou aérosols dans I'atmosphere,
l'ingestion aprés contamination d’objets portés a la bouche,

- le transfert a travers la peau avec ou sans blessure associée.

Les risques de contamination interne ne concernent pas uniquement le personnel de I'industrie
nucléaire. En effet, des radionucléides qui sont naturellement présents dans I'environnement
peuvent parfois se trouver en plus forte concentration dans certains compartiments naturels et
parvenir jusqu’a I'homme par l'air, I'eau ou les aliments. La radioactivité rajoutée par les activités
industrielles est généralement ponctuelle et localisée (Catradt 2003). Pour la population, la
contamination est essentiellement chronique et elle a le plus fréquemment lieu par ingestion répétée
de radioélément (WHO 2001, Larochet al. 2003). Le personnel médical utilisant des

radionucléides est également concerné par le risque de contamination.

Dans lindustrie électronucléaire, la contamination peut se produire au niveau des différentes
étapes du cycle du combustible de facon chronique par incorporation répétée de radioélément su
une durée plus ou moins longue, ou de fagon aiglie suite & une incorporation ponctuelle (incident).
A cela s’ajoute des risques de contamination lors du démantélement des centrales arrivées au term
de leur durée d’exploitation, lors d’'une mauvaise utilisation de sources radioactives ou encore dans

les laboratoires de recherche rattachés. Les principales voies d’incorporation des radionucléides
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dans l'industrie nucléaire sont l'inhalation et la blessure, I'ingestion étant minimisée par les
consignes d’hygiene aux postes de travail (Bhattachatygh 1995, Le Gueret al. 1998, Laroche

et al. 2003). L’incorporation par inhalation représente le mode de contamination le plus fréquent qui
peut avoir lieu suite a la dispersion atmosphérique de radionucléides lors de pertes de confinemen
ou plus rarement d’incendies (Gerladral. 1992). L'examen de la publication de Blanckinal.
(Blanchinet al.2004) portant sur la prise en charge des incidents d’exposition interne survenus sur
le site de fabrication du combustible MOX a Cadarache (France) entre 1996 et 2002 permet
d’illustrer la fréquence des contaminations : 1529 incidents d’exposition interne ont été traités
durant cette période parmi lesquels 1351 suspicions d’inhalation (88,4 %), 173 suspicions de
contamination par plaie (11,3 %) et 5 suspicions de contamination mixte par inhalation et plaie
(0,3 %). Dans 1,5 % des cas, ces incidents ont conduit a une exposition interne des victimes jugée

significative.

l.4. Eléments de toxicologie de l'uranium

Bien gu’omniprésent dans I'environnement, I'uranium n’a pas de fonction métabolique connue.

Il est donc considéré comme un élément non essentiel @raft2004). L’'uranium présente une
double toxicité : unéoxicité chimique due a sa nature de métal lourd et tmécité radiologique
de par sa nature de radioélément (Galle 1997).

Comme cela a préecédemment été illustré dans le chapitre décrivant le cycle du combustible
nucléaire, les composeés industriels d’'uranium sont tres divers par leur nature chimique, physique et
par leur composition isotopique. Leur capacité a pénétrer dans I'organisme (solubilisation dans le
sang) et leur toxicité chimique et radiologique seront conditionnées par tous ces facteurs (Le Guen
et al. 1998).

l.4.1. Biocinétique de I'uranium

Pour évaluer la toxicité de l'uranium, il est nécessaire de connaitre sa biocinétique, c'est-a-dire
son comportement dans I'organisme : absorption, distribution, accumulation dans les organes de

rétention et élimination.

l.4.1.1.Entrée dans I'organisme

Quel gue soit le mode de contamination (inhalation, voie cutanée ou ingestion), la cinétique
d’absorption de l'uranium dépend de la forme physico-chimique sous laquelle le composé
d’'uranium se trouve initialement (Ansobod al. 2002). Ainsi, les composés d’uranium solubles,
tels que le nitrate d’'uranyle (UMNOs3),), vont rapidement diffuser a travers les membranes

biologiques, atteindre la circulation sanguine et étre distribués dans I'ensemble de I'organisme. Les
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composés moins solubles diffusent quant a eux moins rapidement dans le sang{(Blea03)

et induisent plutét une toxicité localisée au niveau du site de dépot, ce qui est particulierement le cas
de I'appareil respiratoire en cas d’inhalation de composés insolubles (Hengé-étaplo2001).

Ainsi, les composés d’'uranium ont été classés dans le tableau 5 selon trois catégories de solubilité
« F » (Fast), « M » (Moderate) et « S » (Slow) (ICRP-66 1994, Le Guan1998).

Composés de type F Composés de type M Composés de type S
UFs, UOF, UO; UO;, UsOg
UO(NGs)2 UF4 autres oxydes d’uranium
UO7(NH.)2 UCl, uranium métal

sulfates et carbonates d’'uranyle

« F » (composé soluble ; diffusion rapide) : période biologique d’absorption de 10 minutes

« M » (composé moyennement soluble ; diffusion moyennement rapide) : périodes biologiques
d’absorption de 10 minutes (10 %) et de 140 jours (90 %)

« S » (composé peu soluble ; diffusion lente) : périodes biologiques d’absorption de 10 minutes
(0,1 %) et de 7 000 jours (99,9 %)

Tableau 5.Classement de la transférabilité des principaux composés de I'uranium rencontrés dans
I'industrie électronucléaire (ICRP-66 1994, Le Getmal. 1998).

1.4.1.2. Transport dans la circulation sanguine

Quelles que soient la voie d’entrée et la forme chimique initiale, I'uranium solubilisé plus ou
moins rapidement pénétre dans le flux sanguin sous la forme d’ions uranylequiQpour rappel,
constitue la forme chimique la plus stable en solution (Madal. 2001). Ces ions uranyle vont en
grande majorité se complexer avec des ligands présents dans la circulation sanguine. En effet, le:
ions uranyle présents dans le plasma suite a une contamination sont associés pour environ 50 %
des ligands de faible poids moléculaire (ions citrates, ions carbonates) et les 50 % restants son
principalement associés a des protéines plasmatiques (albumine, transferrine) et secondairement
des protéines présentes a la surface des globules rouges (lipoprotéines) @ la\E868, Durbin
1984, Galle 1997). La stabilité des complexes formés entre l'uranium et les ions carbonates
(UO,(COs)s* et UO(CO5),%) conduit & une augmentation de la solubilité de I'uranium dans le sang
(Durakovic 1999). L'uranium entré dans la circulation sanguine est ensuite transféré aux organes et

tissus cibles dans un délai moyen d’environ une heure (Ansaitaxla2002).

22



Travaux antérieurs

1.4.1.3.Rétention dans les organes cibles

Quelqgues jours aprés une injection ou une inhalation de composés solubles d’uranium, la plupart
de la charge systémique se retrouve dans le squelette (10-36%), les reins (10-25%) et en tres faibl
proportion dans le foie et les tissus mous (Dustiral. 1998, Hengé-Napolkt al. 1998, Hengé-

Napoli et al. 2001, Ansoborlcet al. 2002), le reste étant éliminé par voie urinaire ou fécale. La
rétention de I'uranium dans ses deux principaux organes cibles que sont les reins et le squelette va

présent étre détaillée.

Fixation rénale

Un schéma fonctionnel du rein est proposé en figure 8 afin d'illustrer ce paragraphe.

Tubule _
proximal Sandfiltré  sang contenant

Néphron “, des déchets
_ V-

Sang contenan{@

des déchets
© - Tube collecteur

| ¥ /
Glomérule Tubule ﬁ Déchets (urine)

Sang filtré .
iatal vers la vessie

Anse de Henlé

- J - J
YT YT

Rein Néphron : unité de filtration du rein
O Filtration ;@ Réabsorption® Elimination

Déchets (urine)ﬁ
vers la vessie

Figure 8. Schéma fonctionnel du rein (UNCKC).

Le traitement de I'uranium par les reins débute par un processus appelé filtration glomérulaire.
Cette filtration, qui consiste a faire passer I'uranium du milieu sanguin au milieu urinaire, a lieu
dans les glomérules des néphrons du rein. Le processus de filtration glomérulaire ne laissant passe
gue l'eau, les substances dissoutes et les petites protéines (< 60 kDa) €T aln#803), seuls les
ions uranyle libres ou liés a des ions carbonates ou citrates pénétrent dans la lumiere du néphrot
(Galle 1997). A mesure que des complexes uranium-carbonate sont éliminés du compartiment
sanguin, les complexes uranium-protéine moins stables se dissocient au profit des complexes

formés avec les carbonates, permettant ainsi I'élimination progressive de I'uranium du sang. Les
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complexes uranium-carbonate qui étaient stables au pH sanguin (7,35 a 7,45) (Geilnaétte
2003) peuvent se dissocier a un degré variable dans le tubule rénal si I'environnement y est acide
Une partie des ions uranyle libres est alors directement excrétée dans les urines, I'autre fraction es
guant a elle réabsorbée avec I'eau et les électrolytes par les cellules tubulaires proximalest(Muller
al. 2008). Au cours de cette réabsorption, une part des ions uranyle libres représentant environ 20 %
de la charge systémique en uranium est retenue dans les cellules épithéliales du tubule proximal o
elle est concentrée sous forme de calcul microscopique insoluble qui est ensuite déversé dans I:
lumiére urinaire et éliminé par le flux urinaire (Galle 1997, Le Geteal. 1998, Hengé-Napokt
al. 2001). Si le pH régnant dans le tubule rénal est alcalin, la majeure partie des complexes
carbonate-uranium qui sont stables dans ces conditions est directement excrétée dans l'urine.

La quantité d’'uranium excrétée dépend donc entre autres du pH des urines. En effet, si le pH
dans la lumiére du tubule rénal augmente, la fraction d’'uranium libre diminue, ce qui limite sa
réabsorption, sa rétention et donc la manifestation de sa toxicité au niveau des cellules du tubule

proximal.

Fixation osseuse

Le squelette constitue I'organe majeur de rétention a long terme de I'uranium (Hengédiapoli
al. 2001). Les ions uranyle U vont se fixer au niveau des surfaces osseuses suivant une réaction
d’échange ionique avec le calcium “Caconstitutif des os. L'uranium se dépose plus
particulierement a proximité des zones vascularisées et de calcification active (zone de croissance).

Alors que le rein peut éliminer assez rapidement l'uranium selon le mécanisme décrit
précédemment, I'élimination de l'uranium stocké dans I'os est beaucoup plus lente. En effet, en
5 jours, la moitié de I'uranium présent a la surface osseuse retourne au plasma et I'autre moitié es
internalisée dans le volume osseux suite aux phénomenes de croissance et de remodelage ossel
La période d’élimination de I'uranium contenu dans ce volume osseux est de 30 jours : 75 % de la
guantité éliminée retournent a la surface osseuse (d’ou une partie de l'uranium est a nouveau
relarguée dans le plasma sanguin et une autre transférée dans le volume osseux) et 25 % sont fixé
dans une zone osseuse non échangeable (ICRP-69 1995, Metiwie2001). L'élimination de
'uranium fixé dans cette zone osseuse non échangeable vers le plasma dépend alors de la vitesse
remodelage osseux qui elle-méme est age-dépendante. Une fraction de 'uranium absorbé peut ains

rester piégée dans les os durant plusieurs dizaines d’années.
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[.4.1.4.Excrétion

Le rein constitue I'organe principal d’excrétion de I'uranium. En effet, quelles que soient la voie
d’entrée et la forme chimique, 60 a 80 % de la charge systémique sont éliminés en 2 a 6 jours. La
majeure partie de la quantité d’uranium restant dans le sang est éliminée avec une période de 30
340 jours (Durbin 1984, Hengé-Napeli al. 2001). L’excrétion fécale de I'uranium présent dans le
sang est négligeable puisque seulement 0,5 a 2 % sont élwrarlés selles (Hengé-Napadt al.

2001).

L’excrétion par voie fécale devient prépondérante en cas d’'ingestion et d’inhalation de composés
insolubles d’'uranium. En effet, les composés insolubles ingérés ne sont pas réabsorbés par |z
circulation systémique au niveau du tractus gastro-intestinal et sont donc excrétés directement par |
voie fécale. Concernant l'inhalation de composeés insolubles d’uranium, une fraction substantielle
des particules inhalées qui est éliminée par expiration est avalée, transférée dans le systeme digest
et excrétée dans les féces (Gewuteal. 1992, Galle 1997).

Apres son passage dans la circulation sanguine, I'uranium fait donc I'objet de recyclages entre le
sang et les organes fixateurs. La figure 9 présente le modéle de biocinétique de l'uranium chez
’homme adulte proposé par la Commission Internationale de Protection Radiologique (CIPR)
(ICRP-69 1995). Ce modele, qui est basé sur de nombreuses données expérimentales, tient compt

du recyclage de I'uranium entre la circulation sanguine et les organes de rétention.
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Figure 9. Le modele biocinétique de I'uranium chez ’lhomme adulte (ICRP-69 1995).
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1.4.2. Toxicités chimique et radiologique

Chimiotoxicité

De par ses propriétés de métal lourd, 'uranium constitue un composé chimiotoxique (K€athren
al. 2008b). La toxicité chimique de I'uranium est indépendante de l'isotopie et de I'enrichissement
en®*U (WHO 2001) ; elle est uniquement fonction de la quantité d’uranium incorporée qui est elle-
méme fonction de la voie d’entrée et de la solubilité du composé d’uranium (Latoah@003,
Kathrenet al.2008a, Kathrert al.2008b).

Le rein, organe de stockage a court terme de I'uranium (Le €uainl1998), est généralement
reconnu comme étant le siege de la toxicité chimique de I'uranium. L’uranium est donc un élément
gualifié de néphrotoxique. En effet, l'intense réabsorption qui a lieu au niveau des cellules
tubulaires proximales du rein conduit & une accumulation d’'uranium au niveau de ces cellules. Si la
concentration en uranium y est massive, il provoque des lésions membranaires qui entrainent la
mort des cellules concernées, des changements morphologiques des structures rénales et de
anomalies fonctionnelles du rein, notamment au niveau des phénomenes de réabsorption (Diamonc
et al. 1989, Hengé-Napokt al. 2001, Baileyet al. 2002, Bandayet al. 2008, Zhuet al. 2009). A
plus faible concentration, I'uranium provoque la modification du métabolisme des cellules. Dans ce
cas, les conséquences ne se situent plus au niveau de la structure et de la fonction du rein mais &
niveau du fonctionnement de ces cellules (Bagéyal. 2002). La sévérité et la réversibilité des
lésions dépendent non seulement de la concentration en uranium dans les reins, mais également c
temps d’exposition (Souidét al. 2009). De nombreuses études menées en laboratoire sur des
mammiféres ont montré que les effets chimiotoxiques de I'uranium sur les reins sont trés variables
d’'une espece a l'autre et qu’ils peuvent aller jusqu’a la mort des sujets. Cependant, ’lhomme semble
moins sensible a la toxicité de I'uranium que les autres mammiféeres étudiés (Kathir@008a).

La Commission Internationale de Protection Radiologique a recommandé une concentration
maximale admissible en uranium de 3 [fgdg rein , valeur au-dela de laquelle se manifestent des
effets néphrotoxiques (ICRP-2 1959). Cependant, cette valeur qui a été déterminée par conversior
d’une valeur limite d’exposition aux rayonnements ne reflete pas réellement la toxicité chimique de
'uranium et elle est aujourd’hui trés discutée. En effet, des effets néphrotoxiques de I'uranium ont
été constatés a des concentrations en uranium dans les reins bien inférieures (Piaahdsa9,

Bailey et al.2002).

Radiotoxicité

La radiotoxicité se définit comme la toxicité due aux rayonnements ionisants émis par les
radionucléides incorporés, sachant que les rayonnemseisis par l'uranium sont les plus

ionisants. Tous les isotopes de l'uranium étant radioactifs, cet élément est considéré comme un
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composé potentiellement radiotoxique. La toxicité radiologique varie en fonction du degré
d’enrichissement ef®®U du composé d’uranium en présence (Laroehal. 2003, Kathreret al.

2008a). Les lésions ne peuvent apparaitre que dans les tissus ou le temps de rétention de I'uraniur
est important. D’aprés la biocinétique de l'uranium chez I'homwfecljapitre |1 8 1.4.1.4), la
radiotoxicité se manifeste essentiellement au niveau du squelette et se traduit par I'apparition de
cancers des os (Bleigt al.2003, Milleret al.2005, Souidet al.2009).

Les effets radiologiques de I'uranium sur I'organisme dépendent de la dose, c’est-a-dire de la
guantité d’énergie déposée par les rayonnements ionisants par unité de masse (unité Iégale : le gra
Gy), de son débit, qui traduit I'intensité de I'irradiation et qui se définit comme la quantité d’énergie
absorbée par la matiére par unité de masse et de temps (unité légale : le gray par secojds, Gy.s

de la durée d’exposition (Larocle¢al.2003).

Dans le tableau 6 ont été regroupés les différents composés d'uranium et la prépondérance dt

risque chimique ou radiologique associé en fonction de I'exposition et du taux d’enrichissement en

235U )

Produit industriel Nature de la toxicité
Forme chimique Classe de Enrichissement | Incorporation Incorporation
de 'uranium  transférabilité en®U (%) unique chronique
UFs, UGF,
<3 Chimique
UO2(NOs)2
UO7(NH4)2 F Chlmlque
sulfates et . .
carbonates >3 Radiologique
d’'uranyle
<30 Chimique
UQO;3, UF4, UCI, M Radiologique
> 30 Chimique et
radiologique
UO,, Us0g
autres oxydes S 0—100 Radiologique Radiologique
d’uranium
uranium meétal

Tableau 6.Nature de la toxicité de I'uranium en fonction de I'exposition (nature du composé
d’uranium incorporé et fréquence de contamination) et de I'enrichissem&hRten
(Le Guenet al.1998).
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De fagon générale, pour les éléments radioactifs a longue période, la toxicité chimique représente
un risque beaucoup plus grand que la toxicité radiologique (Calna&t2003). En effet, la toxicité
chimique de I'uranium prédomine sur sa toxicité radiologique car la quantité d’'uranium incorporeée,
méme fortement enrichi, nécessaire pour produire une forte irradiation est beaucoup plus importante
gue la quantité d’'uranium qui produirait un effet chimiotoxique fatal (Katbteal. 2008a). Ainsi,
la réglementation francaise a fixé des limites de masses ingérée et inhalée de composés chimique
d’'uranium a respectivement 150 mg et 2,5 mg par jour, et ce, quelle que soit la composition

isotopique de I'élément (Calmet al.2003).

I.5. Surveillance du personnel nucléaire et prise en charge des contaminations

Les diverses opérations du cycle du combustible doivent étre réalisées dans des conditions

rigoureuses de prévention des accidents et de protection des personnes (ASN).

[.5.1. Surveillance des travailleurs

La directive européenne 96/29 de la Communauté Européenne de I'Energie Atomique
(EURATOM) fixe les normes de base de radioprotection pour les expositions professionnelles,
meédicales et du public (EURATOM 1996).

Concernant I'exposition externe, la législation est basée sur le principe que I'exposition aux
rayonnements ionisants doit se situer a un niveau aussi bas que possible. La surveillance de
I'exposition externe est assurée au niveau du poste de travail par des appareils de mesure de la do:
appelés dosimetres d’ambiance et au niveau des opérateurs par le port de dosimétres individuel
(Cossonneet al.2001, Le Guert al.2001).

La surveillance de I'exposition interne (ou contamination) repose soit sur des mesivepar
anthroporadiamétrie (figure 10) qui sont basées sur la détection et I'analyse des rayonnements émi:
par les radionucléides incorporés, soit sur des analyses radiotoxicologiques qui consistent a dose
les radionucléides dans les urines et/ou dans les selles.

Pour les postes de travail ou le risque de contamination du travailleur par inhalation est identifié,
la surveillance est assurée par des appareils supplémentaires de mesure de concentratio
atmosphérique et par la réalisation de frottis surfaciques au niveau de ces postes de travail.

La fréquence des examens de surveillance des travailleurs est adaptée a chaque poste de travail.
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Figure 10.L’anthroporadiamétrie pulmonaire (Franekal.2007)

La limite de doses efficaces recues par expositions externe et interne est fixée a 20 mSv sur
douze mois consécutifs pour le personnel de l'industrie nucléaire (Code-du-travail 2008) et a 1 mSv
par an pour le public (Code-de-la-santé-publique 2006). La dose efficace est une grandeur mesuran
limpact sur les tissus biologiques d'une exposition a un rayonnement ionisant. Elle se définit
comme la dose absorbée corrigée d'un facteur sans dimension prenant en compte la dangerosit

relative du rayonnement consideéré et la sensibilité du tissu irradié (unité légale : le sievert, Sv).

1.5.2. Prise en charge du personnel en cas de contamination par l'uranium

Quel que soit le degré de radiocontamination, I'urgence médico-chirurgicale prime : les gestes
vitaux doivent toujours étre mis en ceuvre d’emblée. Cependant, les contaminations des blessés sor
a traiter si possible au stade précoce ou les traitements ont alors leur maximum d’efficacité (ASN
2008). Pour toute personne suspectée de contamination, un traitement d’'urgence doit étre mis er
ceuvre (ASN 2008). Apres déshabillage codifié de la victime visant a limiter la dispersion des
radionucléides présents sur ses habits (figure 11) et une décontamination générale (douche, lavage
non agressifs), la personne est conduite au service meédical ou un traitement lui sera administré de:
lors que le ou les radionucléides contaminants potentiels auront été identifiés. Le bénéfice apporté
par le traitement devra toujours étre mesuré par rapport aux effets néfastes qui peuvent y étre

associés.
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Figure 11.Procédure de déshabillage d’'une victime valide (a gauche) et invalide (a droite)

(ASN 2008).

Les deux principales méthodes de traitement des personnes contaminées visent soit a réduire |t

déplacement des radionucléides a partir du site d’entrée, soit a accélérer leur élimination de

I'organisme par les voies naturelles (Bhattachastyal. 1995).

Les procédures utilisées pour limiter le transfert des radionucléides a partir du site d’entrée dans

la circulation sanguine sont majoritairement non spécifiques, c’est-a-dire applicables a tout

radionucléide et tout composé radioactif. Ces procédures non spécifiques comprennent :

- en cas d’ingestion : le lavage d’estomac, I'administration de laxatifs nettoyant I'appareil

gastro-intestinal et 'administration d’antiacides ou d’adsorbants,

- en cas de contamination par voie cutanée : le lavage de la plaie et I'excision chirurgicale

permettant d’évacuer les substances radioactives de la blessure,

- en cas de contamination par inhalation : le lavage pulmonaire.

Une fois la substance radioactive diffusée dans le sang, des traitements visant a empécher sol

dépbt dans les tissus et a accélérer son excrétion doivent rapidement étre administrés. Ce:

traitements dits de décorporation sont eux plus spécifiques aux radionucléides incorporés et sont

basés sur la formation de complexes entre le ligand administré et les radionucléides incorporés qui

sont alors excrétés par les voies naturelles.
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Les interventions possibles en cas de contamination sont résumeées dans le tableau 7.

Mode de contamination Intervention possible
. Lavage pulmonaire
Inhalation e . L.
Chélation locale (inhalateur) et/ou systémique
Irrigation
Voie cutanée Excision
Chélation locale et/ou systémique
Lavage gastrique
_ Lavement
Ingestion

Administration d'antiacides
Administration d’adsorbants

Tableau 7.Les traitements possibles en fonction du mode de contamination $vab@000).

En cas de contamination par les actinides, un traitement de décorporation par injection
intraveineuse d’'une solution contenant 0,5 gramme de sel calcique d’acide diéthylene-triamine-
pentaacétigue (Ca-DTPA) doit étre administré dans les 2 heures suivant la contamination
(Bhattacharyyeet al. 1995, Grappiret al. 2007). Si un médecin n’est pas rapidement disponible
pour réaliser linjection, I'inhalation de 1 gramme de DTPA en aérosol, traitement initialement
développé pour la contamination par inhalation (Tynetnal. 2000b, Gervelaset al. 2007,
Sérandouet al.2007), devrait étre envisagée (Bhattachastyal. 1995). Le Ca-DTPA (figure 12)
est un agent chélatant qui a la capacité de s’associer fortement aux actinides sous forme de chélat
stable dans le sang qui est facilement éliminé par les voies naturelles. Le chélate se distingue dt
simple complexe par le fait que le cation piégé est fixé au chélateur par au moins deux liaisons de

coordination a la maniére d'une pince (figure 13).

o G\,;;o o 0@0
NN NN A
o o, | NZ °o o, | NZ
— _eal_ T — actinide T
:\fo :L\(o
o o
Figure 12. Structure chimique du Ca-DTBA Figure 13.Chélate actinide-DTPA
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Cependant, dans le cas d'une contamination par l'uranium, l'efficacité de décorporation du
DTPA est discutée (Pavlaket al. 1996, Galle 1997, Durbiat al. 1998, Durbin 2008). De plus, le
DTPA semble potentialiser la néphrotoxicité induite par l'uranium (Mudieral. 2006). De
nouveaux agents chélatants spécifiques de I'uranium ont alors été synthétisés (Hengétdapoli
1999, Burgadaet al. 2000, Durbin 2008), mais, jusqu’a ce jour, aucun d’entre eux n’est
recommandé par I'’Autorité de Sdreté Nucléaire (ASN) pour la décorporation de ce radionucléide.
L’ASN, qui tient compte de la prépondérance du risque chimiotoxique rénal de l'uranium,
préconise une élimination de ce radioélément incorporé par injection intraveineuse d’'une solution
de bicarbonate de sodium. Cet acte permet une alcalinisation du sang et des urines qui augmente |
fraction des ions uranyle complexés aux ions carbonates (Hengé-BaploR001), ce qui limite la
réabsorption tubulaire de I'uranium dans les reins et conduit a une augmentation de I'élimination de
ce radionucléide par la voie urinaifef. chapitre | § 1.4.1.3). L’efficacité de ce traitement est
cependant discutée.

A l'issue de ce paragraphe, il apparait que le mode de contamination par voie cutanée, seconde
cause de contamination du personnel de I'industrie nucléaire, n'a pas fait I'objet de développement
de traitement adapté. En effet, alors que pour la contamination par inhalation des inhalateurs
d’agents chélatants ont été mis au point, notamment des turbo-inhalateurs de DTPA (Giraud 2000,
Tymen et al. 2000b), en cas de contamination cutanée, seul un lavage est effectué. Dans le cas
d’'une contamination cutanée par I'uranium, le traitement d’'urgence préconisé par '’ASN consiste
en un lavage avec une solution de Ca-DTPA ou a apposer un pansement absorbant imbibé de cett
solution (Giraud 2000, ASN 2008). Malheureusement, le DTPA n’étant pas un bon chélateur de
'uranium, ce traitement d’'urgence des contaminations cutanées ne garantit pas lI'extraction du

contaminant du site de dép6ét.

Un intérét particulier doit donc étre porté sur le développement de systemes permettant de piéger
'uranium au niveau de la zone cutanée contaminée car, comme il le sera démontré dans le chapitre

suivant, la contamination cutanée peut conduire & une forte exposition interne des individus.
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Chapitre Il. La contamination cutanée par I'uranium

La contamination par voie cutanée, seconde cause de contamination interne des travailleurs de
'industrie nucléaire, peut conduire a une forte exposition interne des individus apres passage du
radionucléide dans I'organisme.

Ce chapitre dédié a I'étude de la contamination cutanée par l'uranium débutera par une
présentation de la structure de la peau et par une description du phénoméne d’absorption cutanée
Les difféerents modéles expérimentaux permettant I'étude de la diffusion percutanée de molécules
d’intérét seront ensuite décrits. Suite a cette partie introductive, les principaux travaux menés sur
I'étude de la diffusion de lI'uranium a travers la peau intacte ou lésée et sur les effets toxiques
observés suite a ce type de contamination seront exposeés. Enfin, les principales études portant sur |
développement de systemes de décontamination de la peau intacte ou de blessures contaminées f

de l'uranium visant a limiter I'entrée de ce radioélément dans I'organisme seront discutés.

II.1. La peau humaine

La peau assure le contact entre le corps et I'environnement extérieur. Elle développe une surface
totale d’environ 2 rhet représente environ 10 % de la masse corporelle, ce qui la place au rang de
plus vaste organe du corps (Schaeteal. 1996, Hadgraft 2001b).

Les fonctions de la peau sont considérées comme indispensables a la vie : elle joue un réle
essentiel de protection des agressions mécaniques, caloriques, lumineuses et elle prévient des pert

hydriques et de I'entrée d’éléments étrangers dans I'organisme (Hewitt 1976, Hadgraft 2001b).

[1.1.1. Structure

La structure cutanée est hétérogéne et se compose de trois couches superposées qui, de la surfz
de la peau vers lintérieur (de haut en bas sur la figure 14), se nomment eépi@¢raberine @) et
hypoderme ©). Les follicules pileux @), les glandes sébacée®)( qui sont annexées aux
follicules pileux et secretent le sébum, ainsi que les glandes sudori@gregi{ sécretent la sueur,
correspondent a des annexes épidermiques qui sont formés par des invaginations de I'épiderme dar
le derme et qui représentent environ 0,1 % de la surface totale de la peau (®tlecf606). Les

différentes structures de la peau vont a présent étre décrites.
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Epiderme

Glande sébacé

Derme ———@

Follicule pileux

Glandesudoripar :

ol
Hypoderm —J@)

oS

Figure 14. Structure de la peau (Laboratoires-Dermatologiques-Eucerin).

* L’épiderme (O figure 14) constitue la couche supérieure de la peau et présente une épaisseur
moyenne de 100 um qui peut varier de 50 & 300 um selon les régions anatomiques (Agache 2000)
Il est principalement constitué de cellules vivantes, les kératinocytes, qui ont la particularité de se
transformer progressivement au cours du phénomene de kératinisation pour former les quatre
couches de I'épiderme. Ainsi, de l'intérieur vers I'extérieur de I'épiderme (de bas en haut sur la
figure 15) se trouvent la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couch
cornée (Civatte 1982, Martini 2006).

Couche corné

Couche granuleu <

Couche épineusg

Couche basales

Figure 15. Structure de la couche épidermique de la peau (Laboratoires-Dermatologiques-Eucerin).
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La couche basalgstratum germinativuinde I'épiderme est constituée d’une unique rangée de
cellules jouant le réle de cellules méres : elles se multiplient et produisent les cellules de la couche
immédiatement supérieure qui est appelée couche épineuse. Dans la couche basale se trouvel
également des cellules nommées mélanocytes qui sont responsables de la pigmentation de la peau.

La couche épineuseg(stratum spinosuln ou corps muqueux de Malpighi, est constituée de
cellules polyédriques solidement attachées entre elles par des liens de nature protéique appelé
desmosomes. En cheminant vers le haut, ces cellules se différencient et deviennent de plus en plu
actives dans les synthéses.

La couche granuleuse(stratum granulosuinest constituée de 4 a 5 couches de cellules
(ICRP-59 1991). A ce niveau débute le processus de kératinisation, c’est-a-dire I'enrichissement des
cellules épidermiques en kératine, avec I'élaboration de molécules fondamentales qui seront
responsables des caractéres physico-chimiques des couches supérieures. A l'intérieur des cellule
apparaissent en effet des grains de kératohyaline constitués de protéines qui seront responsables
'agrégation des cellules dans la couche cornée. Des organites lipidiques, appelés corps d’Odland
ou kératinosomes, se forment sur la face externe des membranes des cellules. lls libereront par I
suite des lipides qui constitueront le ciment intercellulaire de la couche cornée (Agache 2000). Les
kératinocytes vont s’'aplatir au fur et a mesure de leur montée vers la surface épidermique et perdre
leur noyau pour se transformer en cornéocytes, cellules constitutives de la couche cornée.

L’ensemble des couches basale, épineuse et granuleuse de I'épiderme est couramment appel
épiderme viable.

La couche cornée(stratum corneum couche la plus externe de la peau, a une épaisseur
comprise entre 10 et 40 um selon les régions anatomiques (YaXar1999, Reddet al. 2000,
Hadgraft 2001b, Tymeat al.2002, Petitoet al.2004, Martini 2006). Elle est elle-méme formée de
trois couches qui, de lintérieur vers I'extérieur, sont la couche clsiratym luciduny qui est
présente uniquement dans la paume des mains et la plante des pieds, la couche cirapaute (
compactuy qui représente la couche cornée proprement dite, puis la couche desqusinzate (
disjonctum (figure 16).

Figure 16.Cliché de la couche desquamante de la couche cornée

(Laboratoires-Dermatologiques-Eucerin).
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Les cellules de la couche cornée, nommées cornéocytes, sont aplaties et parfois considérée
comme des cellules mortes car elles sont dépourvues de noyau et sont presque exclusivemer
constituées de kératine (Agache 2000). Les cornéocytes présentent cependant toujours une activit
enzymatique qui participe aux phénoménes de métabolisation. lls sont également riches en
substances plus ou moins hygroscopiques qui assurent la fixation de l'eau, la couche cornée
contenant environ 15 % d’eau en masse. L'organisation des cornéocytes peut étre représentée d
facon schématique par un « mur de briques » comprenant en moyenne 15 a 20 couches de cellule
riches en protéines (ICRP-59 1991, Schaefel. 1996, Ya-Xiaret al. 1999) (figure 17, a gauche),
le ciment unissant ces cellules étant constitué de bicouches lipidiques (acides gras polyinsaturés
cholestérol, céramides) (Schmitt 2000, Hadgraft 2001b) (figure 17, a droite). Les desmosomes,
structures protéiques reliant les cellules entre elles, se sont a ce stade transformés er
cornéodesmosomes suite a des modifications biochimiques. La desquamation des cornéocytes
c'est-a-dire la mue et la disparition de la couche cornée supérieure, est régulée par la cohésion entr
les cellules, qui est assurée par le ciment lipidique et par la présence des cornéodesmosomes, et el

est induite par des enzymes qui dégradent certaines protéines constitutives des cornéodesmosomes

Bicouche lipidique
= ciment intercellulaire

Cornéocyte = brique

Figure 17. A gauche : Observation microscopique de la couche cornée sur une coupe transversale
de peau dorsale humaine (x 400) (Ya-X@&ral. 1999). A droite : Structure schématique de la
couche cornée (Laboratoires-Dermatologiques-Eucerin).

La kératinisation comprend donc deux phénomeénes simultanés : une migration verticale et une
différenciation des cellules. Elle s’étale sur environ un mois, deux semaines étant nécessaires pou
la migration des cellules de la couche basale a la couche cornée (Agache 2000, Martini 2006). Ce
phénomene de renouvellement cellulaire qui s’effectue selon un processus continu de reproduction,

différenciation, kératinisation et desquamation s’appelle le « turnover épidermique ».

36



Travaux antérieurs

Dans I'épiderme se trouvent également des cellules de Langerhans qui assurent les défense
immunologiques de la peau (2 a 4 % de la population cellulaire), ainsi que des récepteurs sensitifs
nommes cellules de Merkel (1 % des cellules épidermiques) (Sclkaefet996, Martini 2006).

L’épiderme étant dépourvu de vascularisation, les cellules épidermiques recoivent les nutriments
par diffusion passive dans le fluide interstitiel & partir du derme, qui lui est vascularisé (Sehaefer
al. 1996).

L’adhérence entre I'épiderme et le derme sous-jacent est réalisée grace a la jonction
dermoépidermique qui est située sous la couche basale. L'ensemble couche basale et jonctior
dermoépidermique a une structure caractéristique ondulée qui assure une importante surface d

contact entre I'épiderme et le derme (Schaefeal. 1996) (figure 14).

* Le derme (® figure 14) a une épaisseur variant de 500 um a 3 mm. On distingue le derme
papillaire, le plus proche de I'épiderme, et le derme réticulaire qui est plus profond et qui représente
80 % de [I'épaisseur totale du derme. Tous deux sont des tissus conjonctifs qui consistent
principalement en une matrice extracellulaire sécrétée par des cellules appelées fibroblastes. Cett
matrice comprend des protéines fibreuses de soutien inclues dans une substance fondamental
gélatineuse constituée de protéoglycanes (Agache 2000, Martini 2006).

Les protéines synthétisées par les fibroblastes sont le collagéne, macromolécule assemblée el
fibres conférant a la peau sa résistance, et I'élastine, macromolécule essentiellement localisée dan
le derme papillaire qui s’organise en faisceaux et qui confere a la peau son élasticité.

Le gel dans lequel baignent les protéines citées ci-dessus est constitué de protéoglycanes (tel
gue l'acide hyaluronique) qui sont des molécules formées d’'une protéine porteuse associée a de:
saccharides et a des molécules sulfatées. Ces protéoglycanes captent les molécules d'eau
constituent un gel. Le derme est donc riche en eau, il en contient environ 70 a 80 % en masse
(Schaefeet al. 1996, Martini 2006).

* L’hypoderme (© figure 14) est un tissu conjonctif lache qui posséde la méme structure que le
derme, avec majoritairement du collagéne et du gel de protéoglycanes. Il est de plus chargé er
adipocytes, cellules graisseuses qui conférent a I'nypoderme un pouvoir isolant et qui constituent
une réserve d’énergie (Schaetdral. 1996). Il n'existe pas de séparation nette entre le derme et

I’hypoderme.
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La vascularisation lymphatique et artérioveineuse parcourt I'hypoderme, le derme et s’arréte
sous la jonction dermoépidermique. Le systeme artérioveineux permet lirrigation des follicules
pilosébacés et des glandes sudoripares (Schetedierl 996, Martini 2006).

Enfin, la sensibilité tactile, douloureuse et thermique est quant a elle assurée par un réseau de
nerfs qui est présent dans le derme, I'épiderme ne recevant que des terminaisons nerveuses (Hewi
1976).

I1.1.2. Absorption percutanée

L’'absorption percutanée se définit comme le passage dans la circulation sanguine d’une
substance déposée sur la peau. Ce processus est divisé en trois grandes étapes qui SO
la pénétration, c’est-a-dire I'entrée de la substance dans la couche supérieure de la peau,
la perméation qui correspond au passage de la substance a travers les couches successives de |
peau et enfin’absorption, ou la résorption, qui correspond a l'entrée de la substance dans le
systeme vasculaire (Wiechers 1989).

[1.1.2.1.La couche cornée : barriére de la peau

La couche cornée, couche la plus superficielle de I'épiderme, joue un réle important de barriere
gu’elle assure en s’opposant aussi bien a la pénétration de substances exogenes auxquelles la pe
est exposée gu’'aux déperditions hydriques (Ya-X@aral. 1999, Schmitt 2000, Hadgraft 2004,
Martini 2006). Cette fonction de barriere de la couche cornée est rendue possible grace a sa
composition et a son organisation de type « mur de briques » (Soblaafd996).

La couche cornée peut également constituer un réservoir suite a l'insertion de substances
fortement lipophiles au sein du ciment lipidique intercellulaire. La substance ainsi pénétrée peut
ensuite lentement diffuser vers les couches inférieurestrdtum corneunpuis dans I'épiderme
(Marty 1976, Robertst al. 1998).

Enfin, la couche cornée peut étre considérée comme un tamis puisque seules les particules d
petite taille peuvent la traverser (Redztyal. 2000, Barry 2002).

Notons que les jonctions intercellulaires (desmosomes) et la jonction dermoépidermique ne
constituent pas des barrieres importantes a la diffusion puisqu’elles n’empéchent que le passage d
grosses molécules, c’est-a-dire de taille supérieure respectivement a 50 kDa et 40 kDa (&chaefer
al. 1996).

Par conséquent, I'absorption percutanée est essentiellement contrdlée par la couche cornée
(Schaefeet al. 1996, Hadgraft 2001b, Hadgrait al. 2003).
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[1.1.2.2. Les voies de pénétration cutanée

Le passage d’'une substance a travers la couche cornée peut se faire selon trois voies (figure 18)
la voie intercellulaire, la voie transcellulaire ou encore le passage par les appendices cutaneés
(Schaeferet al. 1996, Hadgraft 2001b). Ces voies de passage ne s’excluent pas mutuellement,
l'entrée d’éléments exogénes dans la peau se faisant souvent selon une combinaison de ces tro

modes de pénétration.

| | | | (] _J—— Cornéocyt
<+—— Lipides intercellulaire
I | L | [
| 1 <« Appendice cutané
\_/
Voie Voie Passage par les

intercellulaire transcellulair appendices cutanés

Figure 18.Les trois voies possibles de pénétration d’'une substance dans la couche cornée qui est ici

représentée selon le schéma « mur de briques » (Meradri998, Robertgt al.2002).

La principale voie de pénétration a travers la couche cornée est la voie intercellulaire (&oberts
al. 1998, Hadgraft 2001b, Gramst al. 2002). Les lipides intercellulaires étant arrangés en
bicouches, ils délimitent des espaces hydrophobes qui permettent le passage de molécules apolaire
et des zones hydrophiles qui permettent le passage de molécules polaires (figure 19g(Bérard
2003). Le passage intercellulaire se fait selon un chemin tortueux : une molécule doit parcourir
environ 350 a 880 um pour traverser la couche cornée, strate qui, pour rappel, ne mesure que 10
40 um d’épaisseur (Potts al. 1991, Schaefest al. 1996, Bérardkt al.2003).

Cytoplasme
cellulaire
Membrane
cellulaire

Triglycéride Zone Acide gras

Espace
intercellulaire

Zone
hydrophobe

Zone Zone Cholestérol Céramide
hydrophobe hydrophile

Figure 19. Structure des bicouches lipidiques intercellulaires de la couche cornée
(Moghimi et al. 1996).
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Le passage par la voie transcellulaire nécessite des transferts successifs a travers les cornéocyt:
polaires et I'espace intercellulaire apolaire. La distance parcourue par une molécule pour traverser
la couche cornée selon cette voie correspond environ a I'épaissstraum corneumsoit 10 a
40 um (Bérarcet al.2003).

Le passage a travers les appendices cutanés a quant a lui souvent été considéré comm
négligeable puisque ces appendices ne représentent que 0,1 % de la surface cutanée. Cependant,
études ont montré que cette voie peut conduire a une absorption percutanée significattellllel
1991, Huebeet al. 1994, Schaefest al. 1996, Barry 2002, Béraret al.2003, Meidaret al.2005).

11.1.2.3. La cinétique de diffusion percutanée

Apres application d’'une forme galénique destinée a I'administration cutanée, une molécule doit,
pour étre absorbée, diffuser depuis son véhicule dans la couche cornée, puis, a pagtumiu
corneum elle doit passer a travers les assises épidermiques et dermiques pour atteindre la

circulation sanguine (figure 20).

Dissolution - Libération
Partition

Couche cornée o _
(lipophile) Diffusion passive

Epiderme viable
(hydrophile)

Partition
Diffusion passive

/ Partition

Derme
(hydrophile)

Résorption systémique

Figure 20. Représentation schématique de I'absorption percutanée d’un principe actif depuis son
véhicule (Buckset al. 1999, Pellanda 2006).

L'étape de pénétration débute par un partage de la substance étudiée entre son véhicule et |
couche cornée. Ce partage est favorisé par la lipophilie du principe actif, c’est-a-dire son affinité
pour les lipides (Marty 1976), et il est gouverné par le coefficient de partage (K) qui traduit

I'affinité de la substance entre la couche cornée et son véhicule.
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Une fois dans lestratum corneumla substance diffuse de maniére passive des strates les plus
externes de la couche cornée, ou la concentration en cette substance est élevée, vers les couch
inférieures dustratum corneumou la concentration est moindre (ECETOC 1993, Schatfat.

1996). Apres une phase d’amorcage, le flux de substance qui diffuse a travers la couche cornée
atteint un maximum qui se maintient tant qu'il reste une quantité suffisante de produit a la surface
de la peau. Lorsque I'état d’équilibre est atteint, le flux est constant et la diffusion a travers le
stratum corneumobéit a la premiére loi de Fick qui stipule que la vitesse de diffusion est
proportionnelle a la différence de concentration de part et d’autre de la couche &dEhést (
inversement proportionnelle a la distance parcourue par la molécule pour traverser la couche cornée
(e) (Zatz 1993, Agache 2000, Martini 2006) :

KxDxAC
J=——

o =K, xAC (Equation 2)

- J représente le flux massique de passage de la molécule étudiée a travers la couche cornée p
unité d'aire et par unité de temps (ng-Tht),

- AC est la différence de concentration en substance d’intérét entre la concentration déposée su
la peau et la concentration sous la couche cornée (g.cm

- K est le coefficient de partage de la substance entre la couche cornée et son véhicule (san:
unité),

- D est le coefficient de diffusion du composé dans la couche cornédtpmui traduit la
mobilité de la substance a traversteatum corneum

- e est la distance réellement parcourue par la molécule pour traverser la couche cornée (cm),
distance souvent assimilée a I'épaisseustdatum corneungui constitue un parameétre plus
facilement mesurablef; chapitre 11 § 11.1.2.2),

- Kp est le coefficient de perméabilité qui traduit la vitesse de la diffusion “terathgui ne
dépend que des caractéristiques de la molécule et de la couche cornée.

La molécule diffuse ensuite passivement a travers les assises épidermiques et dermiques pou
étre résorbée par la circulation sanguine. Le transfert a travers I'épiderme viable et le derme est
fonction de I'’hydrophilie de la molécule, c’est-a-dire de son affinité pour I'eau.

Il est donc nécessaire que la molécule soit & la fois liposoluble (soluble dans les lipides) et
hydrosoluble (soluble en phase aqueuse) pour diffuser a travers les différents tissus qui composen
la peau (Marty 1976).
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La peau étant constituée d’un empilement de couches, le flux de diffusion global d’'une molécule
a travers la peau devrait s’exprimer par une somme de flux correspondant a la diffusion a travers
ces différentes strates, chacune de ces couches présentant son propre jeu de parametres K, D et
Cependant, I'étape limitante de I'absorption cutanée étant la diffusion a travers la couche cornée, le
flux global de la diffusion percutanée a I'état d’équilibre est déterminé selon I'équation 2 avec les
parametres K, D et e de la couche cornée (Zatz 1993, HadgehfP003, Martini 2006).

[1.1.2.4. Les facteurs affectant I'absorption cutanée

La peau ne constitue pas une barriere absolue a la pénétration. En effet, le degré d’absorptior
cutanée d’'une substance varie en fonction de I'état de la peau, des propriétés physico-chimiques d
la substance, de la forme galénique véhiculant cette substance et des conditions d'application.

L’influence de ces différents facteurs sur I'absorption cutanée va a présent étre décrite.

* Influence des facteurs biologiques liés a la peau

L’absorption cutanée varie tout d’abord en fonction du site anatomique au niveau duquel a lieu le
dépbt de la substance (Westdr al. 1999c¢). En effet, I'absorption peut varier en fonction de
I'épaisseur de la couche cornée et de la densité des appendices cutanés @chla2896). Les
zones anatomiques de 'homme ont alors été classées selon I'ordre de perméabilité décroissan
suivant (Robertst al. 2002) : scrotum > cuir chevelu > front > zone postauriculaire > abdomen
> bras > paume des mains > plante des pieds.

Une élévation de la température conduit & une augmentation de la solubilité de la molécule dans
son véhicule et de la diffusion de substances exogenes a travers la peau. De plus, elle s’accompagr
de modifications physiologiques telles que I'accroissement du débit sanguin et de I'humidité
conduisant a une augmentation de la résorption des substances par le sang G&iz366). En
effet, I'humidité influe sur 'absorption percutanée en entrainant une élévation du taux d’hydratation
de la peau et notamment de la couche cornée conduisant a une altération de la structure de cett
couche qui favorise le passage de substances a travers cette derniére (Scaka&f96, Surbeet
al. 2002, Martini 2006).

Certaines pathologies cutanées peuvent également altérer la fonction de barriere de la couche
cornée en induisant une modification de sa composition pouvant entrainer une augmentation de
I'absorption cutanée (Prokset al.2008).

Enfin, en cas d’altération de la couche cornée par des solvants ou par lésion de la peau, le
stratum corneurmme joue plus son role de barriere a la diffusion. Par conséquent, une élévation de
'absorption cutanée peut alors étre constatée @ad. 2000, Tymenet al. 2002, Petitotet al.

2004, Nielsen 2005).
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* Influence des caractéristiques physico-chimiques de la molécule

La taille et la polarité de la molécule sont les principaux facteurs influant sur sa diffusion

percutanée (Seilleet al. 1996). La pénétration est facilitée lorsque la masse moléculaire est peu
élevée, c’est-a-dire lorsqu’elle est, selon les auteurs, inférieure a 350 Da @edd3000) ou a
500 Da (Boset al.2000, Martini 2006). La valeur du coefficient de partage (K) influe également sur
la pénétration de la molécule dans la peau. Ce parameétre, qui traduit la solubilité relative de la
molécule et I'importance de sa fixation au sein de la couche cornée, ne refléte pas nécessairemer
son aptitude a la diffusion. En effet, les substances trés lipophiles présentant un coefficient de
partage éleve, de valeur supérieure a 4 (Reddl. 2000), peuvent étre incapables de quitter la
couche cornée pour diffuser dans I'épiderme vivant et le derme qui sont des structures aqueuse:
(Walters et al. 2002). Dans ce cas, elles s’accumulent dans le ciment intercellulag&gatium
corneum Inversement, une substance trés hydrophile présentant un coefficient de partage inférieure
a 1 ne peut diffuser que si la peau est hydratée au maximum (ECETOC 1993, ef\eth@902,
Martini 2006). Les substances les plus aptes a pénétrer dans la peau sont donc des molécule
amphiphiles qui présentent une bonne solubilité dans la couche cornée, I'épiderme viable et le
derme, et qui montrent des valeurs de coefficient de partage comprises ente 1 et 3,5 (ECETOC
1993, Seilleret al. 1996, Hadgrafet al. 2003).

La forme de la molécule a également une influence sur son insertion au sein de la couche cornée
les molécules de forme ramassée ayant plus de facilité a s’insinuer entre les cellules cornées que le
longues molécules linéaires plus ou moins ramifiées (Martini 2003).

Le coefficient de diffusion (D) de la molécule est affecté par I'établissement de liaisons
hydrogene entre cette molécule et les constituants de la couche cornée, retardant ainsi la diffusion
Les groupements fonctionnels d’'une molécule peuvent étre classés en fonction de la force des
liaisons hydrogéne qu’ils sont susceptibles d’établir au sestrdtum corneunet donc en fonction
de leur capacité a retarder la diffusion de la molécule dans cette couche de la peau (Hadgraft 2001b
selon I'ordre décroissant suivant : carboxylique > alcool > phénol > cétone > éther. Il a également
été établi que lorsqu’'une molécule peut établir plus de dix liaisons hydrogénes, sa perméabilité est
considérée comme négligeable (Peglal. 1998, Croniret al. 1999).

Le degré d'ionisation de la substance influe également sur I'absorption cutanée. L’emploi d'une
molécule ionisée au pH de la surface cutanée, qui est compris entre 4,2 et 5,8e(S#illr96),
permet d’augmenter favorablement la solubilité de cette molécule dans un véhicule aqueux, ce qui
conduit a une diminution du coefficient de perméabilitg) @ donc a une réduction de la vitesse de
'absorption cutanée (Hadgradt al.2000, Valentaet al.2000).
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Enfin, notons que pour des substances présentant un coefficient de partage supérieur a 4 et/o
une taille importante (supérieure a 350 Da), la desquamation peut participer a I'élimination de la
substance de la surface de la peau (Reddy. 2000).

* Influence de la forme galénique et des excipients

L’absorption d’'une molécule dépend inévitablement de la nature et de la forme du véhicule dans
lequel cette molécule est introduite (Latdral. 1994). Le véhicule et les constituants de ce dernier
doivent étre choisis en fonction du degré de pénétration cutanée et de la vitesse de délivrance de |
molécule souhaités. Ainsi, les formes galéniques ont été classées en trois catégories en fonction d
degré de pénétration de la molécule atteint grace a son véhicule : les formes cosmétiques qu
permettent une délivrance de substances limitée a la surface de la peau, les formes topiques gt
délivrent les composés dans les structures cutanées et enfin les formes transdermiques qu
permettent la traversée de la peau et la résorption par la circulation systémique (Sthalefer
1996).

L’absorption cutanée peut étre modulée par les constituants, ou excipients, de la forme
galénique. Certaines molécules sont effectivement connues pour leur capacité a accélérer ou
retarder I'absorption cutanée par désorganisation de la couche cornée suite a leur insertion au sei
des lipides (Hadgraft 2001b).

Dans le cas de veéhicules particulaires, la taille des particules influe sur I'absorption cutanée
(Shim et al. 2004, Vogtet al. 2005, Knorret al. 2009). En effet, les particules solides de diametre
supérieur a 10 um restent a la surface de la peau, celles de taille comprise entre 3 et 10 un
pénétrent dans les follicules pileux et les particules de taille inférieure a 3 um pénétrent dans les
couches les plus externes stratum corneunfRollandet al. 1993, Schaefeet al. 1996, Tollet al.

2004).

Le pH de la phase aqueuse de la forme galénique peut également affecter I'absorption cutanée e
modifiant le degré d’ionisation de la substance, l'ionisation diminuant la vitesse d’absorption
comme précédemment indiqué. En outre, l'intégrité de la barriere cutanée pourrait étre affectée en
cas d’endommagement dtratum corneunpar un pH tres élevé ou trés bas, ce qui conduirait a une
augmentation de la pénétration cutanée. Le pH de la surface cutanée étant compris entre 4,2 et 5,8
la peau possédant un bon pouvoir tampon, il est recommandé que le pH de la phase aqueuse de
formes galéniques destinées a I'usage cutané soit compris entre 4 et 7 (ECETOC 1998{ Sleiller
1996, Hadgraft 2001a, Hadgraft 2001b).
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* Influence des conditions d’application

L’'absorption cutanée dépend de la dose appliquée, c’est-a-dire la quantité de substance déposé

sur la peau (figure 21).

—e— Dose infinie
—o— Dose finie

Flux maximal—s

(unité arbitraire)

i

Diminution

_’G,C/O’C/D/ de la dose

Temps (unité arbitraire)

Quantité cumulée de substance diffus¢e

Figure 21. Quantité cumulée de substance ayant diffusée a travers la peau en fonction du temps et

de la dose de produit appliquée sur la peau (Bxat. 2002).

La dose est dite « infinie » lorsque la substance est appliquée en quantité bien supérieure a le
guantité maximale pouvant étre absorbée durant le temps d’application. La diminution de la
concentration déposée au cours de I'absorption cutanée est alors négligeable, c’est pourquoi la dos
appliguée parait infinie. Cette condition permet d’atteindre le flux maximal d’absorption qui est
gouverné par la premiere loi de Fick. En revanche, si la quantité de substance déposée sur la pea
est insuffisante pour atteindre ou maintenir le flux d’absorption maximal, la dose est dite « finie ».
Dans ce cas, la concentration déposée diminue significativement au cours du temps d’exposition,
entrainant ainsi une diminution du flux d’absorption cutanée (Agache 2000, &rain 2002,
Surberet al.2002).

Apres application d’'une dose de substance sur la peau, I'absorption cutanée varie en fonction de
la surface de peau exposée ainsi que de la durée et de la fréequence d’applicatione(S&lrber
2002). Il est important de noter que, suite a I'élimination du produit déposé sur la peau par lavage,
la proportion de substance ayant pénétré dans la couche cornée durant le temps d’application pet
continuer a diffuser et atteindre la circulation sanguine (ECETOC 1993).

Enfin, I'occlusion de la surface de la peau par recouvrement avec un film imperméable ou par

application d’'une forme galénique contenant des huiles ou des cires connues pour leur pouvoir
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occlusif modifie I'absorption cutanée. En effet, I'occlusion bloque au niveau de la surface cutanée
la perte insensible en eau (PIE), ou transepidermal water loss (TEWL) en anglais, qui correspond a
la diffusion passive naturelle de I'eau de l'intérieur vers I'extérieur du corps et qui est évaluée en
moyenne a 5 g.thh™ (Martini 2006). Ceci conduit & une forte augmentation de I'hydratation de la
couche cornée dont le contenu massique en eau passe d’environ 15 % a plus de 50 %. Cett
surhydratation se traduit par un gonflement en eau des cornéocytes, une élévation du contenu en e
dans lI'espace lipidique intercellulaire de la couche cornée, une augmentation de la température de I
surface cutanée, qui passe de 32 a 37°C, et une augmentation du pH a la surface de la peau. En réc
générale, I'occlusion conduit a une augmentation de I'absorption cutanée (Zatz 1993, Stlahefer
1996, Seilleret al. 1996, Buckset al. 1999, Robertgt al.2002, Goldaet al.2005).

II.2. Les modéles d’étude de la diffusion transdermique

Il existe trois grandes approches expérimentales pour apprécier I'absorption cutanée d'une
substance : I'approchim vivo qui peut étre menée chez 'homme ou chez l'animal, I'approche
ex vivoqui emploie des explants cutanés d’origine humaine ou animale et I'appragtie qui est
basée sur I'emploi de membranes mimant la peau. Ces différentes techniques vont étre présentée

dans les paragraphes suivants.

[1.2.1. Modeélesin vivo

Les mesures d’absorption cutan@evivo sont réalisées sur des sujets vivants. Elles consistent a
déposer une quantité connue de substance sur une aire déterminée de peau et a recueillir a des tern
définis des échantillons de sang et d’excreta (feces, urines) afin d'y déterminer la quantité de
substance présente. Le dosage dans les excreta consiste en une méthode indirecte d’évaluation «
'absorption cutanée par suivi de I'élimination urinaire ou fécale de la molécule d’intérét. La
guantité de substance présente dans les fluides corporels étant tres faible et souvent en dessous ©
limites de détection des techniques employées pour déceler la présence du produit, il est préférable
de marquer la substance d'intérét a l'aide d’isotopes radioactifs (Wetstalt 1999b) car la
détection des molécules par suivi de la radioactivité qui leur est associée est beaucoup plus sensible
A cette procédure peut s’ajouter une détermination de la quantité de substance ayant pénétré dans |
stratum corneunaprés un temps d’exposition déterminé. En effet, aprés élimination de la substance
déposée, la méthode dite du «tape stripping », qui consiste en des applications successive:
d’adhésifs sur la surface cutanée, permet de récupérer les différentes strates de la couche cornée
d’y déterminer la quantité de substance présente. Des biopsies de peau peuvent également &t
réalisées afin de déterminer le contenu en molécule d’intérét dans chaque couche cutanée
(ECETOC 1993, Zatz 1993, Howestal.1996, Agache 2000).
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La mesure de lI'absorption cutanée sur des volontaires est considérée comme I'approche la plus
satisfaisante pour fournir des données pertinentes et précises chez 'homme. Cependant, pour de
raisons pratiques et éthiques, elle n’est pas toujours réalisable. C’est pourquoi des modéles animau:
sont souvent employés. De nombreuses espéces animales ont été utilisées, mais la plus couran
demeure le rat. Cependant, I'emploi d’'un modéle animal peut conduire a une surestimation de
I'absorption cutanée car la peau animale est généralement plus perméable que la peau humaine. E
pratique, les animaux sont disposés dans des cages a métabolisme qui permettent le recueil de
excreta et des gaz expirés par I'animal. L’'emploi de molécules radiomarquées permet la réalisation
d’un bilan de matiére par la détermination de la quantité de substance présente dans les excreta, I'ali
expiré, le sang, la couche cornée et, apres sacrifice de I'animal, dans les organes et la carcass
(Howeset al. 1996, OECD/OCDE-427 2004).

La microdialyse cutanée permet également d’accéderivo chez 'homme et l'animal a
'absorption cutanée d’'une substance. Cette technique consiste a insérer une sonde constituée d’ur
membrane de dialyse perfusée dans le derme. La substance ayant diffusé a travers I'épiderme et s
retrouvant dans le milieu extracellulaire du derme est récupérée par le fluide qui perfuse le tube de
dialyse. La microdyalise cutanée présente le désavantage d'étre invasive et l'insertion du cathéter
peut étre mal tolérée par le sujet (Andersbal. 1998, Brainet al.2002).

[1.2.2. Modelesex vivo

L’approche expérimentalex vivoest largement employée pour quantifier 'absorption cutanée
(Franz 1975). Elle consiste a déposer un explant de peau sur une cellule de diffusion égalemen
appelée cellule de Franz, la peau délimitant deux compartiments : un compartiment donneur, ou
épidermique, et un compartiment receveur, ou dermique. La substance a étudier est déposée sur |
face épidermique de l'explant et la face dermique est mise en contact avec un milieu receveur
thermostaté qui assure le maintien de I'intégrité de la peau. La quantité de substance ayant diffusé «
travers la peau est périodiguement dosée dans le milieu receveur. Il est important de noter que le
propriété de barriere de la couche cornée est maintenue suite au prélevement des échantillons d
peau (Howeet al.1996).

Il existe deux types de cellule de Franz : les cellules statiques, ou le milieu receveur présente un
volume fixe, et les cellules dynamiques, ou a flux continu, dans lesquelles le fluide receveur est
constamment renouvelé. Les cellules peuvent étre orientées horizontalement ou verticalement. Les
différents types de cellule sont représentés sur la figure 22. Les cellules statiques offrent une mise
en ceuvre relativement plus simple que les autres types de cellule de diffusion. Cependant, le fait
gue le milieu receveur ne soit pas renouvelé provoque une accumulation de substance dans Ie
liquide receveur qui peut conduire a un phénomeéne de saturation. Le gradient de concentration &

I'origine de la diffusion cutanée disparait alors, ce qui provoque I'arrét de I'absorption cutanée. Les
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cellules dynamiques permettent de s’affranchir de ce probléme d’accumulation de substance dans le
milieu receveur, mais le renouvellement continu du fluide receveur nécessite 'emploi de techniques
de détection de la substance diffusée plus sensibles que dans le cas des cellules statigees (Brain
al. 2002). Enfin, dans les cellules verticales, les compartiments donneur et receveur sont tous deux
remplis. L’emploi de ces cellules est peu adapté a la mesure de I'absorption cutanée car les explant
de peau peuvent étre altérés suite a une hydratation excessive de la couche cornée causée par I'eff
occlusif résultant du remplissage du compartiment donneur. Ce systéme est plus adapté pour I
mesure des flux et des coefficients de partage et de diffusion (ECETOC 1993).

Le choix du liquide receveur est fonction des propriétés physico-chimiques de la substance a
étudier et de la nécessité de maintenir I'intégrité de la peau. Il est recommandé que la concentratior
en substance diffusée dans le milieu receveur soit dix fois inférieure a sa limite de solubilité afin
d’éviter tout phénomene de saturation (OECD/OCDE-428 2004); les conditions de passage
percutané de la substance ainsi obtenues sont appelées conditions « sink ». Il est égalemer
nécessaire que le milieu receveur ne s’oppose pas au passage de la substance du derme vers
compartiment receveur, c’est pourquoi un agent solubilisant tel que I'albumine de sérum bovin peut
y étre ajouté (Bronaugh 1998). La température ayant une influence sur I'absorption cutanée, la
cellule de diffusion doit assurer le maintien des explants a une température constante et proche de |;
température normale de surface de la peau, soit 32 + 1°C (&rah 1998, OECD/OCDE-428
2004). Enfin, une agitation continue du milieu receveur doit étre maintenue (SCCNFP 2003) et le
pH du fluide receveur doit étre aussi proche que possible du pH physiologique de valeur 7,4 (Brain
et al.2002).

Les explants de peau peuvent étre d’origine humaine, essentiellement obtenus suite a des plastie
chirurgicales, ou d’origine animale. La peau fraichement excisée doit étre utilisée dans les 24 heures
ou elle peut étre conservée jusqu’a une année par congélation, la perméabilité de la peau n’étant pe
altérée par ce processus de conservation (Bronetghl986, SCCNFP 2003). Les études peuvent
étre menées sur des explants de peau entiere dans lesquels I'épiderme et le derme sont présents,
sur des explants dermatomeés, c’est-a-dire d’épaisseur réduite (200 a 400 pum) suite a I'élimination
du derme profond. En effet, la présence du derme profond et I'absence de circulation sanguine
peuvent ajouter une barriere supplémentaire a la diffusion des molécules lipophiles qui
s’accumulent dans le derme. Il est également possible de n’utiliser que la couche épidermique de la
peau qui est obtenue en séparant I'épiderme du reste de I'explant par action thermique, chimique oL

enzymatique. Cependant, ces traitements peuvent altérer la barriere cutanée (Zatz 1993).
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Figure 22. Les différents types de cellule de diffusion (Brairal.2002).
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Il est essentiel que les explants de peau soient correctement préparés car toute manipulatior
inappropriée peut endommager la couche cornée. Afin de vérifier le maintien de la fonction de
barriére de la peau, I'intégrité des explants cutanés doit étre mesurée par des méthodes physiques c
chimiques. Les méthodes les plus couramment utilisées sont la mesure de la perte insensible en ea
(PIE), qui augmente en cas de lésion, I'étude du passage percutané d’'une substance de référence
la mesure de la résistance électrique de la peau. En regle générale, I'intégrité de la peau ne peut étt
maintenue en cellule de diffusion au-dela de 24 heures (SCCNFP 2003, OECD/OCDE-428 2004).

L’obtention d’explants de peau humaine étant difficile, des explants cutanés d’origine animale
sont souvent employés. Cependant, tout comme dans le cas desrétudgda peau animale est
plus perméable que la peau humaine (Bronaigt. 1999). Ainsi, les modeles de peau animale ont
été classés en fonction de leur capacité a représenter la perméabilité de la peau humaine dans d
expérimentations ex vivo selon lordre croissant suivant:  souris < lapin < rat
< cochon d’inde < porc < primate. L'emploi de modeles animaux dits « hairless » semble étre
préférable car ils présentent un systéme pileux extrémement peu développé et une densité de
glandes sébacées proche de celle de 'lhomme ¢lilal. 1991, Howest al. 1996). Le modéle de
peau animale le plus représentatif de la peau humaine et le plus aisément accessible est la peau ¢
porc (Bartek et al. 1972, Simonet al. 2000, SCCNFP 2003, Hadgraft 2004) et, plus
particulierement, la peau située sur la face externe des oreilles de cet animalefJaicab07).

Les mesuregex vivode I'absorption cutanée d’'une substance peuvent étre menées en condition
occlusive, par recouvrement de I'explant de peau a l'aide d’un film occlusif, en condition semi-
occlusive ou encore non occlusive. Enfin, la mise en ceuvre de la technique dite du
« tape stripping »cf. chapitre 1l 8 11.2.1) sur les montages de peau dans des cellules de diffusion

permet d’accéder a la quantité de substance présente dans la couche cornée.

Les conditions expérimentalex vivosont donc contrblées, seuls les explants de peau employés

et les substances testées varient (Beaial. 2002).

[1.2.3. Modelesin vitro

La mesure de I'absorption cutanée selon I'apprachétro est basée sur I'emploi de cellules de
diffusion, tout comme pour les expérimentati@exsvivg mais les explants de peau sont remplacés
par des membranes synthétiques (Sttadd. 1989, Diaset al. 1999, Clémenet al. 2000, Geinozt
al. 2002) ou de la peau reconstituée ou cultivée (Rheinatadd. 1975, ESAC 2007, ESAC 2008,
Schafer-Kortinget al. 2008, Macfarlanest al. 2009). Cette approche présente I'avantage d’éviter
'emploi d'animaux de laboratoire. Cependant, les membranes cultivées et artificielles ne
constituent actuellement pas une alternative fiable pour la prévision de I'absorption percutanée a
travers la peau humaine (Schmaalal. 2001, SCCNFP 2003, Schafer-Kortiegal. 2008).
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Ces différentes approches expérimentales de mesure de I'absorption cutanée d’'une substance or
été employées dans le secteur nucléaire afin d’étudier le passage percutané des radionucléides ¢
cas de contamination cutanée. Une revue bibliographique des études menées sur la diffusion de

'uranium a travers la peau va a présent étre présentée.

I1.3. Physiologie de la contamination cutanée par I'uranium

La contamination par voie cutanée peut avoir lieu suite a une contusion, une bralure chimique,
(Bérardet al. 1994), une brdlure thermique, une piqare (Baééwl. 2003), une plaie (Piechowski
et al. 2003, Blanchiret al.2004), une excoriation ou encore un dép6ét de radionucléides sur la peau
non lésée. Les zones corporelles principalement concernées par cette voie dentrée des
radioéléments dans I'organisme sont les mains, la téte et les membres supérieurs et inférieurs.

Dans cette section du manuscrit de thése seront tout d’abord présentées les principales études q
ont été réalisées sur I'absorption cutanée de l'uranium. Le modeéle de biocinétique de 'uranium
suite a une contamination cutanée sera ensuite exposé. Enfin, les travaux menés sur le
développement de traitements d’'urgence adaptés a la contamination cutanée par I'uranium seron

discutés.

11.3.1. L'absorption cutanée de I'uranium

La contamination par voie cutanée représentant un mode de contamination préoccupant dans
l'industrie nucléaire ¢f. chapitre | 8 1.3.2) et I'uranium étant un élément toxique situé au coeur du
cycle du combustible nucléairef(chapitre | § 1.2 et § 1.4), plusieurs travaux portant sur I'étude de
'absorption cutanée de l'uranium ont été menés afin d’évaluer le risque d’exposition interne des
individus en cas de contamination par ce radioélément par voie cutanée.

Ce paragraphe dédié a I'étude de la contamination cutanée par l'uranium est divisé en deux
grandes parties : la premiere partie est consacrée a I'étude de I'absorption cutanée de l'uranium &
travers une peau intacte et la seconde partie porte sur I'étude du passage de l'uranium a travers de

blessures provoquées au niveau du tissu cutané.

11.3.1.1. Absorption cutanée de I'uranium a travers la peau intacte

Les travaux menés sur I'étude de I'absorption cutanée de l'uranium a travers la peau intacte
semblent indiquer que la peau constitue une bonne barriere contre I'entrée de l'uranium dans
I'organisme.

En effet, Tymenet al. (Tymenet al. 2000a) et Petitoet al. (Petitotet al. 2004) ont mis en
evidence au cours d’études menégsiivoen cellule de Franz sur des explants de peau entiére,

c’est-a-dire des explants constitués de I'épiderme et du derme, que le passage de l'uranium a traver
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la peau intacte est faible. Dans leurs travaux, Tyeteal. (Tymen et al. 2000a) ont étudié la
diffusion d’'une solution de nitrate d’uranyle (composé transférable d’'uranium) de pH = 1 contenant
1 pg d'uranium a travers des explants de peau dorsale de rat et a travers des explants de pesz
abdominale humaine. Les auteurs ont constaté apres 2 heures de contamination que 0,04 % et 0,2 ¢
de l'uranium déposé ont traversé respectivement la peau humaine et la peau de rat et sont retrouvé
dans les milieux receveurs des cellules de diffusion. Le fait que le passage de l'uranium soit
significativement plus important a travers les explants de peau de rat qu'a travers les explants de
peau humaine indique que ce modele de peau animale a tendance, en cellule de Franz, a surestim
'absorption cutanée qui a lieu chez 'homme. Les travaux menés par RetabtPetitotet al.

2004) sur la cinétique du passage percutané d’'une solution de nitrate d’'uranyle de pH = 1 contenan
1,4 ug d’'uranium a travers des explants de peau provenant de rats hairless ou d’oreilles de porc on
montré que des quantités significatives d’'uranium sont retrouvées dans le milieu receveur des
cellules de diffusion au bout de 3 a 4 heures. A lissue de 24 heures d’exposition, 2,71 % de
'uranium déposé sont passeés a travers la peau de rat contré/38,94vers la peau doreille de

porc. Selon F. Petitot (communication personnelle), le passage anormalement élevé de I'uranium a
travers la peau d’oreille de porc serait di & une altération de la fonction de barriere de la peau
d’oreille de porc suite a I'ébouillantage des oreilles a I'abattoir.

D’aprés ces deux études menées ex vivo en cellule de diffusion, il apparait que le passage de
'uranium sous forme transférable (nitrate d’'uranyle) a travers la peau entiere intacte est faible

et relativement lent (de 2 a 4 heures).

La diffusion de lI'uranium & travers la peau entiére non |ésée étant faible mais non nulle, des
études ont été menées afin de déterminer les mécanismes et la cinétique de diffusion de l'uranium
dans et a travers les structures cutanées.

Ainsi, De Reyet al. (De Reyet al. 1983) ont montré dans une étude menégvo sur des rats
gue la diffusion de I'uranium a travers les différentes couches de I'épiderme a principalement lieu
selon la voie intercellulaire et que ce radioélément franchit la couche cornée en quelques minutes.
Au cours de ces travaux, divers composés d'uranium ont été testés: le nitrate d'uranyle
(UO2(NOg),, soluble), I'uranyle tricarbonate d’ammonium ((NFJO,(CO;)s, soluble), le diuranate
d'ammonium (yellow cake, iD7(NH4),, moyennement soluble), l'acétate d'uranyle
(UO,(CH3COO), moyennement soluble) et le dioxyde d’'uranium gUf@iblement soluble). Entre
30 et 420 mg d’uranium, sous forme de ces divers composés vehiculés par une émulsion de type
huile dans eau, ont été déposés sur le dos des rats apres €élimination des poils par rasage. Le cho
d’'une forme émulsionnée en tant que véhicule des composés d’uranium a certainement été réalise
dans I'objectif d’'augmenter la solubilité des composés d’'uranium peu solubles. Cependant, notons

que I'emploi d'un tel véhicule peut modifier la pénétration cutanée de I'uranium
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(cf. chapitre 11 8 11.1.2.4). Apres un temps d’exposition défini, les animaux ont été euthanasiés et
'uranium a été localisé dans les tissus cutanés par microscopie électronique et spectroscopie de
rayons X. Ainsi, les auteurs ont pu observer que de I'uranium se trouve dans I'espace intercellulaire
entre la couche cornée et la couche granuleuse seuléheanhutesaprés une contamination par

du nitrate d’'uranyle. Suite au franchissement de la couche cornée, barriere de la peau, 'uranium
migre dans I'espace intercellulaire des couches épineuse et basale pour atteindre, 24 heures apres
contamination, les vaisseaux sanguins du haut du derme. De faibles passages de l'uranium par le
appendices cutanés et par la voie transcellulaire ont également été mis en évidence. Aucune
pénétration cutanée des autres composés d’uranium n’a été observée avec les techniques employée
et ce, méme aprés des contaminations répétées. Les travaux deePaitti{@tetitotet al. 2007a,
Petitotet al. 2007b) menés vivo sur des rats hairless montrent quant a eux que de l'uranium est
présent dans le dern®) minutes aprés le dépdt sur la peau des rats d’'une solution de nitrate
d’'uranyle de pH = 1 contenant entre 238 et 476 pg d’uranium ou aprés dépbt de nitrate d’'uranyle
sous forme de poudre. Comme le derme est une structure cutanée vascularisée, I'uranium qui s’y
trouve peut étre résorbé par la circulation sanguine, ce qui signifie que la pénétration de I'uranium
dans le sang débuterait bien avant le délai de 24 heures déterminé dans les travaux d&t Ble Rey
(De Reyet al. 1983). Il est alors trés fortement probable que I'entrée initiale de I'uranium dans le
compartiment sanguin n’ait pas pu étre mise en évidence dans I'étude de EteaRaycause de la

forte dilution du radioélément dans le volume sanguin qui rend sa détection difficile. Cependant,
d’aprés les observations de Petébtl. (Petitotet al. 2007a, Petitoet al. 2007b), I'incorporation

de l'uranium demeure faible puisque le radioélément n’est détecté de facon significative dans les

urines qu’apres 24 heures de contamination.

Ces études menées invivo chez le rat montrent que l'uranium sous sa forme la plus
transférable (nitrate d’uranyle en solution ou sous forme de poudre) est capable de franchir la
couche cornée en 15 minutes et de diffuser dans I'épiderme par la voie intercellulaire pour
atteindre la circulation sanguine environ 30 minutes apres la contamination. En comparant ces
données avec celles précédemment obtenues ex vivo en cellule de diffusion, il apparait que le
modele d’étude ex vivo sur peau entiére ne tient pas compte de la faible résorption sanguine de

'uranium qui a lieu dans les parties supérieures du derme.

Une partie de I'uranium déposé sur la peau est donc capable de diffuser a travers les différentes
strates cutanées et d’atteindre la circulation sanguine en moins de 30 minutes. Méme si d’apres le:
travaux présentés ci-dessus le passage de l'uranium a travers la peau intacte est faible, de
manifestations de la toxicité de l'uranium suite a ce type de contamination ont été observées au

cours de plusieurs études.
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De Reyet al. (De Reyet al. 1983) ont observé au cours de travaux méngs/o chez le rat que
des dommages apparaissent au niveau des tissus cutanés 2 jours apres lI'application sur la peau
nitrate d’uranyle. Ces dommages se traduisent par un détachement de la couche cornée, la présen:
d'un exsudat purulent abondant sur la surface épidermique, la migration de cellules du systéme
immunitaire a travers I'épiderme, le gonflement de cellules dans les couches basale et épineuse
I'élargissement de la zone intercellulaire et enfin une hypertrophie des follicules pileux et des
glandes sébacées correspondantes. Quatre jours apres l'application cutanée, tous les composar
tissulaires sont atrophiés. Ubiesal. (Ubioset al. 1997) ont également consté@tévivo chez le rat
des altérations de la peau suite a une contamination cutanée chronique par une forte quantite
d’'uranium. Dans ces travaux, 12 mg d’oxyde d’uraniurgQg,) peu soluble) véhiculés par une
eémulsion de type huile dans eau, a I'image des études de Det RlefDe Reyet al. 1983), ont été
déposés quotidiennement durant une période de 30 jours sur la peau dorsale rasée de rats. A l'issL
de ces 30 jours, une diminution significative de I'épaisseur de I'épiderme a été observée suite a la
contamination cutanée quotidienne par l'uranium, passant de 41 =14 um pour la peau saine a
21 £ 10 um, ainsi qu'une augmentation significative de la perméabilité cutanée. De plus, il a été
constaté que ces altérations de structure et de perméabilité sont conservées 60 jours apres l'arrét de
contaminations.

Au-dela de cette toxicité localisée au niveau cutané, DeeRey. (De Reyet al. 1983) ont
constaté la mort de tous les rats suite a une importante toxicité rénale aprés une application
guotidienne pendant 5 jours de nitrate d'uranyle. lls ont également observé que l'uranyle
tricarbonate d’ammonium ((NHLUO,(COz)3, soluble) s’est révélé étre aussi toxique que le nitrate
d'uranyle en entrainant la mort des rats contaminés aprés une application quotidienne du
contaminant pendant 5 jours. Les contaminations par du diuranate d’ammonium (yellow cake,
U,O7(NH,4)2, moyennement soluble) et de l'acétate d’'uranyle {Q8;CO0), moyennement
soluble) ont quant a elles provoqué une perte de poids transitoire disparaissant aprés l'arrét de I
contamination ainsi que la mort de certains rats. Enfin, ils ont remarqué que la contamination
cutanée par du dioxyde d’'uranium, composé d’uranium le moins soluble parmi tous ceux testés, n'a
provoqué ni perte de poids, ni mort des rats. Le fait que les composés d’uranium moyennement
transférables n'aient pas été détectés dans la peau et dans le sang par les techniques de détecti
employées dans cette étude (microscopie électronique et spectroscopie de rayons X) alors que leur
effets toxiques ont été observés soutient I'hypothése formulée plus haut selon laquelle ces
techniques ont des limites de détection trop élevées qui ne permettent pas de détecter de faible
guantités d’uranium. Lopeat al. (Lopezet al. 2000) ont également observé des manifestations de
la toxicité de l'uranium suite a son passage a travers la peau. L'objectif de leur étude consistait a
étudierin vivo chez le rat l'influence de I'aire de peau exposée et du temps de contamination sur

I'absorption cutanée de I'uranium. Des rats ont donc été contaminés quotidiennement durant 4 jours
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par dépbt sur la peau épilée de leur dos de 600 mg d'uranium sous forme de nitrate d’'uranyle
véhiculé par une émulsion de type huile dans eau. Les auteurs ont mis en évidence une toxicité
rénale ainsi qu’'une mortalité des rats d'autant plus importants que le temps et la surface
d’exposition cutanée étaient élevés, la mortalité pouvant atteindre 100 % a 24 heures. Dans le cadre
de I'étude de l'effet du temps d’exposition sur I'absorption cutanée de l'uranium, une altération

osseuse a également été mise en évidence pour des temps d’exposition allant jusqu'a 8 heure:

temps au-dela duquel aucun rat n’a surveécu.

Il apparait donc que, méme si le passage de l'uranium a travers la peau intacte est faible et
lent, I'incorporation de ce radioélément peut étre suffisamment importante en cas de contact
prolongé ou répété entre I'uranium et la surface cutanée pour conduire a I'apparition d’effets
toxiques. La connaissance des parameétres étendue de la zone cutanée contaminée et temps de
contact avec le contaminant a ainsi été identifiée comme étant cruciale dans la prise en charge

des individus contaminés afin d’estimer la dose d’uranium incorporée par la voie cutanée.

Les travaux discutés dans cette partie dédiée a I'étude de I'absorption cutanée de l'uranium a
travers la peau intacte et résumés dans le tableau 8 ont tendance a montrer que la peau constitue u
bonne barriére contre I'entrée de I'uranium dans I'organisme. lls soulignent cependant le fait que
les accidents de contamination par I'uranium sur une peau intacte ne doivent pas étre négligés car
s’ils ne sont pas pris en charge, ils peuvent conduire & une exposition interne non négligeable des
individus. En effet, il a été constaté dans les études de DetRay(De Reyet al. 1983) et de
Lopezet al. (Lopezet al. 2000) que, lorsque la peau intacte est mise en contact durant plusieurs
heures avec de l'uranium, le passage de ce radioélément a travers la peau devient suffisammer
important pour induire une toxicité pouvant entrainer la mort des animaux de laboratoireet_opez
al. (Lopezet al. 2000) ont également montié vivo chez le rat que le rincage de la peau intacte
contaminée par de l'uranium a l'aide d’'une eau savonneuse dans les 15 minutes suivant la
contamination permet d’éviter la mort des rats mais n‘'empéche pas l'apparition d’une toxicité
rénale. Il est donc nécessaire de traiter dans l'urgence les contaminations de la peau intacte pa
'uranium et, pour cela, de nouveaux systemes de décontamination plus efficaces que le simple

lavage par de I'eau savonneuse doivent étre développés.
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Contamination cutanée par I'uranium

Référence Objectif de I'étude Modéle d’étude Composé de | Quantité | Volume | Aire cutanée | Epaisseur Buré Résultats
U de U déposé | contaminée de la peau uree
*UOZ(NO3)2 N
-UO,(NO3), -U traverse la couche cornéen
-(NH4),UO, 15 min par la voie intercellulaire
In vivo (COy)s -U retrouvé dans & capillaire:
De Rey et| Localisation de U dans les Rat Wistar -U20/(NH,), 30a420 1 mi 3cm X 1 fois/j | sanguins du haut du derme aprés 24 h
al. 1983 structures cutanées Peau dorsale rasée'UOZ(CH3C02)2 mg 10] -Mort de tous les rats contaminés
-Uo, 5 jours
(émulsion *Pas de pnétration significative d
huile/eau) autres composés de U danspleat
mais toxicité parfois constatée
*In vivo
Peau dorsale de rat X *Validation de I'emploi de cellules
: hairless de Franz pour I'étude deabsorptiol
Tymen et cmgt?rzza(l;zlsd?f?ug?ol:‘de __________ STt Solution de ! T cutanée de U
a?/ 20008 | U a trgvers 12 veau de rdt *EX Vivo UO,(NO3), (360 B 100 pl 1,4 crh 2h | *Peau intacte = bonne barriére
. et la peau hpumaine 1 - peau dorsale de pH1 en233U)q " *Peau dorsale de rat = surestitee
p rat hairless Peau entiere passage percutané dedui a lieu
- peau abdominale travers la peau humaine
humaine
Ex vivo Peau entieére *U traverse la peau entiére en 3 a4 h
J *Faible passage percutané de U
petitot ot | Etude de la cinétique da Peau dorsale derat g tion de | 1 HY 1,50 mm (2.7 % a 24 h)
al 2004 | diffusion percutanée de YA UOANO3): | 500 g | 100K 177¢ch | 24h | *Majeure partie de 'uranium dépo
' encellulede Franz | _ ..\ goreille de pH 1 233Uq retrouvée dans I'épiderme a 24 h
grc en~V) 1,34 mm (~15 %)
P *Peau intacte = bonne barriére
Ubios et | Effets & long terme sur Iz In vivo U30g 12 mg 1 fois/| *Contamination a long terme :
al 1997 | Peau de la contamination Rat Wistar (émulsion (2,6.10° | 0,25 ml 3x5cm X 301 Iy épaisseur épiderme
' cutanée par U Peau dorsale raség huile/eau) Bq) J | perméabilité cutanée
Etude de I'influence sur l¢ *Mortalité 1+ quand la surfacede
passage percutané de U : 05416 cih 1 fois/j | peau contaminée et le tempsde
- de l'aire de peau In vivo UOz(NO3)2 ’ 4] COI_‘ltamlnatlon‘ o
L?pzegogt contaminée Rat Wistar (émulsion 600 mg 1ml X ;erlu_;age de |a peau contaminée iavec
al. 2000 |----------o-mmmmeo il S A N e et I EEE T e 'eau savonneuse 15 mapres i
Peau dorsale épilée huile/eau ; - > ;
- du temps de P ) 8 ot 1mina| contamination permet la survide
contamination 24h | 100% des ratsmais subsistance
problémes rénaux
; Poudre de
In vivo 2844 m X
Petitot et crmlir:'r]:liuirécso%es If; fzgﬂg o Ratwistar | _l_J_O_ZE'}'?_%Z ______ o __g __________ *U retrouvé dans le derme 30 min
al. 2007a trouvg U sur sa ccilnéti ue Peau dorsale raség Solution pH 1 1,77 cnmi X 24 h | apres la contamination quellgue
et 2007b o q Condition 238 et 476 soit la forme chimique de U
de diffusion percutanée occlusive de UQ(NO3), ug 200 pl

(U appauvri)
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11.3.1.2. Passage percutané de l'uranium en cas de blessure

La nature des blessures pouvant étre a l'origine d’'une contamination interne lors de la
manipulation par I'homme de divers composés d’uranium au cours des étapes de traitement du
combustible nucléaire est trés variée (coupure, piqdre, brdlure chimique...). Plusieurs travaux visant
a étudier le comportement de l'uranium dans et a travers ces différents types de blessures ont ét
meneés afin d’estimer I'exposition interne des individus faisant I'objet de blessures contaminées et

d’adapter la prise en charge de ces blessés.

» Blessure superficielle

Les premiers travaux qui vont étre présentés traitent du passage de l'uranium a travers une
blessure considérée comme superficielle : la brllure chimique provoquée par une solution acide ou
basique. Ces études réveleront que l'incorporation de l'uranium varie en fonction du degré de
bralure.

En effet, dans leurs travaux, Petigbtal. (Petitotet al. 2007a, Petitoet al. 2007b) ont étudién
vivo sur des rats hairless le passage percutané de 238 a 476 g d’uranium sous forme de solution d
nitrate d’uranyle a travers une peau ayant subi des brilures chimiques provoquées par des solution
d’acide nitrigue (HNQ@ a 0,1N, 2N, 5N et 14 N), dacide fluorhydrique (HF a 10 N) et
d’hydroxyde de sodium (NaOH a 10 N). Ces solutions ont été choisies car elles sont réellement
employées au cours de certaines étapes du traitement du combustible nucléaire. Les auteurs or
démontré que, paradoxalement, la vitesse de I'absorption cutanée diminue lorsque la gravité de lg
brlure augmente. Ceci s’explique par I'apparition d’cedéemes dont 'importance augmente avec la
gravité de la brdlure, allant jusqu’a la nécrose des vaisseaux sanguins situés dans la zone
contaminée pour les contaminations les plus acides, ce qui empéche la résorption sanguine.
L'uranium est alors essentiellement retenu au niveau de la brdlure. En effet, au bout de 6 heures
d’exposition, environ 99 % du contenu total de I'organisme en uranium y sont retenus en cas de
bralure par HN@ 14 N et 5 N, contre environ 70 % dans le cas d’'une brilure aveg BINQainsi
gue pour la peau intacte. L'incorporation de I'uranium suite a une brdlure par une solution d’acide
nitriqgue est alors retardée. Il a également été mis en évidence que la quantité d’uranium excrétée
dans les urines durant les deux premiéres heures suivant une brdlure par une solution d’acide
nitrique contaminée est inférieure a celle excrétée par les rats non contaminés. Ce phénomene sera
expliqué par une acidification du milieu sanguin consécutive a la brdlure acide qui favoriserait la
réabsorption tubulaire rénale de I'uraniuah. ¢hapitre | § 1.4.1.3). L'excrétion de I'uranium par la
voie urinaire ne devient alors significative que 6 heures aprés la contamination. Ceci pourrait avoir

d’'importantes conséquences dans le suivi radiotoxicologique des individus contaminés suite a ce
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type de blessure puisque la quantification de I'uranium excrété dans les urines durant les premiéres
heures suivant la contamination sous-estimerait la quantité d’uranium réellement incorporée.

L’étude in vivo chez le rat de l'influence du pH de la solution contaminée sur I'absorption
cutanée de l'uranium dans le cas d’'une peau lésée réalisée par EtukludBukudaet al. 2009a)
vient confirmer les observations faites dans les travaux de Retab{Petitotet al. 2007a, Petitot
et al. 2007b). Dans cette étude, la blessure est simulée par une injection sous-cutanée de 4 et 16 m
d’'uranium par kilogramme de rat sous forme de solution de nitrate d’'uranyle de pH=1 et pH =7.
Les résultats de ces travaux indiquent que, indépendamment de la quantité d’uranium injectée, la
guantité d'uranium retenue au niveau du site d’injection 1 heure aprés la contamination est
supérieure dans le cas de la contamination a pH acide. En effet, ~ 60 % de l'uranium injecté sont
retenus dans la plaie suite a la contamination a pH=1 contre ~35% a pH=7. Le fait que
'uranium ne se trouve pas initialement sous la méme forme chimique en fonction du pH de la
solution contaminée peut en partie expliquer ces résultats. De plus, I'altération des tissus cutanés
entourant le site d’injection observée a pH =1 peut également expliquer la plus forte rétention de
'uranium au niveau de la blessure dans le cas de la contamination la plus acide, ce qui est en accor
avec les études de Petiadtal. préecédemment décrites (Petitgtal. 2007a, Petitoet al. 2007b).
D’autre part, il a été observé que, 24 heures aprées l'injection sous cutanée, I'excrétion de I'uranium
par la voie urinaire est plus importante suite & la contamination a 4 awveg 'élimination de
6 % de l'uranium injecté indépendamment du pH de la solution contaminée, contre ~3 % et 1,4 %
pour la contamination & 16 mg:kgux pH respectifs de 1 et 7. Parallélement, la quantité d’uranium
retrouvée dans les matieres fécales a 24 heures est plus importante dans le cas de la contaminatior
pH =7 (~ 24,5 % de l'uranium injecté quelle que soit la concentration déposée) que dans le cas de
la contamination & pH = 1 (~ 4 % de I'uranium injecté pour la contamination a 4 hret.kg8 %
pour la contamination & 16 mg:Rg Il semble donc que, suite & une contamination & pH =7, la
guantité d’'uranium entrée dans le sérum dépasse la capacité de filtration des reins. L’excrétion par
la voie fécalevia le foie semble alors étre plus efficace que I'excrétion urinaire. Enfin, quels que
soient la concentration et le pH de la solution contaminée, la toxicité de I'uranium s’est manifestée

chez les rats par des dommages rénaux séveres pouvant aller jusqu’a la nécrose des tissus.

L’incorporation de l'uranium suite a une contamination cutanée par brdlure chimique
apparait difficile a estimer car elle varie en fonction de la gravité de la brdlure, la rétention de
'uranium dans les tissus cutanés étant d’autant plus importante que le degré de brQlure est
élevé. De plus, l'analyse radiotoxicologique des urines récoltées dans les premiéres heures
suivant la contamination par une solution acide d’uranium peut sous-estimer I'incorporation de

I'uranium.
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D’autres modéles de blessure peu profonde ont également été étudiés afin de les comparer al
modele de brdlure chimique précédemment présenté.

Ainsi, Petitotet al. ont complété leur étude du passage de lI'uranium a travers la peau lésée avec
un autre modeéle de blessure obtenu par excoriation, c’est-a-dire par élimination de la couche cornée
par « tape stripping >ef. chapitre Il 8 I1.2.1). Cette étude a été meege&ivoen cellule de diffusion
par dépbt de 1,4 ug d’'uranium sous forme d’'une solution de nitrate d'uranyle de pH =1 sur des
explants de peau excoriée provenant de rats hairless (Ret#o2004) etin vivo par dépbt d’'une
solution de nitrate d’uranyle de pH = 1 contenant entre 238 et 476 pg d’uranium sur la peau dorsale
de rats hairless excoriée (Petieital. 2007a, Petitoet al. 2007b). Ces études vivoetin vivo ont
mis en évidence un passage significatif de l'uranium a travers la peau excoriée au bout de
30 minutes,alors que dans le cas de la peau saine le délai avait été iestiviea 24 heures (De
Reyet al. 1983) etex vivoa environ 3,5 heures (Petitet al. 2004). Il a été constaté qu’en plus de
conduire a une diminution du délai de pénétration de I'uranium dans I'organisme, I'excoriation est a
I'origine d’'une forte augmentation de la quantité d’'uranium traversant la peau. En effet, la fraction
d’'uranium diffusée a travers la peau au bout de 24 heures de contamination déterminée dans le:
étudesex vivopasse de 2,71 % dans le cas de la peau intacte a 78,05 % dans le cas de la pea
excoriée (Petitoet al. 2004) et elle passe dans les étuiedvo de 0,4 % a travers la peau non

lésée a 38 % a travers la peau excoriée (Petitat 2007a).

En regroupant I'ensemble des données obtenues dans les études detReét{feetitotet al.
2004, Petitokt al. 2007a, Petitoet al. 2007b), il devient possible de classer les différents types de
blessures étudiés dans ces travaux en fonction de la vitesse de translocation de I'uranium du site d
dépbt vers les organes cibles selon l'ordre croissant suivant : 14 N KNO N NaOH < peau
intacte <5 N HN@< 2 N HNG; < 10 N HF < peau excoriée.

D’autres équipes se sont plus particulierement intéressées aux effets toxiques découlant d’'une
contamination par l'uranium sur une blessure superficielle consistant en une écorchure réalisée
in vivo sur des souris avec une lame de rasoir €Kal. 2008). Une solution de nitrate d’'uranyle
contenant 150 mg d’uranium a été déposée sur les écorchures et le taux de survie des souris
ensuite été suivi au cours du temps. Les auteurs ont constaté que, 10 jours apres la contaminatior
58 % des souris contaminées n’ont pas survécu et que les souris vivantes ont quant a elles perd
environ 30 % de leur masse corporelle. La majorité de I'uranium déposé a été retrouvée dans les

reins des souris avec une concentration moyenne de 0,58 mg d’'uranium par gramme de rein.

Les travaux menés ex vivo et in vivo sur des modeles de blessure superficielle (excoriation,
écorchure) qui sont regroupés dans le tableau 9 ont permis de mettre en évidence le rdle de
barriére joué par la couche cornée face a la diffusion de I'uranium a travers la peau. En effet, en

absence de couche cornée ou en cas de blessure permettant a la contamination de franchir cette
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barriére, la diffusion de l'uranium est plus importante et plus rapide que dans le cas de la
contamination d’'une peau intacte. Il apparait donc qu’en cas de contamination suite a une
blessure superficielle, pouvant a priori paraitre sans gravité, la rapidité du passage de l'uranium
dans la circulation sanguine (moins de 30 minutes) nécessite une prise en charge rapide et

adaptée.

» Blessure profonde

Les travaux qui vont & présent étre discutés sont consacrés a I'étude du passage de l'uranium ;
travers des blessures profondes. Ces blessures résultent de la mauvaise manipulation d’objet
contondants ou coupants et, comme il le sera démontré, elles sont a I'origine d’'une rapide et forte
exposition interne des individus.

En effet, Houpertet al. (Houpertet al. 2004) ont étudién vivo chez le rat la diffusion de
'uranium a travers ces deux types de blessures profondes : la blessure réalisée par un objet coupat
a été modeélisée par un dépot intramusculaire d’uranium et la blessure consécutive a la mauvaise
manipulation d’un objet contondant a été représentée par un dépbt intermusculaire d’'uranium. Les
auteurs ont pour cela pratigué une incision sur une patte de chaque rat et ont déposé er
intramusculaire ou en intermusculaire une solution de nitrate d’'uranyle de pH = 5 contenant environ
700 ng d'uranium. Apres 10 minutes de contamination, il a été constaté qu’environ 70 % de
'uranium déposé sont retenus dans les espaces intra et intermusculaires et que la teneur en uraniul
dans le corps entier, soustraite du contenu du site de contamination, est de 30 % pour les dew
modeles de blessure. Le transfert de l'uranium a la circulation sanguine est ensuite
significativement plus important en cas de contamination intramusculaire. En effet, des 15 minutes
de contamination, ~25% de l'uranium déposé se trouvent encore au niveau du site de
contamination intramusculaire contre ~55% en cas de contamination intermusculaire et,
parallelement, la teneur en uranium dans le corps entier, soustraite du contenu du site de
contamination, passe a 75 % pour la contamination intramusculaire et a 45 % pour la contamination

intermusculaire.

L’incorporation d’uranium sous forme soluble (nitrate d’uranyle) est donc plus importante et

plus rapide (quelques minutes) en cas de coupure qu’en cas de contusion.

Plusieurs autres études du passage de l'uranium a travers une plaie profonde ont été menée:
mais elles ne se focalisent cependant que sur le modéle de contamination intramusculaire. Le
modéle de blessure employé dans ces travaux differe de celui de Heupér(Houpertet al.

2004) car la blessure est modélisée par une injection intramusculaire. Dans leurs travaux,

Fukudaet al. (Fukudaet al. 2005, Fukudaet al. 2009b) ont injecté en intramusculaire a des rats

60



Travaux antérieurs

entre 1,5 et 23,9 mg d’'uranium appauvri sous forme de solution de nitrate d’uranyle aux pH =1 et
3,2 et ils ont étudié la survie des animaux en fonction du temps. lls ont constaté que la mortalité
suite a des dommages rénaux était d’autant plus importante et rapide que la dose administrée éta
élevée. Les auteurs ont également observé dans le cas de la contamination a pH = 1 une important
rétention de I'uranium au niveau du site d’injection, c’est-a-dire dans le muscle, allant jusqu’a 96 %
de la quantité d’'uranium injectée 6 jours aprés la contamination, ainsi qu'une lente diffusion de
'uranium du muscle vers la circulation sanguine. Par ailleurs, Hoapait (Houpertet al. 2001)

ont étudiéin vivo chez le rat I'influence du type de composé d’uranium sur I'incorporation de ce
radioélément suite a la contamination par blessure profonde. Ils ont pour cela pratiqué des injections
intramusculaires de solutions de pH =5 contenant 0,66 pg d'uranium sous la forme nitrate
d’'uranyle (composé transférable) et 63 pg d’'uranium sous forme de tétraoxyde d’uraniym (UO
composé peu transférable). Les résultats de cette étude montrent que, un jour aprés l'injection, 2 %
de l'uranium injecté sous forme de nitrate d’'uranyle sont retenus au niveau du site d’injection,
52,3% sont excrétés dans les urines et 33,4% sont retenus dans le squelette. Concernant l'injectio
de tétraoxyde d’uranium, 31,5% de l'uranium sont retenus au niveau du site d’injection un jour
apres la contamination, 26,3% sont excrétés dans les urines alors que 21,2 % et 18,5% sont retent
respectivement dans le squelette et dans les reins. Au bout de 3 jours, une augmentation de
I'excrétion urinaire de I'uranium injecté sous forme de tétraoxyde d’'uranium est observée, avec une
élimination de 41,1 % de l'uranium injecté, alors que la rétention dans le squelette (24,7%) et dans
les reins (17,5%) ne varie pas de fagon significative. Enfin, Hengé-Natpaili(Hengé-Napoliet

al. 1999) ont constaté que, 24 heures aprés une injection intramusculaire chez des rats d’une
solution de nitrate d’uranyle de pH = 4,2 contenant approximativement 930 ng d’uranium, environ
1,5 % de l'uranium injecté étaient retenus au niveau du site d’injection, environ 17 % et 37 %
étaient retrouvés respectivement dans les reins et le squelette et en moyenne 40 % de l'uraniurm
avaient été excrétés dans les urines. Globalement, un jour aprés la contamination, 55 % de
'uranium injecté étaient encore présents dans les organismes des rats, ce qui est en accord avec I

résultats obtenus dans I'étude de Houpedl. (Houpertet al.2001) précédemment décrite.

L’incorporation de I'uranium en cas de blessure profonde contaminée dépend donc du pH de
la solution contaminée et du type de composé d’'uranium en présence. En effet, la rétention de
'uranium au niveau des plaies profondes est plus importante en cas de contamination acide et
pour les composés d'uranium les moins solubles. Ceci conduit a un retardement de la
distribution du radioélément dans I'organisme. Ce phénomeéne avait été également été observé
dans le cas de la contamination d’'une peau intacte (De Rey et al. 1983) et dans le cas de

blessures superficielles contaminées par de I'uranium (Petitot et al. 2007a, Petitot et al. 2007b).
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Le dernier modéle de blessure profonde étudié correspond a l'insertion de fragments contaminés
par de I'uranium sous la peau.

Cette étude menée par Pellneairal. (Pellmaret al. 1999) a porté sur une blessure réalisée chez
le rat par implantation intramusculaire de 4, 10 et 20 fragments d’uranium appauvri et a consisté a
suivre durant 18 mois la diffusion de l'uranium dans les organismes. Des quantités significatives
d’'uranium ont ainsi été retrouvées dans les reins et les os dés le premier jour de I'étude chez les rat
ayant été implantés avec les plus fortes doses d’uranium et dans un délai de 12 a 18 mois dans le c:
des rats implantés avec la plus faible dose d'uranium. Il a parallelement été remarqué une
augmentation de la quantité d’'uranium fixée dans les os avec le temps d’exposition pour les groupes
les plus fortement contaminés. Des quantités significatives d’'uranium ont également été retrouvées
dans le foie et la rate 1 mois apres I'implantation pour ces mémes groupes de rats et apres un déle
de 6 mois pour les rats les moins exposés. Enfin, concernant le groupe de rats le plus fortement
contaminé, il a été remarqué que le taux d'uranium dans le plasma sanguin ne devient
significativement plus élevé que celui des rats non contaminés qu’au bout de 6 et 18 mois et que
I'excrétion de ce radioélément par la voie urinaire croit durant 6 mois et se stabilise passé ce délai.
Notons que de l'uranium a également été retrouvé en quantité d’autant plus importante que la
contamination correspondante était forte dans le cerveau et les testicules des rats, respectivemer

1 mois et 18 mois apres l'insertion des fragments d’uranium appauvri.

La contamination suite a l'insertion de fragments contaminés par de I'uranium sous la peau
est trés préoccupante car ces fragments constituent des réservoirs a partir desquels le
radioélément peut diffuser au cours du temps et conduire a I'apparition d’effets toxiques a long

terme.

L’ensemble des travaux menés sur I'étude du passage de l'uranium a travers des blessure:s

profondes est résumé dans le tableau 10.
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Contamination cutanée par I'uranium

Référence Objectif de I'étude Modeéle d’étude Composé de | Quantité Volume Aire cutanée ] Résultats
U de U déposé | contaminée | Duree
Ex vivo
Etude de la cinétiqgue dg Peau dorsale de rat ) 1,4 ug *U traverse la peau excoriée en 30 min
. N . Solution de < 3
Petitot et | passage de U a travers hairless et UO,(NO) 100 ul 177 e 24 h *Passage percutané de tJ fortement en c¢
al. 2004 | peau excoriée en cellulg peau d'oreille de 2H 1 ¥2 (500 Bq H ' d’excoriation (comparaison avec la peau intacte)
de Franz porc excoriées P en®) *Couche cornée = barriére de la peau
(tape stripping)
*U retrouvé dans le derme a 30 miguel qu:
soit le type de blessure étudié
*Rétention de U au niveau du site contaminé
lorsque l'acidité de la solution contaminée e
Comparaison de la _ donc Ia’ gravité de: la brdlune- Passag
. inétique de diffusion de In Vivo . percutané de U _retar_de . -
Petitot et cw&e\ t différent Rat Wistar Solution de 238 et 476 *L’analyse radiotoxicologique despremiéere
al. 2007a a fravers CIerents | peau dorsale rasée  UO,(NO3), € 200 pl 1,77 cih 24 h | urines sous-estime lincorporation de W eas d
et 2007b modéles de_ b_Iessure ’ Condition (U appauvri) H9 brhlure acide (rétention de U au niveau lde
exf?:g‘lrlil;rtieosncggmgqgt?is ient occlusive blessure contaminée)

P ping *Passage de U a travers la peau exco(Ree
min) + important qu'a travers la brdl
chimique et la peau intacte
*Classement du type daessure en fonction
la vitesse de translocation de U

In vivo *Contamination d’une peau excoriée entraine :
Etude des effets toxique! Souris -mort de plus de la moitié des souris contaminées
Xu et al. découlant d'une Ecorchure réalisée  Solution de 150 mg 3 gouttes 1ém 10] alo0j
2008 contamination par U sur| surla peau dorsale UO,(NO;), -perte de masse corporelle significative
une peau écorchée avec une lame de| souris ayant survécu a 10 j
rasoir *Uranium incorporé est concentré dans les reins
*Excrétion par voie fécale de U incorporé +
efficace que I'excrétion par voie urinaire en
Influence du pH de la In vivo Solution de de forte contamination
Fukuda et | solution contaminée et d Rat Wistar UO,(NO3), 0,72 et 0.27 ml X 1, 3, 6 | *Rétention de U au niveau du site contaméaré
al. 2009a | la concentration en U suf  Injection sous- (U appauvri) | 2,88 mg ’ et 24 h | cas de contamination acide
I'incorporation de U cutanée pH1let?7 *pH de la solution contaminée =facteu
déterminant pour la rétention dedu niveau d
blessure
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Contamination cutanée par I'uranium

Référence Objectif de I'étude Modéle d'étude Composé de » ) Résultats
U Quantité de U Volume Durée
P PR - :
Etude de la distribution de In vivo Solution de dﬁﬁ}ggioftem'on de U au niveau du site
| e e s R SP0ie DY Uiy, | 0saug | X | 1a4j | -S0% e la quamié e U iecée est
) : o . pH 4,2 retenue dans les reins et le squelette et ~40 %
par plaie profonde intramusculaire ' PR o AT
sont éliminés par la voie urinaire a 24 h
0.66 *Le composé le moins transférable (L@
Influence du type de 1N Vivo Solution de ,00 Ug + retenu que I(_e cor'ppost_e soluble (U0;),)
- UO,(NOs), au niveau du site d'injection
Houpert et al. composé de U sur le | Rat Sprague Dawley de |7 231 “1/3 de | ité d .
2001 passage de U a travers Injection etde X la3j ~1 e la quantité de U injectée gst retenu
. . UQO, 63 ug dans les reins et le squelette et 1/3 & 1/2 de la
une blessure profonde intramusculaire g A AT f
pH5 quantité de U injectée est éliminé par la voie
urinaire
Comparaison de la In vivo . N Transfert de U a la circulation sanguine
o e Rat Sprague Dawley Solution de 5, 14, 15, - -
Houpert et al. | cinétique de diffusion de Déndts intra et UO,(NO) 0,7 pg 50 ul 30. 60 min + important et + rapide en cas de coupure
2004 U atravers 2 types de | . p . N A (248 Bq) H ’ (intramusculaire) qu'en cas de contusion
intermusculaire aprés pH5 et24 h . .
blessure profonde o (intermusculaire)
incision
Fukuda et al. Solution de o ) L
2005 S . UO,(NO5), *Rétention de U au niveau c_iu site d'|njec_t|on
Etude de la toxicite de_ N In vivo (U appauvri) dans le cas de la contamination la plus acide
en cas de contaminatior Rat Wistar *Apparition de domm rén
et cutanée par plaie Injection pH 3,2 1,5a23,94 mg X 7] ppartfion de dommages renaux
. . ’ ’ ’ *Mortalité des rats quand quantité de U
profonde intramusculaire |- -l iniectéer
2009b pH 1 1,5 mg 374l 6 d
- . — — .
Etude de la toxicité de U In vivo Fragmgnt_s contaminés sous peau = réservoir
S Rat Sprague Dawley de U qui diffuse au cours du temps
en cas de contaminatior ; Fragments . A Aps st X N
Pellmar et al. par insertion de fragments Insertion de U 4,10et 20 X lja Détection de U dans les reins, les os dés le
. ) . o
1989 contaminés par U sous I intramusculaire de appauvri fragments 18 mois | 1* jour pour les rats les plus fortement

peau

débris solides de U
appauvri

contaminés. Détection de U dans le cerveau et
les testicules
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Les travaux discutés dans cette partie dédiée a I'étude de I'absorption cutanée de l'uranium a
travers des blessures montrent clairement que I'incorporation de l'uranium est plus rapide et plus
importante en cas de blessure qu'en cas de contamination sur une peau non lésée. Il ressot
également de ces travaux que, dans le cas d’'une contamination par une solution acide, la rétentiol
de l'uranium au niveau d'une blessure superficielle ou profonde conduit a un retardement de son
passage dans la circulation sanguine et que I'analyse radiotoxicologique des premieres urines de:

victimes contaminées sous-estimerait la dose d’uranium incorporeée.

En conclusion, il apparait que I'étude de la physiologie de la contamination cutanée par
'uranium est complexe. Elle dépend de nombreux facteurs tels que la quantité d’uranium déposée,
la forme chimique de l'uranium, le pH en cas de contamination par une solution aqueuse, la durée
d’exposition, I'étendue de la zone cutanée contaminée, la présence ou non de blessure et le type d
blessure. Chaque contamination cutanée par l'uranium peut donc étre considérée comme un ca

particulier auquel correspond une cinétique particuliére d’incorporation du radionucléide.

Cependant, certaines tendances peuvent étre dégageées indépendamment de I'état dans lequel

trouve la peau (intacte ou lésée) :

- I'incorporation de l'uranium sous une forme transférable est plus rapide et plus importante
gue l'incorporation de composés d’uranium moins solubles,

- I'exposition interne des individus est d’autant plus forte que la quantité d’'uranium déposée, la
surface contaminée et le temps de contact entre le contaminant et la zone cutanée sont
importants,

- la rétention de l'uranium au niveau de la zone contaminée est d'autant plus longue que le pH
de la solution contaminée est acide, entrainant ainsi un retardement de la diffusion de

'uranium dans I'organisme.

Grace aux diverses études menées sur lI'absorption cutanée de l'uranium et d’autres élément:
chimiques, un modéle biocinétique de plaie contaminée a pu étre développé. Ce modele, présent:
dans le chapitre suivant, permet d’estimer le niveau d’exposition interne des individus ayant été

contaminés par blessure.
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11.3.2. Le modéle biocinétique de la contamination cutanée par l'uranium

Dans la publication 78 de la Commission Internationale de Protection Radiologique (ICRP-78
1997), la contamination cutanée est reconnue comme une Vvoie potentielle dentrée des
radionucléides dans l'organisme. La peau intacte y est considérée comme une barriere suffisante
contre I'entrée des radionucléides dans l'organisme. Ce texte souligne également I'absence d’un
modele biocinétique général de la contamination cutanée qui s’explique par la multiplicité des

scénarios de contamination cutanée possibles.

Ce n’est que récemment qu'un modeéle de biocinétique des radionucléides dans les blessures
contaminées a été proposé par le National Council on Radiation Protection and Measurements au»
Etats-Unis (NCRP), en collaboration avec la Commission Internationale de Protection Radiologique
(CIPR) (NCRP 2007). Le nombre de données concernant les contaminations cutanées chez
’homme étant réduit, ce modéle a été établi d’aprés des données expérimentales obtenues sur de
modeles animaux. Des injections intramusculaire et sous-cutanée ont été employées comme model
de plaie pour les contaminations par des composés solubles. Les composés insolubles ont quant
eux été déposés dans les blessures.

Le modele biocinétique de plaie contaminée représenté sur la figure 23 est composé de cing
compartiments représentant le site de blessure (comparti@ea®) et de deux compartiments
recevant le radionucléide éliminé de la plaie, qui sont le sang et les ganglions lymphatiques

(compartiment® et @).

Injection accidentelle

J

O | Fragment

\\
v ‘/E, Particules piégées \ v
particules, [—"—%-agregat \]

(3) agrégats P V + Soluble |©
& uatli€ [ | Colloides & ‘//

état intermédiait

Figure 23.La modele biocinétique de plaie contaminée par des radionucléides (NCRP 2007).
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Ce modéle biocinétique compartimental va a présent étre décrit.

Lorsque des radionucléides pénétrent dans la blessure sous forme soluble, ils entrent directemen
dans le compartimer® « soluble ». Le comportement du radionucléide est alors fortement contrdlé
par sa chimie en solution aqueuse et en particulier par sa tendance a I'hydrolyse au pH neutre
régnant au niveau de la blessucé ¢hapitre | 8 1.1.2 pour la chimie de l'uranium en solution
agueuse). L’hydrolyse affecte non seulement la forme physique sous laquelle se trouve le
radionucléide en le faisant passer de I'état solubilisé a I'état solide, mais également sa capacité a s
lier a des ligands endogénes. Effectivement, I'hydrolyse conduisant a la disparition de la charge du
radionucléide, ce dernier ne peut plus diffuser dans le compartiment s@hgoims forme ionisée
ou liée a des ligands biologiques (Guilmetteal. 2003) ; il passe alors dans le compartin@nt
« colloides et état intermédiaire ». Une partie du radionucléide présent dans ce compartiment peu
retourner dans le compartime®t « soluble », et une autre part est convertie en une forme plus
insoluble et passe dans le compartin®nk particules, agrégats et état lié ». Pour les composés
solubles, la principale voie d’élimination depuis le site de blessure est la voie syst@mique
I'élimination des particules issues de I'hydrolyse par la voie lympha@juiependant de la
tendance du radionucléide a I'hnydrolyse.

Les compartiments directement atteints suite & une contamination par insertion de débris solides
contaminés dans la plaie dépendent de la taille de ces débris. En effet, les « particules », débris d
diameétre inférieur & 20 um pouvant étre phagocytés, entrent dans le compair@atticules,
agrégats et état lié ». Les fragments, débris de taille supérieure a 20 um ne pouvant pas étre
phagocytés, passent dans le compartir®ent fragments ». Enfin, les colloides entrent dans le
compartimen® « colloides et état intermédiaire ». Notons que les colloides ont principalement
pour origine I'hydrolyse des composés solubles. Suite a leur dégradasdn, les fragments
peuvent donner des particules et des atomes dissouts qui passent respectivement dans le
compartiment® « particules, agrégats et état lié » @t« soluble ». De méme, les particules
peuvent migrer dans et hors de la blessure sous la forme d’atomes dissouts (comprtiment
« soluble »). La principale différence de comportement entre les composeés solubles et insolubles
réside dans la voie d'élimination. En effet, les composés solides qui ont des vitesses de
solubilisation lentes peuvent montrer une clairance significative de la blessure vers les noeuds
lymphatiques. De plus, la présence de débris dans la blessure peut conduire a I'apparition d’'une
réaction inflammatoire de I'organisme dont I'objectif est d’isoler le corps étranger des tissus sains,
ce qui a pour conséquence une séquestration des deébris qui passent dans le confartiment

« Particules piégées & agrégats » et qui ne peuvent alors plus étre éliminés de la blessure.
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En couplant ce modéle biocinétique de plaie au modéle systémique de I'urahidigufe 9,
chapitre 18 1.4.1.4), il devient possible de connaitre la biocinétique globale de ce radioélément suite

a une contamination cutanée.

Il apparait donc trés clairement que la contamination cutanée, sur une peau saine ou lésée
constitue une voie d’entrée préoccupante de l'uranium dans l'organisme pouvant conduire a de
graves conséquences sanitaires. Malgré cela, aucun traitement spécifique de décontamination de
zones cutanées ou des plaies contaminées visant a limiter I'incorporation de l'uranium n’est

disponible.

II.4. Innovations récentes dans le traitement d’urgence spécifique de la contamination cutanée

par I'uranium

En cas de contamination par voie cutanée par des radionucléides, le seul traitement d’'urgence
disponible dans I'industrie nucléaire consiste en un lavage de la zone cutanée contaminée avec d
'eau, de I'eau savonneuse ou encore, comme recommandé par I'Autorité de Sdreté Nucléaire
(ASN), avec une solution de Ca-DTPA (ASN 2008) ¢hapitre 18 1.5.2).

Cependant, des études portant sur la décontamination cutanée de toxiques chimiques tels que le
pesticides ont montré que le lavage de la peau peut parfois conduire a une augmentation de
'absorption cutanée du toxique. Ce phénomene, appelé « wash-in effect », serait principalement
expliqué par une élévation du taux d’hydratation cutanée suite au lavage ainsi que par une
détérioration de la couche cornée provoquée par les agents tensioactifs constitutifs des savon:
(Westeret al. 1999a, Moodyet al. 2006). De plus, les travaux meriasvitro sur de la poudre de
couche cornée par Tymen (Tymen 2000) ont mis en évidence la faible capacité des lavages a l'eat
pure ou savonneuse a désorber I'uranium adsorbé sur les particules de couche cornée. Quant a
lavage d’'une peau contaminée avec la solution de DTPA recommandé par I'ASN, il ne constitue
pas un protocole de décontamination adapté au cas de la contamination cutanée par I'uranium, car
comme précédemment mentionné dans le paragraphe 1.5.2 du chapitre I, le DTPA n’est pas un bor
chélateur de l'uranium. Enfin, I'excision chirurgicale, ultime recours en cas de forte présence de
radionucléides dans la plaie contaminée, est souvent pratiquée tardivement et ne permet pa:
toujours de retirer la totalité du radionucléide qui y est présent (Bailey. 2003). Il est donc
nécessaire que de nouveaux traitements d’'urgence des plaies contaminées soient mis a la dispositic

des travailleurs de l'industrie nucléaire.
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Quelgues équipes scientifiques ont alors cherché a développer des systemes de décontaminatio
cutanée différents des lavages. Le nombre restreint de travaux menés dans ce domaine permet c

présenter ces derniers en détail dans cette partie du manuscrit de these.

Houpertet al. (Houpertet al. 2001) ont testén vivo chez le rat I'efficacité de décontamination
d’'une injection intramusculaire d’'une solution d'acide carballylique amido biphosphonique
(CAPBP, figure 24) suite a une contamination par plaie profonde simulée par une injection
intramusculaire de deux composés d’uranium en solution : le nitrate d’'uranyle, composé soluble, et
le tétraoxyde d’'uranium (U£), composé peu soluble. La quantité de CAPBP injectée a été fixée de
facon a assurer un exces molaire d’'un facteur 3 000 par rapport a la quantité d’uranium injectée
dans le cas de la contamination par le nitrate d’'uranyle et un exces d’un facteur 30 dans le cas de I
contamination par U@ L'efficacité du traitement a été évaluée apres sacrifice des animaux

24 heures apres la contamination.

. P(O)OH),
O\C M e i K P(O)(OH),
Hz\fi , PO)(OH),
/CH\(.} /NH\CHz/CHz R P(O)OH),
HzEC\N ] e Cé P(O)(OH),
0 “CHY > P(OXOH),

Figure 24.Molécule d’acide carballylique amido biphosphonique (CAPBP).

L’injection de CAPBP 2 minutes aprés la contamination permet, dans le cas de la contamination
par du nitrate d'uranyle, d’augmenter la proportion d’'uranium retenue au niveau de la blessure de
2,0% a 32,8 % de la quantité d’'uranium injectée. La rétention de l'uranium dans la blessure est
également augmentée dans le cas d’'une contamination par &lfe passe de 31,5% sans
traitement & 66,9 % suite a I'injection de CAPBP.

Les auteurs ont ici démontré que le traitement d’urgence d’'une contamination par l'uranium
suite a une plaie profonde de type pigdre par une injection intramusculaire de CAPBP permet de
retenir une proportion importante de l'uranium au niveau du site d’injection. L'uranium retenu
au niveau de la blessure pourrait alors ensuite étre éliminé par excision chirurgicale de la zone

contaminée, ce qui permettrait de réduire considérablement I'exposition interne de la victime.
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Cependant, la mise en ceuvre d’'un tel traitement dans l'industrie nucléaire ne peut pas étre
réalisée immédiatement sur le lieu de la contamination puisque seul le personnel médical est
habilité a réaliser des injections. Il serait alors intéressant que des études complémentaires soient
menées afin d’évaluer l'influence du temps s’écoulant entre la contamination par piqdre et
l'injection intramusculaire d’agents chélatants au service médical sur l'efficacité de ce type de
traitement. Ceci permettrait en effet d’estimer le bénéfice apporté par l'injection intramusculaire
d’agents chélatants au service médical avant I'excision chirurgicale par rapport a une excision

chirurgicale de la plaie contaminée effectuée sans injection préalable de ces agents.

Les premieres formes galéniques topiques de type pansement et gel contenant des chélateurs c
'uranium ont été développées par Houpert et al. (Hougtedl. 2004). Il a été proposé que ces
formes soient appliquées en urgence sur le lieu de la contamination cutanée afin de limiter le
passage des radionucléides a travers la peau. Les agents chélatant I'uranium employés dans cet
étude appartiennent a la famille des biphosphonates : I'acide carballylique amido biphosphonique
(CAPBP, figure 24) et I'éthane-1-hydroxy-1,1-biphophonate (EHBP, figure 25). L'EHBP étant une
molécule déja cliniguement employée dans le traitement de certaines pathologies osseuses, elle
présente l'avantage de posséder une autorisation de mise sur le marché. Ces agents ont éf
introduits, en quantité égale ou deux fois supérieure a la quantité d’uranium de la solution
contaminée, dans des gels et pansements qui sont des hydrocolloides de méthylcellulose déj
commercialisés et connus pour leur forte capacité a absorber I'eau lorsqu’ils sont a son contact.
L'efficacité de décontamination de ces formes galéniques a été évalié® sur des muscles
bovins excisés etn vivo chez des rats apres contamination par des solutions contenant des

composeés d’'uranium peu solubles : 1J0s0g ou encore UQ

_PO)XOH),
~
P(O)OH),

Figure 25. Molécule d’éthane-1-hydroxy-1,1-biphophonate (EHBP).

Dans le modélen vitro, une incision a donc été pratiquée surnwmscle bovin excisé et la
contamination a été effectuée par dépét d’une solution contenant de I'uranium sous les fogmes UO
U3Og et UQ.. Le traitement a été appliqué sur l'incision 5 minutes apres la contamination. Les
résultats de cette étude montrent que I'application durant 1 heure du gel et du pansement tous deu:

dépourvus d’agent chélatant permet de retenir respectivement de 74,7 5,3 % a 83,6 £ 12 % et de
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89,2 +6 % a 96,8 £ 0,4 % de I'uranium dans ces formes galénigues, et ce, quel que soit le compose
d’'uranium. Il a été constaté que I'ajout des agents chélatants dans le gel et le pansement ne perme
pas d’augmenter de facon significative la quantité d’'uranium qui y est retenue. Une durée de dépot
de 15 minutes, correspondant a la durée moyenne du transport de la personne contaminée au servit
médical du site nucléaire, a également été testée dans le cas de la contamination @attelO

étude a montré une réduction significative de l'efficacité de ces formes galéniques. En effet, la
guantité d’'uranium retrouvée au bout de 15 minutes dans ces derniéres est seulement d’environ 7 ¥
pour le gel et 40 % pour le pansement, I'ajout d’agent chélatant dans ces formes ne permettant
toujours pas d’augmenter la quantité d’uranium retenue.

Dans les travaux men@svivo, une incision a été pratiquée sur une patte arriere de chaque rat et
des dépots de solution d’uranium sous la forme D@ été réalisés aux niveaux intermusculaire et
intramusculaire. La contamination intermusculaire permet de simuler une blessure faite par un objet
contondant alors que la contamination intramusculaire modélise une blessure faite par un objet
coupant. Les formes topiques chargées ou non en chélateurs ont été appliquées sur la blessut
contaminée 2 minutes apres la contamination. Il a été démontré au cours de cette étude que, suite
une contamination intermusculaire, lI'application du gel et du pansement dépourvus d’agent
chélatant durant 1 heure permet de retenir respectivement 40,3 % et 62,8% de I'uranium dans ces
formes galéniques. Le gel est donc dans ce cas moins efficace que le pansement. Il a de plus ét
constaté que I'ajout de chélateurs dans ce gel ne permet pas d’améliorer son efficacité et que cett
forme galénique est difficlement éliminable de la zone cutanée contaminée. Suite a ces
observations et aux résultats obteimusgitro, seul le pansement non chargé en agent chélatant a été
testéin vivo dans le cas de la contamination intramusculaire. Il a ainsi été démontré que, dans ce
modele de blessure, I'application du pansement permet de retenir environ 28 % de I'uranium, et ce,
gue le pansement soit appliqué durant 15 minutes, temps correspondant a la durée moyenne d
transport du blessé au service médical du site nucléaire, ou pendant 1 heure.

Les résultats de cette étude montrent que le pansement testé permet I'absorption d’'une partie
de l'uranium déposé dans une blessure, I'efficacité de ce systeme variant en fonction du type de
blessure. Le fait que I'incorporation d’agents chélatant 'uranium dans ce pansement n’ait pas
conduit a une amélioration de son efficacité suggére que la décontamination n’est réalisée que
par absorption physique de la solution contaminée par le systéme qui, pour rappel, est connu
pour ses fortes propriétés absorbantes. L'uranium ainsi absorbé n’est pas retenu dans le
pansement par complexation avec un chélateur et il peut alors étre ultérieurement relargué par le
systéeme. Le traitement d'urgence des contaminations cutanées ici proposé n’est donc pas
optimal, mais il permet tout de méme de limiter I'entrée de l'uranium dans l'organisme par
absorption d’'une fraction de l'uranium présent au niveau de la blessure dans l'attente que les

traitements classiques soient administrés au service médical du site nucléaire.
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Un autre traitement d’'urgence des contaminations cutanées par l'uranium a été développé par
Yanget al. (Yang et al. 2005b). Il consiste en un hydrogel, ou gel aqueux, contenant un chélateur
de l'uranium. La particularité de ce gel réside dans le fait qu’il est fabriqué par auto-assemblage en
phase aqueuse de trois petites molécules dont deux sont des dérivés d’acide aminés connus pol
leur activité anti-inflammatoire et la troisieme est le 3-amino-1-hydroxypropylidene-1,1-
biphosphonate (pamidronate, figure 26), chélateur de l'uranium de la famille des biphosphonates.
Le pamidronate présente I'avantage de posséder une autorisation de mise sur le marché car cett
molécule est cliniquement utilisée dans le traitement de certaines pathologies osseuses. La capacit
du gel a piéger l'uranium a tout d’abord été évalirdeitro. Une solution de nitrate d’uranyle
(UO,*") a été déposée sur une portion de gel et la quantité d’uranium présente dans cette solution
été suivie au cours du temps (Yaegal. 2005a). Ce test a permis de montrer que la quantité
d’'uranium présente dans la solution contaminée est réduite d’environ 35 % au bout de 6 heures. Le
gel semble donc capable d’extraire de I'uranium depuis une solution contaminée. L'efficacité du gel
auto-assemblé a ensuite été évalueevo sur des souris. Il a été appliqué 20 minutes aprés la
contamination par une solution de nitrate d’'uranyle d’écorchures réalisées sur le dos des souris. Il a
été observé que 'application du gel permet la survie de 100 % des souris contaminées 8 jours apré
la contamination alors que 70 % des sujets n'ont pas survécus en absence de traitement. De plus

aucune perte significative de poids n’a été observée chez les souris traitées.

Figure 26. Molécule de 3-amino-1-hydroxypropylidene-1,1-biphosphonate (pamidronate).

Cette étude a été complétée par les travaux det U (Xu et al.2008) dans lesquels I'efficacité
du gel auto-assemblé préceédemment décrit (gel 1) a été comparée a celle de trois autres gels : un g
auto-assemblé contenant du DTPA comme agent chélatant (gel Il), un gel issu de la polymérisation
du chélateur pamidronate (gel Ill) et un dernier gel issu d’'une réaction d’hydrogélation impliquant
le pamidronate (gel IV). La capacité de ces gels a piéger I'uranium d’une solution contaminée a été
évaluéen vitro etin vivo sur des souris. Dans les testyitro, chaque gel a été mélangé avec une
solution de nitrate d’'uranyle et la quantité d’uranium restant dans la solution contaminée a l'issue

du test a été quantifiée. Ceci a permis de classer les gels en fonction de leur efficacité selon I'ordre

72



Travaux antérieurs

décroissant suivant : gel | >> gel Il > gel Il > gel IV. Les gels ont ensuite été itestés chez des

souris contaminées par dépot d'une solution de nitrate d’'uranyle sur des écorchures realisées su
leur dos. Chaque gel a été appliqué successivement trois fois durant 3 minutes sur la blessure et ce
15 minutes aprés la contamination. La derniére application de gel a été laissée en place jusqu’a lz
fin de l'expérience. Cette étude a montré que le taux de survie des sujets 10 jours apres la
contamination varie en fonction du gel appliqué : 92 % pour le gel I, 100 % pour le gel ll, 83 %
pour le gel lll et 58 % pour le gel IV, sachant que 42 % des souris non traitées ont survécu. Il a
également été observé que le taux d’'uranium contenu dans les reins des souris a significativemen
été réduit suite a l'application des gels, le gel | permettant la plus importante diminution. Enfin,
10 jours apres la contamination, les souris ayant recu les traitements montrent, apres une perte d
poids initiale, une élévation de leur masse corporelle alors que la masse corporelle des souris ayan
survécu a la contamination sans application de traitement n’a fait que diminuer durant cette période.
Le gel | semble donc constituer la forme la plus efficace de décontamination des plaies contaminées
par de I'uranium.

Les gels développés dans ces travaux semblent constituer des systemes efficaces de limitation
de l'absorption cutanée de l'uranium. Cependant, tout comme dans I'étude précédente de
Houpert et al. (Houpert et al. 2004), la complexation de I'uranium par I'agent chélatant n'a pas
ete démontrée et le mode d’action des gels n’a pas été étudié.

A l'issue de ce chapitre, il apparait que malgré le risque de forte exposition interne des individus
en cas de contamination cutanée par l'uranium, le développement de systémes permettant le
décontamination des plaies contaminées par ce radioélément dans l'urgence sur le lieu de la
contamination n’a fait I'objet que d’'un nombre tres restreint de travaux. Par ailleurs, a notre
connaissance, aucune de ces études n’a permis d’aboutir a la mise au point d’un systéme efficace d
décontamination des plaies contaminées par chélation de l'uranium puisqu’il n'existe pas de

traitement disponible a I'heure actuelle.
Dans ce contexte, il a donc été décidé de développer une nouvelle forme galénique véhiculant un

chélateur de l'uranium afin de palier au manque de traitement d’'urgence des contaminations

cutanées par l'uranium.
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Chapitre lll. Le 1,3,5-OCH;-2,4,6-OCH,COOH-p-tertbutylcalix[6]aréne : un chélateur

d’intérét dans le secteur nucléaire

Constatant I'absence de traitement efficace des contaminations cutanées par les actinides, le
Laboratoire de RadioChimie (LRC) de I'Institut de Radioprotection et de SOreté Nucléaire (IRSN),
en collaboration avec 'lUMR CNRS 8612, a décidé de lancer un programme de recherche visant a
mettre au point un traitement des contaminations cutanées par l'uranium. Ce programme est bas¢
sur l'exploitation des propriétés chélatantes d'une molécule de la famille des calixarénes
développée au sein du LRC pour lI'analyse radiotoxicologique dans le cadre de la surveillance des
travailleurs de I'industrie nucléaire : le 1,3,5-0O£24,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene.

Ce troisieme et dernier chapitre introductif du manuscrit de thése débutera par la présentation du
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene. Le mécanisme de chélation des ions
uranyle par cette molécule sera ensuite décrit. Enfin, le choix de I'emploi de ce calixarene dans le

traitement des contaminations cutanées par I'uranium sera justifié.

[ll.1. Présentation générale de la famille des calixarenes
[11.1.1. Définitions et structure

Les calixarénes sont des molécules macrocycliqgues formées de n unités phénoliques reliées entr:
elles par des ponts méthyléne situés en position ortho par rapport a la fonction hydroxyle
(figure 27). La synthése de telles molécules résulte de la condensation entre un phénol para-

substitué et un formaldéhyde.

OH
CH

Figure 27.Structure générale des calix[n]arénes.

La nomenclature « calixaréne » introduite en 1978 par Gutsche (Gutsche 1998) provient de
I'analogie entre la forme adoptée par certaines de ces molécules lorsque tous les cycles aromatique

sont orientés dans la méme direction et celle d'un vase grec nommeé « calix crater », « calix »
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signifiant vase, le suffixe « aréne » indiquant quant a lui la présence de cycles aromatiques qui
forment la paroi de ce vase (figure 28). Le nombre n d’unités phénoliques constituant la molécule
est indiqué entre crochets et inséré entre les termes « calix » et « aréne ». Les calixarénes les plu
couramment étudiés comportent 4, 6 ou 8 unités phénoliques, mais le nombre d’'unités peut aller
jusqu’a 20 (Leverdakt al.2000).

Figure 28.Origine de la nomenclature « calixaréne » : analogie entre la structure de la molécule

macrocyclique (a gauche) et le vase grec « calix crater » (a droite).

Les calixarénes présentent deux bords au niveau desquels divers groupements fonctionnels sor
placés (figure 29). Les groupementsRésents sur le bord supérieur du calixarene déterminent le
comportement hydrophile ou lipophile de la molécule alors que les groupemepiac& sur le

bord inférieur sont choisis en fonction de leurs propriétés complexantes.

Bord inférieur —>

Bord supérieur —>

Figure 29. Structure d’un calix[6]arene.
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[11.1.2. Applications

La principale propriété des calixarénes réside dans leur capacité a inclure de petites molécules e
des ions de facon réversible au sein de leur structure en forme de vase. Les calixarenes offrant I
possibilité de jouer sur plusieurs parametres, a savoir, la taille de la cavité, le greffage de fonctions
chimiques sur les bords supérieurs et inférieurs de la molécule et les propriétés de solubilité de cette
derniere, il est possible de construire la molécule adéquate vis-a-vis de I'élément a extraire qui peut
aussi bien étre un ion métallique, un cation organique ou encore une molécule neutre (Bohmer
1995).

Initialement employés dans la composition de plastiques synthétiques (Gutsche 1998), les
calixarénes font aujourd’hui I'objet d’un intérét grandissant dans des domaines tres variés.

En effet, les calixarenes sont de nos jours développés pour des applications biopharmaceutiques
certains calixarénes sont des molécules bio-actives qui présentent une activité anti-tuberculinique,
anti-virale ou encore anti-bactérienne et d’autres constituent des inhibiteurs d’enzyme (Bibama
al. 2009, Rodiket al. 2009). Les calixarenes amphiphiles peuvent également former des systemes
galéniques tels que des micelles, des liposomes ou encore des nanoparticules qui permettent |
transport et la libération contrdlée de principes actifs dans I'organisme (Daetdli2004a). Les
premiéres évaluations de la toxicité de tels calixarenes qui ont été nremidasetin vivo chez la
souris montrent une faible toxicité, ce qui permet d’envisager une utilisation prometteuse des
calixarénes dans le secteur pharmaceutique (Da &ilah2004a, Da Silvat al. 2004b, Coleman
et al.2008).

Les calixarenes sont également abondamment utilisés dans des applications analytiques. Ce:
macrocycles sont par exemple employés comme phase stationnaire en Chromatographie Liquide
Haute Performance (HPLC) pour la séparation de solutés (Mstyeat. 2007). L'élaboration
d’électrodes recouvertes de calixarene a conduit a la mise au point d’'un systéeme permettant la
détermination du taux sanguin de sodium (Arnaud-Mewl. 1997). Certains calixarénes sont
également employés pour la détection de molécules d’intérét pharmaceutique telles que les stéroide
(Da Silvaet al.2004a).

Enfin, les calixarénes présentent un grand intérét dans le secteur nucléaire pour le retraitement
des déchets (Asfaret al. 1995, Arenaet al. 1998, Biracet al. 2002), I'analyse d’éléments
radioactifs dans les échantillons environnementaux (Ramkatredr2002, Trivediet al. 2002) et

les excreta (Bouvier-Capeét al.2009).
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l1l.2. Le 1,3,5-OCH;-2,4,6-OCH,COOH-p-tertbutylcalix[6]aréne
[11.2.1. Formule

La molécule d’intérét du présent sujet d’étude est un calixaréne tricarboxylique de formule
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene (figure 30).

De facon générale, la structure des calix[6]arenes est flexible en solution du fait de la possibilité
des unités aromatiques de basculer vers lintérieur ou I'extérieur de la cavité. Les calix[6]arénes
peuvent ainsi adopter huit conformations appelées cone, cone partiel, 1,2-alternée, 1,3-alternée, 1,4
alternée, 1,2,3-alternée, 1,2,4-alternée et 1,3,5-alternée (@isaka996) (figure 31). Boulett al.

(Boulet et al. 2006) ont montré par modélisation moléculaire que la conformation la plus stable
dans un solvant polaire d'un calix[6]arene similaire, le 1,3,5-QZHK 6-OCHCONHOHp-
tertbutylcalix[6]arene, est la conformation cbne. La stabilité de cette conformation étant
essentiellement due a la présence des six groupements encortdrtintgle sur le bord supérieur

et de liaisons hydrogéne entre les trois groupements hydroxamiques du bord inférieur (Boulet
2006), il est fortement probable que le calix[6]arene tricarboxylique de la présente étude se trouve

également sous la conformation cone dans un solvant polaire

Figure 30. Structure du 1,3,5-OCG#R,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene.

77



Travaux antérieurs

1,3,5-alternée 1,2,4-alternée

Figure 31.Conformations des calix[6]arénes (Gutsche 1998).
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[11.2.2. Chélation de 'uranium

Pour assurer une bonne complexation des ions uranylg ) J@s complexes formés avec ces
ions doivent se présenter sous forme de structures pseudoplanaires pentacoordinées ol
hexacoordinées. Les macrocycles ayant un arrangement coplanaire de cing ou six groupement:
fonctionnels, tels que les calix[5]arenes et les calix[6]arénes fonctionnalisés, peuvent donc
constituer de bons ligands des ions uranyle (Shiekai. 1987, Arakiet al. 1993). Le choix des
fonctions complexantes a greffer sur le bord inférieupdartbutylcalix[6]arene de cette étude
s’est arrété sur les fonctions carboxyliques qui sont connues pour leur forte affinité envers les ions
uranyle (Chinet al. 1980, Shinkaiet al. 1986). Le greffage de trois fonctions chélatantes
carboxyliqgues disposées en symétrie €lr le bord inférieur dup-tertbutylcalix[6]aréne en
conformation céne permet la formation d’'un complexe pseudoplanaire hexacoordiné avec l'ion
uranyle, configuration nécessaire a la chélation de cet ion (figure 32). De plus, la présence de
seulement trois fonctions carboxyliques ainsi disposées au lieu de six groupements carboxyliques
permet d’augmenter la sélectivité de la chélation de I'ion uranyle par le calixarene €Araki
1993, Dinseet al.1998).

OCH,COOH OCH;3
CH,
U0
—_—
3
C(CH3)3 C(CHs);

Figure 32. Structure du complexe calix[6]aréne tricarboxylique -tJ¢Dinseet al. 1998).

L'étude de la chélation par le 1,3,5-O¢®i4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréne des ions
uranyle présents dans une solution aqueuse contaminée a été évaluée en extraction liquide-liquid
dans les travaux de Bagla al. et de Dinseet al. (Baglanet al. 1997, Dinseet al. 1997). Ces
études ont démontré que ce calixarene est adapté a la chélation de I'uranium et qu’il permet de
surcroit, grace a son caractére hydrophobe, d’extraire quantitativement les ions uranyle depuis une
solution agueuse contaminée vers une phase organique. Il a également été établi que la chélatio
d’'un ion uranyle (UG est réalisée par échange de deux protons de deux fonctions carboxyliques
d’'une molécule de calixaréne (bHselon le mécanisme décrit dans I'équation 3 (Boateal.

2008).

LH orga + UOZZJ;q < LHUO 2orga +2 H;q Equation 3)
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La constante d’extraction de l'ion uranyle par le calixarene a été évaluée en extraction liquide-
liquide & 4,68 + 0,92.1% avec I'emploi comme phase organique d’un solvant industriel & base de

composeés aromatiques, le solvesso (Dinse 1999).
[11.2.3. Utilisation en analyse radiotoxicologique

Le 1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene permettant I'extraction sélective et
guantitative de l'uranium depuis un milieu agueux complexe, il a été employé en analyse
radiotoxicologique pour la séparation de l'uranium du milieu urinaire dans le cadre de la
surveillance des travailleurs de I'industrie nucléaire soumis a des risques de contamination interne
(Baglanet al. 1997, Dinseet al. 1997, Dinseet al. 2000). Les recherches menées au sein du
Laboratoire de RadioChimie de l'Institut de Radioprotection et de Sdreté Nucléaire ont aboutit a
I'élaboration de colonnes contenant du calixarene qui permettent d’extraire des urines les actinides
uranium, plutonium et américium et de les séparer les uns des autres en vue de leur dosage
respectif, de facon significativement plus simple et plus rapide que les systémes actuellement
employés (Boulet 2006, Poriet al.2007). Cette application innovante des calixarénes a fait I'objet
d’'un dépot de brevet (Duvat al.2006).

[11.3. Intérét du 1,3,5-OCHs-2,4,6-OCHCOOH-p-tertbutylcalix[6]aréne en décontamination

cutanée

Le 1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene constituant un bon agent chélateur
des ions uranyle, il a été décidé de mettre a profit I'affinité de cette molécule pour les actinides dans
la prise en charge du personnel de I'industrie nucléaire ayant fait I'objet d’'une contamination. Un
programme de recherche visant a développer des formes pharmaceutiques pour le traitemen
d'urgence des contaminations cutanées par l'uranium a alors été initié par cette these afin de
répondre au besoin de traitement d’'urgence des contaminations cutanées par l'uranium dans
l'industrie nucléairedf. chapitre 11 § 11.4).

En effet, le 1,3,5-OCH2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréne semble constituer une
molécule particulierement bien adaptée a la décontamination cutanée car, en plus de sa capacité
chélater I'uranium, ce calixarene présente des propriétés physico-chimiques rendant peu probable
son passage a travers la peau: taille importante de 1189,71 Da, capacité de ses fonction:
carboxyliques a établir de fortes et nombreuses liaisons hydrogéne avec les constituants de la pea
et hydrophobie df. chapitre Il § 11.1.2.4). Ceci laisse envisager une chélation et une rétention des
ions uranyle d’'une solution contaminée au niveau de la surface de la peau. Cependant, ce calixaren
se présentant sous forme de poudre non soluble en phase aqueuse a l'issue de sa synthese, il ne p

étre employé directement sous cette forme pour la décontamination cutanée.
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L'objectif de ce sujet de thése est donc d’intégrer le 1,3,54X#H6-OCHCOOHp-
tertbutylcalix[6]arene dans une forme pharmaceutique destinée a l'usage cutané qui permette de
rendre ce calixaréne disponible pour la chélation des ions uranyle présents dans une solution
agueuse contaminée afin de limiter le transfert de ce radioélément a travers la peau et donc de
limiter son incorporation et ses effets toxiques.

Le choix de la forme galénique devra se faire dans le respect des contraintes de formulation
imposées par la chimie du 1,3,5-0£24,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene. En effet, bien
gu'il soit possible de modifier la structure de ce calixarene afin de préparer des systémes galéniques
tels que des supports greffés ou encore des polymeres de calixaréne, les rendements de synthése
la molécule de calixaréne modifiée sont beaucoup trop faibles pour envisager la formulation de tels
systemes (Souane 2005).
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Conclusion

La contamination cutanée représente un mode de contamination trés préoccupant dans l'industrie
nucléaire puisqu’elle peut conduire a une forte exposition interne des individus. Les études menées
sur la physiologie de la contamination cutanée par l'uranium ont montré que le passage de ce
radioélément a travers la peau intacte ou lésée est rapide et que son entrée dans la circulatio
sanguine s’effectue en moins de 30 minutes. La toxicité de l'uranium ayant pénétré dans
'organisme se manifeste alors principalement par des dysfonctionnements rénaux dont la sévérité e
la réversibilité sont fonction de la quantité d’'uranium incorporeée.

La prise en charge actuelle des contaminations cutanées débute sur le lieu de la contaminatior
par un ringcage des plaies contaminées avec des solutions contenant des agents chélatants ayant pc
but d’éliminer les radioéléments résiduels de la surface cutanée. Elle se poursuit aprés transfert de I
victime au service médical du centre nucléaire par une administration par voie intraveineuse de
chélateurs visant a accélérer I'élimination des radioéléments de I'organisme par les voies naturelles.
Cependant, les agents chélatants employés ne permettant pas la complexation de l'uranium, le:
traitements précédemment décrits ne sont pas efficaces en cas de contamination cutanée par c
radionucléide. Il n’existe donc pas a I'heure actuelle de traitement efficace des contaminations
cutanées par l'uranium.

Dans l'optiqgue de développer de nouvelles molécules plus affines de I'uranium, de nombreux

travaux de synthese chimique ont été entrepris. Parmi les molécules synthétisées se trouve la famille
des calixarénes et plus particulierement le 1,3,5-@Z# 6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene.
Cette molécule macrocyclique qui présente une forte affinité pour les ions uranyle a déja été
appliguée avec succes en analyse radiotoxicologique dans le cadre de la surveillance des travailleur
de l'industrie nucléaire pour extraire séparément les actinides uranium, plutonium et américium des
urines et permettre leur dosage respectif.

Ainsi, le 1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene constitue un candidat potentiel
au traitement des contaminations par I'uranium et nous envisageons de mettre a profit ses propriété:
de chélation pour le traitement d’'urgence des plaies contaminées par de I'uranium. L'objectif de ce
travail est de proposer une forme galénique adaptée a I'application cutanée et rendant disponible le
calixaréne pour piéger et confiner I'uranium au niveau du site de contamination afin de limiter son
entrée dans I'organisme. Cette forme galénique innovante a été développée et évaluée dans la part

expérimentale de cette these.
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véhiculant le 1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOH-p-tertbutylcalix[6]aréne
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Evaluation du potentiel de cette forme pour la décontamination d’une solution

chargée en uranium
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Comme il a précéedemment été expose, la contamination par l'uranium des travailleurs de
l'industrie nucléaire par voie cutanée représente un mode de contamination préoccupant pour leque
aucun traitement spécifique n’est disponible a I'’heure actuelle. Le 1,3,3-2€J8-OCHCOOH-
p-tertbutylcalix[6]aréne présente une forte affinité pour les ions uranyle, ce qui suggére que ce
calixaréne pourrait étre utilisé dans le traitement des contaminations cutanées par I'uranium pour
piéger a la surface de la peau les ions uranyle d’une solution contaminée et ainsi limiter I'entrée de
ce radioélément dans l'organisme. Cependant, ce calixaréne se présentant sous la forme d’une

poudre hydrophobe, il ne peut pas étre appliqué directement sur une peau ou une plaie contaminée.

Les objectifs de ce chapitre sont : 1) de proposer une forme galénique adaptée a I'usage cutane
capable de véhiculer le 1,3,5-O¢R4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene et 2) de vérifier
gue cette forme galénique rend disponible le calixaréne pour la chélation des ions uranyle présents
dans une solution aqueuse contaminée en vue d’'une application au traitement des contamination:

cutanées par l'uranium.

Le choix du systeme galénique présenté dans ce chapitre est basé sur le caractére amphiphile d
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene. En effet, la tendance de cette molécule a
se placer a linterface entre une phase aqueuse et une phase organique a été exploitée dans
préparation d'un systéme émulsionné particulier : une nanoémulsion. Cette nanoémulsion de type
huile dans eau consiste en une dispersion de gouttelettes d’huile de paraffine de diamétre moyer
inférieur & 200 nm dans une phase aqueuse. La caractérisation physico-chimique de cette
nanoémulsion a permis de mettre en évidence la présence de molécules de calixarene a la surfac
des gouttelettes huileuses dispersées, ce qui suggere que ces molécules sont potentiellemer
disponibles pour chélater les ions uranyle d’'une solution agueuse contaminée. Afin de vérifier cette
hypothése, la nanoémulsion de calixaréne a été mise en contact avec une solution de nitrate
d’'uranyle et la quantité d’'uranium demeurant en phase aqueuse a l'issue de ce contact a été évalué
Les résultats montrent que plus de 80 % de I'uranium de la solution contaminée sont extraits par la
nanoémulsion de calixarene, ce qui confirme que des molécules de calixaréne sont présentes e

disponibles pour la chélation des ions uranyle a la surface des globules huileux de la nanoémulsion.
Ainsi, la nanoémulsion de calixaréne développée dans ce chapitre constitue un systeme

galénique destiné a l'usage cutané qui permet d’extraire de facon quasiment quantitative les ions

uranyle d’'une solution agueuse contaminée.
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Publication 1: Calixarene-entrapped nanoemulsion for uranium

extraction from contaminated solutions
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Abstract

Accidental cutaneous contamination by actinides such as uranium occurring to nuclear power plant
workers can lead to their dissemination in other tissues and induce severe damages. Until now, na
specific emergency treatment for such contamination has been developed. The aim of the presen
work was to formulate a tricarboxylic calix[6]arene molecule, known to exhibit good affinity and
selectivity for complexing uranium, within a topical delivery system for the treatment of skin
contamination. Since calixarene was shown to reduce oil/water interfacial tension, we have
designed an oil-in-water nanoemulsion, taking advantage of the small droplet size offering a high
contact surface with the contaminated aqueous medium. Characterization of the calixarene
nanoemulsion was performed by determination of the oily droplet size, zeta potential and pH,
measured as a function of the calixarene concentration. The obtained results have confirmed the
surface localisation of calixarene molecules being potentially available to extract uranyl ions from
an aqueous contaminated solution. In a preliminary experiment, the calixarene nanoemulsion was
used for the removal of free uranium from an agueous contaminated solution. Results showed that
the calixarene nanoemulsion extracted up to 80£5% of uranium, which demonstrates the potential

interest of this delivery system for uranium skin decontamination.
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Introduction

The nuclear industry requires every year the manipulation of tens of thousand tons of uranium
during the diverse steps of nuclear fuel treatment. Despite the protection means implemented in the
workplace, a few incidents might induce internal contamination of workers by actinides either by
inhalation, ingestion or penetration through wounds or intact skin. Although the most current
contamination pathway is inhalatfgrcontamination through intact or wounded skins is still a big
concern, since it may induce a high internal exposure after translocation of the radionuclides from
the contamination site into the bddy Moreover, no specific emergency treatment of wound or
cutaneous contamination exists. Indeed, the current medical care only occurs after transfer of the
victim to the medical unit of the nuclear site and it only consists in local decontamination by rinsing
the wound with soaped water or a 25% calcium salt of diethylene triamine pentaacetic acid (Ca-
DTPA) solution. This procedure is often followed by a decorporation treatment through intravenous
injection of 1 g of Ca-DTPA in 4 ml to reduce the risks of tissue damage and cancer iffddction
surgical excision of the contaminated tissues can be needed in order to remove residual
radionuclides and prevent their penetration into the boblevertheless, in case of uranium
contamination that may be responsible for strong kidney tokititijese procedures are ineffective.
Indeed, Ca-DTPA exhibits a low selectivity and affinity for uranium in biological medium and can
increase the risk of acute nephritis due to uranium precipitation in the kidtéySome more
specific chelating agents have been developed in order to decorporate uranium from the body
Except the biphosphonate molecule séfi&s none of those chelating agents have been used for
skin decontamination. In addition, specific uranium chelation by biphosphonate molecules has not
been fully demonstrated.

In this context, we have developed a new topical formulation for the treatment of uranium skin
contamination. In this order, we have taken advantage of the particular chelation properties of a
calixarene molecule developed in our laboratories for radiotoxicological analyses purpose.
Calixarene selectivity, affinity and extraction efficacy of uranium present in traces in biological
media has been successfully shown in previous stidi€se goal of the present study is to
formulate calixarene molecules in a topical delivery system for skin decontamination. Taking into
account the interfacial properties of calixarene molecules, we have developed an oil-in-water (O/W)
nanoemulsion. Nanoscale systems have already been developed for detoxificatiort’tHeaagy
for actinides decorporatioh but they have never been applied to radionuclides skin
decontamination. In this paper, the physicochemical properties of the calixarene nanoemulsion have

been characterized and its efficiency for uranium extraction has been evaluated.
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1. Materials and methods
1.1. Materials

Calixarene molecule (Fig.1) was synthesized as described in the patent by Duval and
coworkerg’. Other components used for formulation were paraffin oil (d = 0.86), (VWR, Fontenay
sous Bois, France), non ionic surfactants sorbitan monooleate (Span® 80) and polyoxyethylene
glycol sorbitan monooleate (Tween® 80), purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Water used in all experiments was obtained from a Milli-Q® Synergy 185 water
purification system (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Acetonitrile, trifluoroacetic
acid and tetrahydrofuran of HPLC grade used in HPLC studies were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France). Uranium-contaminated solutions were prepared by diluting an
agqueous standard depleted uranium solution (1,000 mg/l in 2% FHB¥REX Certiprep, Horiba
Jobin Yvon, Longjumeaux, France). The pH of the contaminated solutions was adjusted to 5 with

0.01 M acetate buffer. All reagents were used as received without further purification.

Figure 1: Structure of 1,3,5-0G#2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene

1.2. Methods

1.2.1. Determination of calixarene solubility in paraffin oil

The solubility of calixarene in paraffin oil was determined using the following protocol. An
excess amount of calixarene powder was added to the oil solution and kept under magnetic stirring
for 24 h to reach equilibrium. The sample was centrifuged at 146,000 g for 1 h at 20°C. An aliquot
of the supernatant was 10-fold diluted with tetrahydrofuran and then analysed by HPLC. The HPLC
system used was an Agilent 1200 Series apparatus (Agilent Technologies, Massy, France.)
equipped with an auto-sampler (1200 Series Standard Autosampler), a mobile phase delivery pump
(1200 Series Quaternary Pump) associated with a degasser (1200 Series Vacuum Degasser), a U\
Visible detector (Multi-Wavelength Detector) and a data module (HPLC 2D ChemStation
Software). The stationary phase was a Zorbax Eclipse XDB-C8 column (150 x 4.6 mm, 5 micron)

and a mixture of acetonitrile and trifluoroacetic acid (0.05%) was used as mobile phase. The
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injection volume was set at 20 pl and the absorbance measurement was performed at 210 nm, ¢
wavelength that is suitable to detect calixarene. Calibration curves were performed from 10 to
75 pg/ml by diluting appropriate amount of calixarene powder in a mixture of oil and
tetrahydrofuran at a 1:9 ratio (v/v). The limit of detection was 0.05 pg/ml and the limit of

guantification was 0.15 pg/ml.

1.2.2. Interfacial tension measurement

The paraffin oil/water interfacial tension was measured with a Tracker oil drop tensiometer
(I. T. Concept, Longessaigne, France). Pure oil droplets and calixarene saturated oil droplets of
15 pl were formed in pure water and 6.4 mg/l uranium contaminated water. The interfacial tension

was recorded continuously during one hour at 25+2°C.

1.2.3. Preparation of nanoemulsions

Nanoemulsions were prepared by the emulsion inversion point miéthwdter was slowly

added to a mixture of paraffin oil, non ionic surfactants and calixarene under slight stirring using a
magnetic stirrer. The emulsification temperature was kept at 50°C. Samples were then cooled at
room temperature under slight stirring. The amounts of surfactants, oil and water were 5%, 20% and
75% (w/w), respectively. The mixture ratio of Tween® 80 and Span® 80 was adjusted to reach the
hydrophilic-lipophilic balance (HLB) value that ensures the optimum emulsification conditions.
The optimum amount of drug content was determined by adding various quantity of calixarene to
the oily phase. Unloaded formulations were also prepared. The nanoemulsions were stored at roon

temperature.

1.2.4. Characterization of calixarene nanoemulsions

All nanoemulsions were characterized with respect to droplet size, morphology, zeta potential
and pH measurement. These analyses were repeated after four and six months.

1.2.4.1.0Optical microscopy

Nanoemulsions were observed with an optical Leitz Diaplan microscope (Leica Microsystemes,
Rueil-Malmaison, France) equipped with a Coolsnap ES camera (Roper scientific, Evry, France).

1.2.4.2.Droplet size measurement

The droplet size distribution was determined by quasi-elastic light scattering with a
Nanosizer/Zetasizer® ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.). Samples were prepared by
appropriate dilution in ultra-filtered (0.22 um) Milli-Q water and analyses were done at 25°C in

triplicate to determine the mean droplet size and the polydispersity index.
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1.2.4.3.pH measurement

The pH of nanoemulsions was determined at 20°C with a MeterLab/pH M240 pH-meter
equipped with combined pH electrodes suited for emulsion pH measurement (Radiometer

Copenhagen, Denmark).

1.2.4.4 Zeta potential

The zeta potential of the nanoemulsion was determined using a Nanosizer/Zetasizer® ZS
(Malvern Instruments, Worcestershire, U.K). Each sample was properly diluted in ultra-filtered

(0.22 um) 1 mM NacCl. Analyses were performed in triplicate at 25°C.

1.2.4.5.In vitro extraction study

The extraction of uranium by calixarene nanoemulsion was determined by measuring the amount
of free uranium remaining in the aqueous phase after ultrafiltration-ultracentrifugation of a mixture
of calixarene nanoemulsion and uranium solution using Micfdooentrifugal filter devices
(3,000 Da, Millipore, France). Nanoemulsion and contaminated solution were mixed together in
equal volumes and the mixture was either shaken or kept under static condition during one hour.
Aliquots were then introduced into Microcbfilters and centrifuged at 3,800 g for 30 minutes at
20°C. Free uranium present in the filtrate was measured by Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS, X Series Il, Thermo Electron, Courtaboeuf, France). Experiments were
performed with nanoemulsions that do not contain calixarene molecules (unloaded nanoemulsion)
and with calixarene molecules (loaded nanoemulsion), in order to evaluate the contribution of the

constituents of the formulation on the extraction of uranium.

2. Results and discussion

2.1. Solubility of calixarenein paraffin oil

Cutaneous application of calixarene-containing nanoemulsion requires quick skin
decontamination after contact with uranium. Therefore, the nanoemulsion has to display a
superficial and efficient action with a least penetration into the skin. As a consequence, a mineral oil
was chosen as the oily phase of the nanoemulsions because of its low skin penetration and gooc
stability?> %%

In preliminary tests, the solubility of calixarene powder in two mineral oils, silicon and liquid
paraffin, was tested macroscopically. The observations revealed that calixarene is less soluble in
silicon than in paraffin oil so this latest was chosen as the oily phase of nhanoemulsion. Calixarene

solubility in paraffin oil was determined by HPLC and displayed a value of 12 pg/ml.
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2.2. Calixarene surfacetension properties

The behaviour of calixarene molecules at the paraffin oil/water interface was studied by
interfacial tension measurement. As observed in figure 2, the addition of calixarene in oil strongly
reduced the oil/water interfacial tension from 45 to 17 mN/m at 24 h. This effect means that
calixarene molecules tend to localize at the oil/water interface exhibiting interfacial properties
(figure 2c compared to a). Calix[n]arene molecules, n representing the number of phenolic units, are
known to be mostly water-insoluble and to form stable Langmuir films at the air/water interface. It
has been shown thpttertbutylcalix[6]arene molecules similar to the one of the present study tend
to localize at the water/air interface in a parallel orientaii@nthe polar groups of the molecules
into the water phase and their average plane parallel to the interface, and that this parallel
orientation can gradually be lost after compression of the monolayér fiinThe 1,3,5-OCkt
2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene molecules may thus present a parallel orientation at the
oil/water interface, with their three carboxylic groups into the water phase available for uranium
chelation. The addition of a 1,000-fold uranium excess quantity in the agueous medium did not
change the calixarene loaded oil/water interfacial tension, meaning that calixarene-uranium
complexes mainly stay at the oil/water interface (figure 2d compared to b). This hypothesis was
confirmed by liquid-liquid extraction experiments in which 88.1+3.4% of the uranium fraction that
had been extracted from the aqueous phase were recovered at the oil/water interface. It was
therefore interesting to use this particular interfacial property of the calixarene to prepare an
emulsified system which should make calixarene more available to the uranium present in the

external aqueous phase.
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Figure 2: Evolution of the oil/water interfacial tension according to time as a function of the
presence or not of calixarene in oil and uranium in water. 2a: oil/water interfacial tension; 2b:
oil/water interfacial tension in presence of 6.4 mg/l of uranyl nitrate in water; 2c: oil/water
interfacial tension in presence of 12 pug/ml of calixarene in paraffin oil; 2d: oil/water interfacial
tension in presence of 12 pug/ml of calixarene in paraffin oil and 6.4 mg/l of uranyl nitrate in water.

2.3. Preparation of calixarene nanoemulsion

The optimal hydrophilic-lipophilic balance (HILR) which corresponds to the adequate
surfactant ratio ensuring the best emulsion stability has been determined on unloaded
nanoemulsion. In order to obtain the Hj,Bvalue, nanoemulsions were prepared with various
surfactant ratios and their relative dispersed oil droplets size and size distribution homogeneity were
determined. The smallest droplet size and the most homogeneous size distribution have been
observed for an optimal HLB value of 11. Increasing amounts of calixarene were then introduced in
the oily phase of the nanoemulsion at this optimal HLB. During the emulsification process, an
increase in viscosity was observed after adding the first drops of water in the oily phase. This
phenomenon which corresponds to the transition from water in oil to oil in water erflisas
clearly delayed with the presence of calixarene. Indeed, when the incorporated quantity of

calixarene increased, the addition of a higher volume of water was necessary to obtain the phase
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inversion. According to the results of surface tension measurements, the calixarene molecule shows
a strong surfactant character that can explain the stabilization of the initial dispersion of water
droplets in oil and the difficulties to obtain the phase inversion in its presence. After preparation, all

nanoemulsions presented a milky aspect with apparently a low viscosity.

2.4. Characterization of calixarene nanoemulsion

As can be seen in figure 3, the mean dispersed oil droplet size is nearly 175 nm and decrease:
significantly (p < 0.05) to 150 nm from a calixarene concentration in the nanoemulsion of 2 mg/g.
This size decrease is coupled to a significant increase (p < 0.05) in the polydispersity index (PDI)
from 0.140 to 0.250. The presence of calixarene in nanoemulsions modifies the size distribution
profile of dispersed oil droplets, however, the PDI remains weak enough (PDI < 0.250) to assert

that the size distribution is homogeneous.
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Figure 3: Evolution of oily droplets size and polydispersity index (PDI) according to calixarene

concentration in the nanoemulsion.

pH measurement of the continuous water phase of calixarene nanoemulsion shows that the
addition of calixarene to the nanoemulsion leads to a significant reduction of pH of more than one
unit (Fig. 4). This pH decrease is probably due to the deprotonation of carboxylic functions of
calixarene and tends to show that it is mainly due to the presence of calixarene molecules at the oll

droplets surface.
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Figure 4: Evolution of O/W nanoemulsion pH as a function of calixarene concentration in
nanoemulsion (on the left). Schematic illustration of calixarene localisation in the nanoemulsion (on
the right).

The presence of calixarene molecules at the oil/water interface was also confirmed by zeta
potential measurements (Fig. 5). Zeta potential measurement of unloaded nanoemulsions indicates :
negative value of -13 mV despite the use of non ionic surfactants. This can be due to interactions
between hydroxyl ions and ethoxy groups protruding at the oil/water intérfact® the presence
of surfactants hydrolysed products. Increasing calixarene concentration in nanoemulsion leads to a
decrease of zeta potential from -13 mV to -50 mV until a calixarene concentration of 4 mg/g in the
nanoemulsion, concentration at which the zeta potential does not change significantly from this
minimal value. This observation can be correlated with the pH changes that suggest that calixarene
molecules present at the oil droplets surface are partially deprotonated at the pH of the water phase
of nanoemulsions, leading to the emergence of negative charges. The high zeta potential reductior
should be an advantage since it is going to ensure a better calixarene nanoemulsion stability by

increasing electrostatic repulsive forces between oily dréflets
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Figure 5: Evolution of zeta potential according to calixarene concentration in the nanoemulsion (on

the left). Schematic illustration of calixarene localisation in the nanoemulsion (on the right).

Microscopic observation of unloaded and calixarene loaded nanoemulsions shows the formation
of calixarene crystals in the aqueous phase of the nanoemulsions starting from a calixarene
concentration of 6 mg/g (Table 1). However, the monitoring of calixarene nanoemulsion stability in
terms of size, zeta potential and pH indicates that the presence of these crystals does not destabiliz
the nanoemulsions during at least 6 months.

Table 1: Formation of calixarene crystals in the aqueous phase of the nanoemulsion as a function of

calixarene concentration in nanoemulsion.

Calixarene
concentration 0 2 4 6 8

(mg.g")

Microscopic
observation
(scale: 20 um)

Presence of
calixarene - - - + ++
crystals
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The nanoemulsion characterization confirms that calixarene molecules are likely to stand at the
surface of the oily droplets rather than being trapped in the inner phase of the nanoemulsion. These
calixarene molecules are therefore potentially available to trap uranium molecules present in an

aqueous contaminated solution.

2.5. Invitro evaluation of the extraction efficiency of calixarene nanoemulsion

The potential of calixarene for topical decontamination versus uranium was testeih vtem
setup. In this setup, a calixarene concentration of 2 mg/g within the nanoemulsion was used and the
contaminated solution was prepared in acetate buffer at pH 5 to optimise the extraction cShditions
In a preliminary experiment, it was verified by HPLC measurements that the ultrafiltration
technique used to separate the complexated uranium species from free uranium does not allow the
transport of oil, surfactants and calixarene molecule. It was thus possible to quantify free uranium
present in the filtrate by ICP-MS measurements after ultrafiltration of the mixture of calixarene
nanoemulsion and uranium contaminated solution. However, constant retention of uranium on the
ultrafiltration device itself has been observed as also shown by BttResention was due to the
interaction between uranium and the Microcon® filter. When adsorption onto the filter was tested
according to the pH of the contaminated solution, the percentage of retained uranium decreases
from 47% at pH 5 to 8% at pH 2, suggesting that the uranyl ions probably interact with the filter in
an electrostatic way. In our experimental conditions, with a contaminated solution of pH 5,
retention has been estimated at 47% independently of the uranium concentration ranging from 10 to
10,000 pg/l and was taken into account in the evaluation of the efficacy of calixarene
nanoemulsion. After ultrafiltration of uranium solution, the uranium quantification in the retentate,

the filter and the filtrate showed that no uranium concentration occurred in the retentate (Table 2).

Table 2: Uranium material balance in Microcon® centrifugal filter device.

% of deposited uranium in Microcon® centrifugal filter unit

Retentate Filter Filtrate Total

64.6+3.4 23.512.4 17.0+0.7 106.3+4.2

After this step of ultrafiltration method validation, a test of uranium extraction by the calixarene
nanoemulsion has been carried out. A 2 mg/g calixarene nanoemulsion (ensuring the absence o
calixarene crystals) was mixed with a 40 pg/l nitrate uranyl solution at pH 5 to obtain a 10,000-fold
excess of calixarene. This excess guarantees good uranium extraction conditions in liquid-liquid

extractiori’. The efficacies of the calixarene nanoemulsion and of a solution of calixarene in
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paraffin oil treated in the same conditions have been compared. The uptake of uranium by the
nanoemulsion was quick, a few minutes (data not shown) and the results in figure 6 indicate that
calixarene nanoemulsion extracts about 87.0£6.0% of uranium of the contaminated solution under
dynamic condition and that the calixarene nanoemulsion is still efficient under static condition (i.e.
the mixture is not shaken during incubation) with an uranium extraction of 79.8+5.1%. The static
conditions used in this experiment should be close to topical application of the formulation in case
of uranium cutaneous contamination. The calixarene in paraffin oil solution is not efficient under
static condition (uranium extraction of 8.3+0.2%), which demonstrates clearly the relevance of the
choice of our emulsified system that exhibits a larger surface of contact between the oily calixarene
loaded phase and the contaminated aqueous phase. Comparing the unloaded and loade
nanoemulsions, we can see that the efficiency increases from 31.9£2.2% to 87.0+6.0% under
dynamic condition and from 16.7+4.9% to 79.8+£5.1% under static condition. These increases are

due to uranium chelation by calixarene molecules in the loaded nanoemulsion.

100, T 1 Dynamic - Unloaded nanoemulsion
< g0 1 Dynamic - 2 mg/g calixarene loaded
‘5 nanoemulsion
L 60+ Bl Dynamic - Calixarene loaded paraffin oil
_S 40 Static - Unloaded nanoemulsion
g T Static - 2 mg/g calixarene loaded
5 20- % nanoemulsion
EA Static - Calixarene loaded paraffin oil
0 7/
Dynamic Static

Figure 6: Percentage of uranium extraction by unloaded nanoemulsion, 2 mg/g calixarene loaded
nanoemulsion and calixarene loaded paraffin oil under dynamic and static contact with an uranium

contaminated solution.

It is important to stress that unloaded nanoemulsion extracts a small part of uranium, so the
action of each nanoemulsion component on the uranium extraction was studied. Indeed, unloaded
paraffin oil and surfactants mixture (in the same relative proportion than in the nanoemulsion) have
been put in contact with contaminated aqueous solution at pH 5 under dynamic condition during
one hour (Fig. 7). As expected, paraffin oil does not trap uranyl ions (3.6x0.5%) but the surfactants
mixture extracts 88.1+4.1% of uranium from the contaminated solution. The surfactants that are

organized under micellar forms in aqueous medium seem to be able to trap uranyl ions due to
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electrostatic interaction between uranyl ions and surfactants ethoxy groups. We hypothesize that the
difference in the surfactants organisation between the non loaded calixarene nanoemulsion and the
micellar solution i(e. aggregates size and number, interfacial area and sterical hindrance) could

explain the lesser uranium extraction rate by the non loaded calixarene nanoemulsion (31.9£2.2%,

figure 6). Indeed, the surfactants seem to be less able to trap uranyl ions when they are organizec
into the nanoemulsion.
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Figure 7. Percentage of uranium extraction by each component of the nanoenasiba, pure
paraffin oil on one side and the surfactants mixture on the other side, after one hour of dynamic
contact with an uranium contaminated solution.

The extracted uranyl ions have then be de-extracted from the calixarene nanoemulsion by
acidifying the retentate obtained after ultrafiltration of the mixture calixarene nanoemulsion and
uranium contaminated solution with a 4 M Hp€blution in order to break the calixarene-uranium
complexX®. The acidified retentate has been shaken during two hours and then ultrafiltered, knowing
that at this pH uranium is not retained by the cellulose filter. As we can see in figure 8, 103.2+9.7%
of extracted uranium is recovered. So, the part of uranium trapped by surfactants and the part of

uranium extracted by calixarene molecules present at the surface of the dispersed oil droplets have
both been recovered.
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Figure 8: Percentage of uranium recovered after extraction and de-extraction processes during

in vitro studies of the efficiency of calixarene hanoemulsion.

3. Conclusion and perspectives

In this study, we have taken advantage of calixarene interfacial properties demonstrated by
interfacial tension measurements to incorporate this molecule in an oil in water nanoemulsion
designed for topical application. The presence of calixarene molecules at the surface of the
dispersed oily droplets was demonstrated by measurements of oily droplets size, zeta potential anc
pH. Then, it has been established by the mean of an adapted ultrafiltration method that calixarene
location within the nanoemulsion induced the extraction and retention of about 80% of uranium
from an aqueous contaminated solution. These interesting results were obtained under static
conditionsthat are close to the expected use conditions. The calixarene nanoemulsion appears to be
a very promising system for uranium skin decontamination. Efficiency of this nanoemulsion should

be in the future assessedvivo on skin biopsies anid vivo on animal models.
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Chapitre Il

Dans le chapitre |, la forme galénique que nous avons développée pour véhiculer le
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOH-p-tertbutylcalix[6]arene a été présentée. Nous avons également
démontré que cette forme, qui consiste en une nanoémulsion de type huile dans eau, est capable c
rendre le calixaréne disponible pour la chélation des ions uranyle présents dans une solution
agueuse contaminée. D’aprés ces résultats, la nanoémulsion de calixaréne semble constituer u

candidat potentiel pour le traitement des contaminations cutanées par l'uranium.

L'objectif des travaux présentés dans le chapitre Il est d'étudieitro I'efficacité de
décontamination de la nanoémulsion de calixaréne et de déterminer les parametres influencant cett
efficacité. En effet, en vue d’appliquer cette nanoémulsion de calixarene comme traitement
d’'urgence des contaminations cutanées, il nous a paru indispensable de déterminer les condition:
dans lesquelles la nanoémulsion de calixaréne présente une action optimale. Cette étude a ét

réalisée in vitro par mise en contact de la nanoémulsion de calixaréne avec une solution d’uranium.

Dans ce second chapitre, les divers facteurs susceptibles d’exercer une influence sur 'action de
décontamination de la nanoémulsion de calixarene ont été étudiés. En premier lieu, le délai d’action
de la nanoémulsion de calixaréne a été évamlwitro. L'étude de la cinétique d’extraction par la
nanoémulsion de calixaréne des ions uranyle depuis une solution agueuse contaminée a confirme
gue cette forme galénique présente une réelle action de décontamination puisqu’elle permet
d’extraire plus de 80 % de I'uranium de la solution aqueuse contaminée. De plus, son action est trés
rapide car I'optimum d’extraction est atteint des 5 minutes de contact statique avec la solution
contaminée. Ce résultat suggere que la nanoémulsion de calixarene est adaptée au traitemer
d'urgence des contaminations cutanées par lI'uranium. D’apres I'étude de l'influence du pH, du
volume et de la concentration en uranium de la solution contaminée, il apparait que le pH de la
solution contaminée constitue le parametre affectant le plus I'action de la nanoémulsion en
entrainant une diminution importante du rendement d’extraction de l'uranium par la nanoémulsion
de calixaréne en cas d’acidification de la solution contaminée. Cependant, nous avons démontré que
linfluence de ce parametre peut étre minimisée en préparant une nanoémulsion de calixaréne
tamponnée a pH = 5. Enfin, ces travaux ont permis de déterminer la quantité optimale de calixaréne

a incorporer dans la nanoémulsion afin d’assurer une action de décontamination optimale.

L’ensemble des résultats obtenus dans ces travaux mmevig® démontre que la nanoémulsion
de calixaréene semble constituer un systéeme adapté au traitement d’'urgence des contamination:
cutanées par l'uranium de par son action rapide. Par ailleurs, cette étude a permis de définir les

conditions requises pour une efficacité optimale de la nanoémulsion de calixaréne.
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Abstract

This work aims to evaluate the efficiency of a calixarene emulsion for uranium extraction from a
contaminated solution prior to apply such a delivery system to uranium skin decontamination. For
this purpose, various experimental parameters that can influence the efficiency of the calixarene
emulsion on uranium extraction were determined. The results show that the calixarene
nanoemulsion effect can be observed after a very short time of contact with an uranium
contaminated solution (5 minutes) and that it is still efficient in case of small volumes of
contaminated solution. The pH of the contaminated solution was found to be the most important
parameter affecting the calixarene nanoemulsion efficiency with a dramatic reduction of the
uranium extraction rate in case of acidification of the contaminated medium. This lack of efficiency
can be overcome by buffering the nanoemulsion continuous phase. The obtained results reveal tha
the calixarene nanoemulsion could represent a promising system for the emergency treatment of

uranium cutaneous contamination.
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1. Introduction

Despite protection means have been implemented in the nuclear industry, contamination of
workers by actinides such as uranium is still occurring through inhalation, ingestion or penetration
across wounds or intact skin. The wound or cutaneous pathways represent very critical modes of
contamination in terms of frequency and health consequehgeBdrticularly, contamination with
uranium can induce renal chemical toxicity and bone tumor formai&). (However, no effective
and specific pharmaceutical dosage form is so far known to decontaminate skin in emergency
cases®). Indeed, the current medical treatment only consists in local decontamination by rinsing
the wound with soaped water or a calcium salt of diethylene triamine pentaacetic acid (Ca-DTPA)
solution which exhibits a poor efficiency towards uraniuing). Moreover, in order to avoid deep
penetration of uranium and transport across the skin to the systemic compartment, decontamination
should be highly efficient and quick. This is the reason why, in a previous study, we developed a
topical formulation consisting of an oil in water calixarene nanoemulsion in order to treat uranium
contaminated intact or wounded ski®).(The physico-chemical properties of this nanoemulsion
have been characterized demonstrating that calixarene molecules were mainly located at the surfac
of the dispersed oily droplets of the nanoemulsion, making them highly available for uranium
chelation. The present work aims then to determine the optimal conditions of use of the calixarene
nanoemulsion to obtain enhanced decontamination efficiency. In particular, we have studied the
kinetics of uranium extraction by this topical form and the influence of various parameters such as
pH and uranium concentration of the contaminated solution on the efficiency of the calixarene

nanoemulsion.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Calixarene molecule (Fig. 1) was synthesized as described in the patent by Duval and coworkers
(10). Other components used for formulation were paraffin oil (d = 0.86), (VWR, Fontenay sous
Bois, France), non ionic surfactants sorbitan monooleate (Span® 80) and polyoxyethylene glycol
sorbitan monooleate (Tween® 80), purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Water used in all experiments was obtained from a Milli-Q® Synergy 185 water
purification system (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Acetonitrile, trifluoroacetic
acid and tetrahydrofuran of HPLC grade used in HPLC studies were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France). Uranium-contaminated solutions were prepared by diluting a
depleted uranium standard solution (1,000 thinl2% HNQ SPEX Certiprep, Horiba Jobin Yvon,

Longjumeaux, France).
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For uranium measurement by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), a
bismuth stock solution at 100 p§.kfrom a 10 mg:f single element internal standard, SPEX
Certiprep, Horiba Jobin Yvon, Longjumeaux, France) and a multielemental stock solution
containing depleted uranium at 1 jfg(from a 10 mg:t tuning solution SPEX Certiprep, Horiba
Jobin Yvon, Longjumeaux, France) were prepared in 2% HOmM a 67% HNQ solution,
Normatom, VWR, Fontenay sous Bois, France). All reagents were used as received without further

purification.

Figure 1: Structure of 1,3,5-OG#2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene

2.2. Preparation of nanoemulsions

Nanoemulsions were prepared by the emulsion inversion point method as described previously
(9). Briefly, water was slowly added to a mixture of paraffin oil, non ionic surfactants and
calixarene under slight stirring using a magnetic stirrer. The emulsification temperature was kept at
50°C. Samples were then cooled at room temperature under slight stirring. The amounts of

surfactants, oil and water were 5%, 20% and 75% (w/w), respectively.

2.3. Invitro evaluation of the calixarene nanoemulsion efficiency

The contaminated solution was added to the nanoemulsion and the mixture was either shaken ol
kept under static condition during definite times. The extraction of uranium by the calixarene
nanoemulsion was then determined by estimating the quantity of free uranium present in the
aqueous phase recovered by ultrafiltration-ultracentrifugation of the mixture using Mitrocon
centrifugal filter devices (3,000 Da, Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Aliquots of the
mixture were introduced into the Microcdulevices and centrifuged at 3,800 g for 30 minutes at
20°C. These Microcdhdevices, that infer the passage of oil, surfactant and calixarene through their
filters (9), allow recovering the water phase of the mixture in the filtrate. £fgepresent in this
filtrate was then quantified by ICP-MS using optimized protocols originally designed for human
urine samplesl(1-13). Filtrate aliquots were then properly diluted in 2% HE4*°*Bi was added
as internal standard at 1 jiY.IAs diluted solutions were prepared by weighing, the related
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uncertainties can be neglected compared to the statistical ones. The combination of the statistical
errors was made using the conventional law of error propagation. A multielemental standard
solution was used before each ICP-MS measurement series to optiniZ&Jteignal and get the
best instrumental conditions.

The calixarene nanoemulsion efficiency was studied as a function of various experimental
conditions such as the contact time between the nanoemulsion and the uranium contaminated
solution, the calixarene nanoemulsion to uranium volume ratiotl@gH of the contaminated

solution.

Uranium extraction kinetic

To assess uranium extraction kinetics by the calixarene nanoemulsion, contact time between non
loaded or 2 mg:§ calixarene loaded nanoemulsions and the contaminated solution was varied from
5 minutes to 4 hours. Experiments were conducted under static and dynamic conditions. Other
conditions were the following: the volume ratio of the nanoemulsion over the contaminated solution
was equal to 1; the molar ratio of calixarene over uranium was equal to 10,000; the contaminated

solution pH was of 5.00.1.

Calixarene nanoemulsion to uranium volume ratio

The influence of the 2 mgiycalixarene nanoemulsion to uranium solution volume ratio was
studied by varying this volume ratio between 1 and 10. This study was conducted under static and
dynamic conditions during 1 hour. The molar ratio and pH were similar to the values previously

mentioned.

Contaminated solution pH

To estimate the uranium extraction by the 2 Mgalixarene loaded nanoemulsion as a function
of the contaminated medium acidity, the pH of the uranium solution was varied from 5 to 2 by
acidifying with 67% nitric acid. This study was conducted under static and dynamic conditions
during 1 hour. The volume ratio of the nanoemulsion over the contaminated solution was fixed to 1

and the molar ratio of calixarene over uranium was equal to 10,000.

Influence of uranium concentration

Uranium concentrations ranging from 40 to 400,000 ugére used to study the influence of the
calixarene:uranium molar ratio after 1 hour of static contact. The calixarene concentration in the
nanoemulsion was fixed to 2 mg,gthe ratio between the volume of the nanoemulsion over the
volume of the contaminated solution was fixed to 1 and the contaminated solution pH was of
5.0+0.1.
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Influence of calixarene concentration in the nanoemulsion.

The optimal calixarene amount in the nanoemulsion in terms of uranium extraction efficiency
was evaluated by testing different calixarene load (2, 4 and 8%rduging 1 hour of static contact.
All other experimental conditions were the following: the volume ratio of the nanoemulsion over
the contaminated solution was equal to 1; the molar ratio of calixarene over uranium was equal

to 10,000; the contaminated solution pH was of 5.0+0.1.
The various parameters that were investigated in this study are summed up in Table 1. The seconc
column indicates the value of the parameters when kept constant in the study and the third column

indicates the range in which each parameter was successively varied.

Table 1. List of parameters studied in this work

Studied parameters Constant parameters Variation range
[calix] mg.g'in the nanoemulsion 2 2-8
pH of the U solution 5 2-5
Nano/U volume ratio 1 1-10
Calix/U molar ratio 10,000 1-10,000
Contact time 1 hour 5 min-4 hours
Contact conditions static/dynamic

3. Results and discussion

3.1. Study of the uranium extraction kinetics by the calixarene nanoemulsion

In a previous report9), we designed a calixarene nanoemulsion for the extraction of uranium
from an aqueous contaminated solution. Calixarene was shown to be present at the surface of the
nanoemulsion dispersed oily droplets being thus able to interact with uranyl ions of a contaminated
solution under dynamic or static conditions. As a quick extraction is necessary for an emergency
treatment of uranium skin contamination, the extraction kinetics by the calixarene nanoemulsion
was evaluated by varying the contact time between the calixarene nanoemulsion and the uranium
contaminated solution from 5 minutes to 4 hours. The extraction kinetics represented in figure 2
show that after 5 minutes of contact, the calixarene nanoemulsion reaches an optimal extraction
yield of 83.4+0.6% and 90.6+0.3% respectively under static contact (figure 2, curve 4) and under

dynamic (shaking) contact (figure 2, curve 1). The addition of calixarene to the nanoemulsion
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allows an uranium extraction increase from 49.3+2.2% to 90.6+0.3% after 4 hours of dynamic
contact with the uranium contaminated solution (figure 2, curves 1 and 2) and from 25.3+8.8% to
80.0%£4.0% under static condition (figure 2, curves 4 and 5). Therefore, it is clearly observed that the
calixarene non loaded nanoemulsion can extract uranium from the contaminated solution. This
phenomenon may be explained by the presence within the nanoemulsion of non ionic surfactants
micelles which could be able to trap uranyl ioh4,(15. Indeed, it is also shown that a simple oily
solution extracts only about 7% of the uranium from the contaminated solution (figure 2, curve 6)
and that the addition of calixarene into this oily solution does not allow to enhance the extraction
rate under static condition (figure 2, curve 7). As expected, when the oil/aqueous phases contact
surface is increased by shaking (figure 2, curve 3), the uranium extraction rate is significantly
improved (91.7+2.5%). Hence, the advantage of the emulsified system ensuring a larger oil/water
interfacial contact which enhances the uranium extraction yield and allows a quick elimination of

the radionuclide is clearly demonstrated.

100 - 1)
e~ B A eee e e n S SRS ITEIIINL ) (1) -a~ Dynamic - 2 mg.gd loaded nanoemulsion

80 A ] ¥ (4) (2) -a~ Dynamic - Non loaded nanoemulsion

60 - (3) -&- Dynamic - Calixarene loaded paraffin oil

a (2 (4 = Static - 2 mg.d loaded hanoemulsion
40 -

(5) = Static - Non loaded nanoemulsion

U extraction (%)

20 ©) (6) -e- Static - Non loaded paraffin oil

__5_-.t>§.=.-.=.-.em.....----.v.-.§ (7) (7) =»= Static - Calixarene paraffin oil solution
L)
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Figure 2: Uranium extraction kinetics by paraffin oil and nanoemulsion against the presence of
calixarene (percentage of uranium extracted from a contaminated solution as a function of time).
Each plot corresponds to the contact time between the tested form and the uranium contaminatec
solution; the duration of the nanoemulsion ultrafiltration (30 minutes) and the oil centrifugation (15
minutes) are included. Experimentations were conducted under static and dynamic conditions, with
equal volumes of nanoemulsion and uranium contaminated solution, a 10,000-fold calixarene molar

excess and a pH 5 contaminated solution.
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3.2. Effect of various parameters on calixarene nanoemulsion efficiency

3.2.1. Calixarene nanoemulsion to uranium volume ratio

In case of skin contamination, the volume of the uranium contaminated solution is expected to be
smaller than the volume of the calixarene nanoemulsion. To determine whether the calixarene
nanoemulsion is still efficient on a smaller uranium solution volume, we have compared calixarene
nanoemulsion efficiency for the same volume of hanoemulsion and contaminated solution and also
for a ten-fold smaller contaminated solution volume. The contact time was 1 hour (in static and
dynamic conditions) and the calixarene:uranium molar ratio was kept at 10,000. The reduction of
the contaminated solution volume led to a slight decrease of the nanoemulsion efficiency with an
extraction yield dropping from 87.0+6.0% to 76.3+4.5% under dynamic conditions and from
79.8+5.1% to 62.3+6.0% under static conditions (figure 3). This phenomenon may be explained by
the fact that the mixture of calixarene nanoemulsion and uranium contaminated solution is less well
homogenized under static condition in case of small contaminated solution volume. Hence, the
calixarene nanoemulsion becomes slightly less efficient in case of small contaminated volume, but
its efficacy could still be high enough to prevent uranium diffusion through contaminated skin, in
particular if the calixarene nanoemulsion application is repeated.
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Figure 3: Percentage of uranium extracted from a contaminated solution by a’2aalixgrene
loaded nanoemulsion as a function of the volume ratio of calixarene nanoemulsion over uranium

contaminated solution (under 1 hour dynamic and static conditions with a 10,000-fold calixarene
molar excess at pH 5).

3.2.2. Contaminated solution pH

Since most of the contaminated injuries occurring to nuclear workers happens with acidic solutions,

it was necessary to study the influence of the uranium contaminated solution pH on the calixarene
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nanoemulsion efficiency. Boulat al. in their previous liquid-liquid extraction experimenis)

showed a decrease of the uranium extraction by calixarene from 100% at pH 5 to 0% at pH 2.5 due
to the protonation of the carboxylic functions of the calix[6]arene molecules. In the present work,
the influence of the contaminated solution pH on uranium extraction by the calixarene
nanoemulsion was investigated by reducing this pH from 5 to 2. A preliminary study was carried
out to determine the uranium retention yield at each uranium solution pH by the Microcon® filters
used for the ultrafiltration step. Uranium retention by the filters decreased from 50% to 10%
between pH5 and 3 and was relatively constant between pH 3 and 2. The fact that uranium
retention is influenced by the pH of the ultrafiltered solution may be explained by an interaction
between the uranyl ions and the hydroxyl groups of the cellulose filtérsThe protonation of

these hydroxyl groups seems to be significant enough for pH values lower than 3 to limit uranium
retention. The influence of the contaminated solution pH on the uranium extraction by the
calixarene nanoemulsion was then studied. The percentage of extracted uranium by the calixarene
nanoemulsion decreased from 93.2+0.4% to 11.4+0.7% under dynamic condition and from
79.845.1% to 10.0+1.3% under static condition when the contamination pH was reduced from 5 to
2 (figure 4). To improve calixarene nanoemulsion efficiency for uranium extraction at an acidic pH,

a 2 mg.g calixarene loaded nanoemulsion was prepared with a pH 5 acetate buffered water phase
(named afterwards the buffered nanoemulsion). The efficacy of the buffered nanoemulsion was then
compared to the one of the non-buffered calixarene nanoemulsion under static condition (figure 5).
In the case of an uranium contaminated solution at pH 5, the buffered calixarene nanoemulsion was
found to be as efficient as the non-buffered one with an uranium extraction yield of about 87%. In
the case of a contaminated solution at pH 2, the uranium extraction yield by the non-buffered
nanoemulsion decreased to about 10% while the pH 5 buffered calixarene nanoemulsion extracted
65.8+2.3% of the uranium from the acidic contaminated solution. The calixarene nanoemulsion
efficacy can thus be significantly improved in case of acidic contaminated solution by buffering the

agueous phase of the nanoemulsion.
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Figure 4: Percentage of uranium extracted from a contaminated solution by a2acalixgrene
loaded nanoemulsion as a function of the uranium contaminated solution pH. Experimentations
were conducted during 1 hour under dynamic and static contact with equal volumes of

nanoemulsion and contaminated solution and a 10,000-fold calixarene molar excess.
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Figure 5: Percentage of uranium extracted from pH 2 and pH 5 contaminated solutions by pH 5
buffered and non-buffered 2 mg.gcalixarene loaded nanoemulsions. Experimentations were
conducted during 1 hour under static contact with a calixarene nanoemulsion volume three times

higher than the contaminated solution one and a 10,000-fold calixarene molar excess.

3.2.3. Calixarene:uranium quantitative ratio

All experiments were conducted with a calixarene:uranium molar ratio of 10,000 representing a

sufficient calixarene excess to ensure good uranium extraction by calixarene molegul@sd
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present experiment consists in determining the minimal calixarene:uranium molar ratio which is
required to reach the optimal efficiency of the 2 rifgaglixarene loaded nanoemulsion under

1 hour static contact with an uranium contaminated solution. For this purpose, different
calixarene:uranium ratios have been tested, keeping the nanoemulsion:contaminated solution
volumes ratio equal to one (Table 2).

As it can be observed in figure 6, the 2 ngcglixarene loaded nanoemulsion shows an optimal
uranium extraction yield of approximately 80% until a calixarene:uranium molar ratio value of 32,
which corresponds to an uranium contaminated solution of 12.5.n#.la calixarene:uranium
molar ratio of 16 i(e., an uranium concentration of the contaminated solution of 25'mgHe
calixarene nanoemulsion efficiency is divided by two and becomes nil for smaller
calixarene:uranium molar ratios. To obtain a quantitative uranium extraction rate in liquid-liquid
extraction experiments under similar conditions, the molar ratio was shown to be much higher than

10,000 (6, 18, which shows the interest of our emulsified system.

Table 2. Uranium concentrations of contamination solutions tugdnd corresponding
QcalixarenéQuranium ratios used for studying the influence of the calixarene:uranium molar ratio on the

uranium extraction efficiency of the 2 mg.galixarene loaded nanoemulsion

QcalixarenéQuranium Uranium concentration (ud)
10,000 40
2,000 200
40 10,000
32 12,500
16 25,000
8 50,000
4 100,000
1 400,000
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Figure 6:Percentage of uranium extracted from a contaminated solution by non loaded and 2 mg.g
calixarene loaded nanoemulsions as a function of the uranium concentration in the contaminated
solution (ug.1). Experimentations were conducted during 1 hour under static condition with equal
volumes of nanoemulsion and pH5 contaminated solutioRgixafhéQuranum IS the

calixarene:uranium molar ratio.

3.2.4. Optimal calixarene concentration in the nanoemulsion

In this part of the study, the calixarene:uranium molar ratio was also varied but with an uranium
concentration of the contaminated solution kept at 25 mghe calixarene concentration of the
nanoemulsion was increased from 2 to 8 ilgiy order to determine the optimal calixarene
concentration that ensures the best uranium extraction rate. The percentage of extracted uraniun
was almost doubled for a calixarene concentration increase from 2 to % (figuge 7). However,
the use of a 8 mggcalixarene loaded nanoemulsion does not allow to improve the nanoemulsion
efficiency. This suggests that the additional quantity of calixarene in this nanoemulsion is not
available for the chelation of uranium, which is in agreement with the characterization of the
nanoemulsion that showed, using optical microscopy, the presence of calixarene crystals in the
nanoemulsion aqueous phase from a calixarene concentration of & (@)g.herefore, it appears
that the 4 mg.§ calixarene concentration seems to be close to the optimal nanoemulsion calixarene

concentration in terms of uranium extraction capacity.
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Figure 7: Percentage of uranium extracted from a contaminated solution by calixarene loaded
nanoemulsions as a function of the calixarene concentration in the nanoemulsion. Experimentations
were conducted during 1 hour under static condition with a 25'mgtitaminated solution of pH 5,

equal volumes of nanoemulsion and contaminated solution and a 10,000-fold calixarene molar

excess.

Conclusions and perspectives

The aim of this work was to study the ability of a calixarene nanoemulsion to extract uranyl ions
from an aqueous contaminated solution. For this purpose, the influence of various experimental
parameters on uranium extraction by calixarene nanoemulsion was determinet vithe
experiments based on the use of an adapted ultrafiltration method showed that the action of the
calixarene nanoemulsion is very fast and that the effect is maintained in case of small contaminated
volumes. Moreover, contaminated solution pH was found to be the most important parameter
affecting the calixarene nanoemulsion efficiency. However, the use of a buffered aqueous phase in
the calixarene nanoemulsion improves its efficiency in acidic conditions. Lastly, the optimal
calixarene concentration in the nanoemulsion was found to be around 4 Migigstudy has then
demonstrated that the calixarene nanoemulsion is suitable for uranium extraction in static condition,
which is promising for our purpose of topical application. The next step of our work will consist in
evaluating the calixarene nanoemulsion efficiency in terms of uranium skin decontamination in

ex vivoexperiments on skin samples using Franz diffusion cells.
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Evaluation de I'efficacité de la nanoémulsion de calixarene comme traitement de

la contamination cutanée :

Etude ex vivo sur des explants de peau d’oreille de porc intacte ou lésée

contaminés par de I'uranium
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Nous avons démontré dans les chapitres précédents le potentiel de la nanoémulsion de calixarén
développée pour le traitement des contaminations cutanées par l'uranium. En effet, les études
invitro ont montré que cette formulation est capable d’extraire plus de 80 % des ions uranyle
depuis une solution aqueuse contaminée, et ce, des les premiers instants de contact entre |

nanoémulsion de calixaréne et la solution contaminée.

L'objectif du chapitre Il est d’étudier I'action de la nanoémulsion de calixarene sur la

contamination cutanée par I'uranium. Des expérimentations ont alors été reeviéesen cellule

de Franz durant 24 heures sur des explants de peau d'oreille de porc intacte et sur un modele d
peau lésée obtenu par excoriation, c’est-a-dire par élimination de la couche cornée, strate la plus
externe de la peau qui constitue la barriere a la pénétration d’éléments exogenes. L'action de
décontamination de la nanoémulsion de calixaréne a été déterminée a partir des cinétiques de
diffusion percutanée de l'uranium obtenues suite a I'application ou non de la nanoémulsion de
calixaréne sur les explants de peau contaminés par une solution d’uranium sous forme transférable
A lissue de ces expérimentations de diffusion percutanée, la distribution de l'uranium dans les

tissus cutanés a été déterminée par microscopie ionigque.

L’étude présentée dans ce chapitre a tout d’abord permis de confirmer le fait que la peau intacte
constitue une bonne barriére contre I'entrée de I'uranium. L’évaluation du passage de I'uranium a
travers la peau excoriée a quant a elle montré que le passage de l'uranium a travers ce type d
blessure superficielle est rapide et important. Les études d'efficacité de la nanoémulsion de
calixaréne menées en cellule de Franz ont démontré que, lorsque la formulation est appliquée
immédiatement aprés une contamination cutanée, le passage de l'uranium a travers la peau intact
et la peau lésée est réduit respectivement de 94 % et 98 % 24 heures apres I'exposition. Il a
également été mis en évidence que la nanoémulsion de calixaréne demeure efficace lorsque so
application est retardée jusqu’a 30 minutes, permettant une réduction de 71 % de la quantité
d'uranium diffusée a travers la peau lésée 24 heures aprés la contamination. Enfin, les images
obtenues par microscopie ionique indiquent que la nanoémulsion de calixaréne extrait et retient les

ions uranyle de la solution contaminée a la surface de la peau.

Cette étudex vivo menée sur la peau montre que I'application de la nanoémulsion de calixarene
sur une peau intacte ou sur une blessure superficielle contaminée par une solution d’'uranium perme
de limiter voir d’empécher le passage de ce radioélément a travers la peau. Les résultats obtenu:
dans ces travaux confirment le fait que la nanoémulsion de calixaréne constitue un systeme

prometteur adapté au traitement d’urgence des contaminations cutanées par l'uranium.
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Abstract

Cutaneous contamination by radionuclides is a major concern in the nuclear industry. In the case of
skin exposure to uranium, no efficient emergency treatment is available to remove the amount of
uranium contaminating the skin. For this purpose, we developed a nanoemulsion containing
calixarene molecules known for their good chelating properties towards uranium. In this paper, we
describe the ability of this formulation to trap uranium at the cutaneous contaminated site in order to
limit its transfer into the blood. Uranium percutaneous diffusion kinetics was then assessed with
Franz cells over 24 hours through intact and excoriated pig ear skin biopsies, as a function of the
application or not of the nanoemulsion. Uranium distribution in the skin layers was analysed by
SIMS microscopy. The results showed that prompt application of the calixarene nanoemulsion
allows a 94% and 98% reduction of the amount of uranium diffused respectively through intact and
excoriated skin. The formulation is still efficient in case of delayed application up to 30 minutes
since the 24 hour-uranium transfer through excoriated skin is reduced by 71%. Moreover, no
accumulation of uranium or uranium-calixarene chelate was observed in the different cutaneous
layers. In conclusion, this study demonstrated the efficiency of the calixarene nanoemulsion, which

constitutes a promising treatment for uranium cutaneous contamination.
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1. Introduction

Accidental cutaneous contamination by radionuclides represents, after inhalation, the second
cause of internal contamination of nuclear workers (Blanchin et al., 2004). Cutaneous
contamination by uranium, the nuclear fuel in most of fission reactors for electrical energy
production, may induce a high internal exposure after translocation of the radioelement through
intact or excoriated skin (De Rey al., 1983; Lopezt al., 2000; Petitott al., 2004). Indeed, in
case of contamination of superficial injuries by soluble uranium compounds, the radionuclide can
be transferred from the wound site to the bloodstream in less than 30 minutes ¢Paltit@007a;
Petitotet al., 2007b). Subsequently, uranium is partly excreted in urines and distributed in its main
retention organsi.e. kidneys and bones, where respectively chemical and radiological toxicities
may occur (Bleiseet al., 2003; Kathren and Burklin, 2008a, b; Millet al., 2005). To our
knowledge, no effective and specific dosage form is available to treat in emergency skin uranium
contamination (ASN, 2008; Rojas-Palmtaal., 2009). Indeed, the common medical care of victims
only consists in a local rinsing of the contaminated wound with soaped water or 25% calcium salt of
diethylene triamine pentaacetic acid (Ca-DTPA), afterwards Ca-DTPA decorporation treatments are
intravenously administered at the medical unit of the nuclear site in order to enhance urinary
excretion of radionuclides. Unfortunately, Ca-DTPA exhibits a poor efficiency towards uranium
which means that these procedures are ineffective (Durbin, 2008; Durbin et al., 1998; d/aller
2006; Pavlakist al., 1996). To improve the treatment of skin contamination by radionuclides,
some research groups have developed topical formulations containing biphosphonates as uraniun
chelating agents in order to limit the translocation of uranium from the wound site (Hetuglert
2004; Xu et al., 2008; Yang et al., 2005). However, no biphosphonate chelating effect was actually
demonstrated in these studies. In this context, we have developed a new dosage form ¢Spagnul
al., In Press) consisting of an oil in water nanoemulsion containing a calixarene molecule (Figure 1)
developed in our laboratories for radiotoxicological analyses purpose and known for its particular
uranium chelation properties (Bouletal., 2006; Bouvier-Capelgt al., 2009). Previousn vitro
experiments demonstrated that this calixarene nanoemulsion was able to extract more than 80% o

uranyl ions from an aqueous contaminated solution (Spayal) Submitted).

Figure 1: Structure of 1,3,5-0G#2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene
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The aim of the present work is to estimate the ability of this formulation to limit the diffusion of
uranium through intact and wounded skin after contamination by a solution containing uranyl ions,
which is a highly transferable uranium form. Franz diffusion cellgxanvo technigue commonly
used in skin pharmacology and validated for radiotoxicological studies (Tymen et al., 2000), was
employed to study the percutaneous uranium diffusion after or without application of the calixarene
nanoemulsion. lonic microscopy technique was used in complement to localise uranium in the skin

layers for each condition.

2. Materials and methods
2.1. Skin sampling and measurements

2.1.1. Pigear skin samples preparation

Pig ears were purchased from slaughterhouse with the veterinary department authorisation
(Direction Départementale des Services Vétérinaires de Hauts de Seine, France). Pig ears were
stored at -20°C until use. Before each experiment, they were warmed to room temperature. Full
thickness skin pieces were then removed from the external face of the ears €iey@007) and

prepared to fit to Franz diffusion cells for diffusion assays.

2.1.2. Wound generation by excoriation

The stratum corneum of whole pig ear skin was removed by tape stripping using standard
D-Squame® adhesives (& 28 mm, Monaderm®, Monaco) pressed onto the skin using a
D-Squame® applicator providing a constant 150 &.@ressure. Tapes were removed with one
quick movement. To determine the number of adhesive application required to remsvattine
corneum, 0, 20, 40 and 60 tapes were applied. Skin samples were embedded in OCT compound
(Optimal Cutting Temperature compound, Tissue-Tek®, Sakura Finetek, Villeneuve d'Ascq,
France) and frozen. Ten micrometers cryostat skin sections were fixed and stained with Mayer’s
hemalun. Stained skin sections were then observed with an optical Leitz Diaplan microscope (Leica
Microsystémes, Rueil-Malmaison, France) equipped with a Coolsnap ES camera (Roper scientific,
Evry, France). A minimum of 12 cryosections coming from different pig ear skin biopsies were

analysed for each test (2 pig ears and 3 skin pieces per pig ear for each tape number tested).

2.1.3. Thickness measurement of skin pieces

The thickness of whole pig ear skin samples was measured before diffusion assay using a
thickness gage (Mitutoyo Corporation, Roissy, France). The mean thickness of intact and excoriated
skin samples was respectively 1.07+0.10 mm and 0.92+0.05 mm (mean of 12 assays * standarc
deviation).
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2.1.4. Transepidermal Water Loss measurements

The Transepidermal Water Loss (TEWL) of intact and excoriated skin samples was determined
before each diffusion assay by using a Tewameter TM 300® (Monaderm®, Monaco) equipped with
an adapted probe. Room temperature and relative humidity were checked to meet the optimal use

conditions of the apparatus.
2.2. EXvivo procedures

2.2.1. Franzdiffusion céells

The Franz diffusion cells system used was a Microett€Plasparatus (Fig. 2, Hanson Research
Corp., Chatsworth, California, USA). Transcutaneous diffusion was assessed according to OECD
guidelines (OECD, 2004). Franz cell receptor compartment was filled with 7 ml of 0.25M
carbonate-bicarbonate pH 9.8 buffer (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France)
homogenised by magnetic stirring (400 rpm) and maintained at 33.5°C to ensure a surface skin
temperature of 32°C (OECD, 2004). The dermal face of the skin biopsy was placed on the donor
compartment in contact with the receptor medium and the epidermal face was covered with the
donor compartment. The whole device was then fixed with a clamp. The contaminated solution was
deposited on 1.76 ¢mof the skin epidermal face in the donor compartment. Skin surface
temperature was measured with a thermometer (Testo 925, Testo, France) equipped with an adapte
probe (Testo, France). All Franz diffusion cell experiments were conducted under occlusive
condition. The uranium diffusion kinetics was evaluated by automatically sampling 1 ml aliquots of
receptor fluid at the following predetermined times: 0, 0.5, 2, 4, 6, 12, 18 and 24 hours. Franz cell
blank experiments were conducted with skin biopsies that were not contaminated by uranium in
order to evaluate the release of uranium that is naturally contained into the skin samples as a
function of time. The diffusion kinetics of uranium from the contaminated solution deposited onto
the skin was then determined by subtracting for each time the cumulative quantity of natural
uranium recovered in the receptor fluid for blank experiments to the cumulative quantity of uranium
obtained after skin contamination. Uranium diffusion kinetics was represented by plotting the
percentage of cumulative quantity of uranium that diffused through skin as compared with the
initial quantity of deposited uranium as a function of time. The uranium diffusion steady state flux
(ng.cm®.h™) was determined from the plot of the cumulative diffused uranium mass per unit skin
area versus time. It was estimated from the slope of this plot when the rate of diffusion was constant

over time.
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Figure 2: Schematic representation of a Franz diffusion cell.

2.2.2. Radiocontamination of skin

The contamination was made by depositing 600 pl of 10 nugdnyl nitrate solution buffered at
pH =5 with a 0.01 M acetate solution on the skin biopsies in the Franz cells donor compartment.
This contaminated solution volume corresponds to the minimal one required to cover uniformly the
skin surface, which ensures optimal transcutaneous diffusion conditions by avoiding lateral
diffusion phenomenon. Uranium contaminated solution was prepared by diluting a standard
depleted uranium solution (1,000 my.in 2% HNQ SPEX Certiprep, Horiba Jobin Yvon,
Longjumeaux, France). The contaminated solution pH was adjusted to 5 with 0.01 M acetate buffer
(Normapur, VWR, Fontenay sous Bois, France) (Spaghal., Submitted). The contaminated
solution was kept in contact with the skin samples during the 24 hours of diffusion kinetics study.

2.2.3. Skin decontamination by calixarene nanoemulsion

To assess the calixarene nanoemulsion decontamination efficiency, a 600 ul volume of 4 mg.g
calixarene loaded nanoemulsion was deposited on intact and excoriated contaminated skin biopsie:
in the donor compartment of the Franz cells by the mean of a syringe. The dosage form was first
applied immediately after the contamination step. It was also applied 5, 15 and 30 minutes after the

skin contamination step on excoriated contaminated skin samples.

2.2.4. Sample analysis

The ?*®U content of receptor fluid samples was measured by Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS, X Series Il, Thermo Electron, Courtaboeuf, France) using optimised
protocols originally designed for human urine samples (Baglan et al., 1999; Bouvier-@apkly
2003; Bouvier-Capelyet al., 2004). Aliquots were properly diluted in 2% H{@7% HNQ
solution, Normatom, VWR, Fontenay sous Bois, France) @ml (10 mg.I* single element
internal standard, SPEX Certiprep, Horiba Jobin Yvon, Longjumeaux, France) was added as
internal standard at 1 pd.l As diluted solutions were prepared by weighing, the related

uncertainties can be neglected compared to the statistical ones. The combination of the statistical
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errors was made using the conventional law of error propagation. In all experiments, standard
deviations of ICP-MS measurements (< 2%) were negligible as compared to the variation of the
uranium percutaneous diffusion through the skin biopsies. A multielemental standard stock solution
containing depleted uranium at 1 jfg(from a 10 mg:t tuning solution SPEX Certiprep, Horiba

Jobin Yvon, Longjumeaux, France) prepared in 2% HNGutions (from a 67% HNgsolution,
Normatom, VWR, Fontenay sous Bois, France) was used before each ICP-MS measurement serie:
to optimise theé*®U signal and get the best instrumental conditions. Comparison between means of
cumulative quantities of diffused®U obtained during the kinetics studies were done by using t-test
nonparametric statistical test with=00.05.

The calixarene content in receptor medium aliquots was determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The HPLC system used was an Agilent 1200 Series apparatus (Agilent
Technologies, Massy, France) equipped with an auto-sampler (1200 Series Standard Autosampler)
a mobile phase delivery pump (1200 Series Quaternary Pump) associated with a degasser (120(
Series Vacuum Degasser), a UV-Visible detector (Multi-Wavelength Detector) and a data module
(HPLC 2D ChemsStation Software). The stationary phase was a Zorbax Eclipse XDB-C8 column
(150 x 4.6 mm., 5 micron) and a mixture of acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid (HPLC
grade, Sigma-Aldrich Saint-Quentin-Fallavier, France) was employed as mobile phase. Samples
were diluted in tetrahydrofuran (HPLC grade, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) in
ratio 1:1 (v/v). The injection volume was set at 20 ul and the absorbance measurement was
performed at 210 nm, a wavelength that is suitable to detect the calixarene. Calibration curves were
performed from 0.05 pg.mito 0.5 pg.mit by diluting appropriate amount of calixarene powder in
a mixture of carbonate-bicarbonate buffer and tetrahydrofuran in ratio 1:1 (v/v). The detection limit

of the analytical method was 0.02 pg'rahd the quantification limit was 0.05 pg:l

2.2.5. Localisation of uraniumin skin biopsies by SIMS microscopy

At the end of the 24 hours Franz cell diffusion experiments, skin biopsies were thoroughly rinsed
with water and fixed in a solution containing 6% glutaraldehyde in a sodium cacodylate buffer at
4°C during one day. Skin samples were then dehydrated in various propylene oxide and ethanol
baths, permeated with a propylene oxide/Epon mixture and then embedded in pure EPON-type
resin. Skin sections (0.9 um) of embedded samples were cut and laid on silicium or gold holders for
SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry) analysis. The SIMS microscopy, which allows the
elemental and isotopic analysis of a solid surface, is based on the sputtering of a few atomic layers
from the surface of a sample by @rimary ions beam bombardment. The ejected secondary ions
are collected and analysed by mass spectrometry. Then, compositional images of the surface are
formed from the secondary ions spectra. A more detailed description of the physical phenomenon is
provided in the literature (Castaing and Slodzian, 1962; Teasadr, 2009). For each skin area
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analysed:°Ca" or Na’ images gave the histological structure of the skin’autf images showed
uranium localisation within the cutaneous structures. The SIMS analyses were performed with a
CAMECA IMS 4F-E7 instrument (Gennevilliers, France).

3. Results

3.1. Wound generation by tape stripping (excoriation)

The number of tapes required to remove dinatum corneum was determined by a histological
study. After successive application of 0, 20, 40 or 60 tapes, pig ear skin sections (10 pm-thick) were
observed with an optical microscope (Fig. 3). The results showed that the successive application of
60 tapes per skin biopsy was necessary to remove the winatem corneum from the skin

explants.

20 tapes 40 tapes 60 tapes

Figure 3: Microscopic observations of 10 um-thick stained pig ear skin cryosections after the

application of 0 to 60 tapes (scale: 20 pm).

3.2. Comparison of the uranium percutaneous diffusion kinetics through intact and excoriated
skin

The integrity of intact pig ear skin explants in Franz diffusion cells was preliminary checked by
TEWL measurement on 6 intact skin explants during 24 hours. The TEWL values were stable
during the 24 hours experiment (mean TEWL value: 5.2+1.P g which indicated that the
skin biopsies integrity was maintained under our experimental conditions.The uranyl diffusion
kinetics through intact and excoriated skin is represented in figure 4. After 24 hours of exposure,
0.07£0.03% and 39.49+13.44% of the initially deposited uranium has diffused respectively through
intact (figure 4 (A)) and excoriated (figure 4 (B)) skin samples. Uranium was significantly
(p <0.05) detected in the Franz diffusion cells receptor medium from 30 min after the
contamination of intact and excoriated skin. The steady-state flux of uranium was 644 times higher
across excoriated skin (77.24 ng:thi') than across intact skin (0.12 ng:&m?’). Thus, the
elimination of thestratum corneum greatly enhanced the uranyl diffusion and the quantity of

uranium that diffused across the pig ear skin samples.
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Figure 4: Uranium percutaneous diffusion kinetics in Franz diffusion cells: percentage of initially
deposited uranium that diffused through in{@dt or excoriatedB) skin biopsies during the

24 hours of exposure. Each point corresponds to the mean of 10 assays + standard deviation.

3.3. Visualisation of uranium distribution in the skin structures after 24 hours of exposure by

SIMS microscopy: comparison between intact and excoriated skin

To verify the absence of interference in SIMS analysis, the mass spectra of intact skin biopsies
that were not exposed to uranium were recorded around the mass*Bttieotope (Fig. 5). No
significant peak at the 238 mass was observed. Similar mass spectra have been obtained fo
excoriated skin biopsies. These results showed that natural uranium contained in skin biopsies was
not detected by SIMS and that there was no superposition of polyatomic ions on the mass of the

element of interest.

-—234
-0

10804

Intens, ¢fs

1,081
2340 236.0 2380 2400
Mass, amu

Figure 5: Mass spectrum (recorded at mass around 238) of intact skin biopsy that was not exposec

to uranium.

145



Chapitre 111

After 24 hours of exposure to uranium, intact and excoriated skin samples were analysed by
SIMS microscopy (Fig. 6). SIMS images showed an uranium accumulation in the most external
layer of thestratum corneum of intact skin explants (Fig. 6 (A)), whereas no significant uranium
accumulation was detected in the excoriated skin samples structures (Fig. 6 (B)). There was thus &
significant difference of uranium repartition in the cutaneous structures between intact and

excoriated skin.
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Figure 6: lonic images and corresponding mass spectra of intact (A) and excoriated (B) skin
biopsies after 24 hours of exposure to 10 thgfanyl solution: superposition 6f°U* (red) and

“0ca’ (green) images (200 um x 200 um image field).
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3.4. Calixarene percutaneous diffusion from calixarene nanoemulsion

The calixarene percutaneous diffusion was determined in Franz diffusion cell experiments before
assessing its decontamination efficiency. A 1 ml calixarene nanoemulsion volume was deposited on
intact and excoriated skin biopsies in the Franz cell donor compartment and the diffusion of the
calixarene molecule was assessed during 24 hours under occlusive condition. No calixarene was
detected by HPLC in the Franz diffusion cell receptor fluid during the 24 hours experiments

through both intact and excoriated skins.

3.5. Calixarene nanoemulsion efficiency on contaminated intact skin

The uranium diffusion kinetics was studied after the application of nanoemulsion without or with
calixarene on intact skin biopsies immediately after the contamination step. The application of the
nanoemulsion without calixarene did not significantly change the uranium diffusion kinetics
(Fig. 7). In contrast, the application of the calixarene nanoemulsion allowed reducing very
significantly (p <0.01) the diffused uranium quantity starting from 30 minutes following
contamination. Moreover, the application of the 4 rifgglixarene loaded nanoemulsion allowed a
flux decrease of uranium from 0.12 ng:&hm’ in absence of treatment to 4.5%18g.cm®.h™ and
an extremely significant (p < 0.001) decrease of the diffused uranium percentage after 24 hours
from 0.07+0.03% in absence of treatment to 0.004+0.003%.
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Figure 7: Uranium percutaneous diffusion kinetics through intact skin in absence of treatment (x) or
after application of nanoemulsion without) (or with 4mg.g' calixarene §). The treatment was

applied immediately after the contamination step and the percentage of initially deposited uranium
that diffused through intact skin biopsies was recorded during 24 hours. Each point corresponds to

the mean of 10 assays + standard deviation.
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At the issue of the 24 hours Franz cell diffusion experiments, intact skin biopsies were analysed
by SIMS microscopy (Fig. 8). The images and mass spectra showed that after the application of the
nanoemulsion without calixarene (Fig. 8 (A)), the uranium localisation was the same as that
observed in absence of treatment (Fig. 6 (AB, an uraniumaccumulation in the most external
layers of thestratum corneum. SIMS analysis revealed that, after the application of the calixarene
nanoemulsion on uranium contaminated skin explants, the radionuclide was no more significantly
detected in skin structures (Fig. 8 (B)). Hence, there was a significant difference of uranium

repartition in the cutaneous structures between the non-treated and the calixarene nanoemulsior

treated contaminated intact skins.
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Figure 8: lonic images and corresponding mass spectra of intact skin biopsies treated immediately
after the contamination step (10 migdranyl solution) by nanoemulsion without calixarene (A) or
with 4 mg.g' calixarene (B). Biopsies were analysed by SIMS microscopy 24 hours after the
beginning of Franz cell experiments. In these ionic imaff8d; image (red) was superposed to
2Na' (A; green) of°Ca’ (B; green) images (100 pm x 100 um image field).
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3.6. Calixarene nanoemulsion efficiency on contaminated excoriated skin

Nanoemulsion without or with calixarene was deposited on excoriated skin biopsies immediately
after the contamination step and the uranium diffusion kinetics was followed during 24 hours
(Fig. 9). The application of nanoemulsion without or with calixarene allowed decreasing
significantly (p < 0.05) the quantity of diffused uranium starting 4 hours after contamination. The
application of the non loaded nanoemulsion and of the calixarene loaded nanoemulsion respectively
led to a 6-fold (12.67 ng.cith™®) and to a 36-fold (2.16 ng.c¢ih™) uranium steady state flux
reduction. The percentage of diffused uranium after 24 hours was decreased from 39.49+13.44% in
absence of treatment to 6.32+2.43% and to 0.97+0.57% by nanoemulsion respectively without and
with calixarene. The dilution effect on uranium diffusion kinetics was studied by depositing 600 ul
of water in the Franz cell donor compartment immediately after the contamination step. The
application of water on contaminated excoriated skins led to a 3.4-fold diminution of the uranium
steady state diffusion flux (22.61 ng.ém*) and to an approximate 2-fold reduction of the diffused
uranium percentage after 24 hours (16.19+8.00%).

% of U diffused through skin

0O 3 6 9 12 15 18 21 24
Time (h)

Figure 9: Uranium percutaneous diffusion kinetics through excoriated skin in absence of
treatment (x) or after application of wate¢ )(or nanoemulsion without)§j or with 4 mg.g

calixarene g). The treatment was applied immediately after the contamination step and the
percentage of initially deposited uranium that diffused through excoriated skin biopsies was

recorded during 24 hours. Each point corresponds to the mean of 10 assays * standard deviation.

After 24 hours of Franz cell diffusion experiments, SIMS images and mass spectra showed that
no significant uranium accumulation was detected in the excoriated skin structures after the

application of nanoemulsion without or with calixarene on contaminated excoriated skins. Uranium
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traces were found to be retained in the areas where a few residtiah corneum layers remained
after the tape stripping step (Fig. 10). There was thus no significant difference between these
observations and those made in the study of the uranium diffusion through excoriated skin in

absence of treatment (Fig. 6 (B)).
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Figure 10: SIMS mass spectrum and ionic image of excoriated contaminated skin biopsy treated
immediately after the contamination step (10 fhgranyl solution) by nanoemulsion with 4 md.g
calixarene. Biopsy was analysed by SIMS 24 hours after the beginning of Franz cell experiments. In
the ionic image®*®U" image (red) was superposedida’ (green) image (200 pm x 200 pm image
field).

3.7. Calixarene nanoemulsion efficiency on contaminated excoriated skin in case of delayed
application

The effect of time elapsed between the skin contamination by uranium and the application of the
treatment on the uranium diffusion kinetics was studied by delaying the application of the
calixarene nanoemulsion by 5, 15 and 30 minutes. As illustrated in figure 11, uranium diffusion
kinetics was roughly the same when the calixarene nanoemulsion was applied 5, 15 or 30 minutes
after the contamination step. In these three cases, the calixarene nanoemulsion allowed a 3-folc
uranium steady state flux reduction (26.53+6.64 ng.bif) and a 3.5-fold uranium diffusion

percentage decrease after 24 hours (11.55+2.79%) as compared to the absence of treatment.
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Figure 11: Uranium percutaneous diffusion kinetics through excoriated skin in absence of
treatment (x) and after immediate)( application or 5 minutes§, 15 minutes4) and

30 minutes ) delayed application of 4 mg'galixarene nanoemulsion. The percentage of initially
deposited uranium that diffused through excoriated skin biopsies was recorded during 24 hours.

Each point corresponds to the mean of 10 assays + standard deviation.

4. Discussion

The goal of the present work was to evaluate the ability of the calixarene nanoemulsion to trap
uranium on intact and excoriated skin. For this purpose, pig ear skin was chosen as model in Franz
diffusion cell experiments because it is known for being the most representative model of human
percutaneous absorption (Jacetl., 2007; Meyeet al., 2007; SCCNFP, 2003). The external face
of pig ear skin explants was put in contact with carbonate-bicarbonate buffer as receptor fluid. This
solution ensures sink conditions and high uranium solubility, which was not the case of
physiological phosphate buffer in which uranium precipitation was observed during our preliminary
uranium solubility studies. Moreover, the use of 0.025 M carbonate-bicarbonate buffer allowed us
reproducing the blood medium in which uranium is strongly bound to carbonate ions once it passed
through the skin and penetrates into the bloodstream (Chevari and Likhner, 1968; Durbin, 1984).
The integrity of skin explants in contact with this receptor medium was checked during 24 hours by
TEWL measurement before performing diffusion assays. The obtained TEWL values were in good
agreement with the values recommended in the specifications of the used apparatus (Tewamete
TM 300®, Monaderm®, Monaco) and in the literature (Nikolowlal., 2008). All Franz diffusion

cell experiments were conducted under occlusive condition to prevent evaporation and
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concentration phenomena of solutions deposited in the Franz cell donor compartment during the
24 hours percutaneous diffusion studies.

Our uranium diffusion kinetics studies through intact pig ear skin showed that a significant
passage of uranyl occurred after 30 minutes, which is much faster than the 2 to 4 hours delay
observed in other works performed on Franz diffusion cells using back rat skin, abdominal human
skin and even pig ear skin explants (Pettadl., 2004; Tymeret al., 2000). This lag time value is
however coherent with those obtainednrvivo experiments performed on rats in which uranium
was detected in the vascular dermis 30 minutes after the contamination step €Patit@007a;
Petitotet al., 2007b). Uranium diffusion observed in the present work through intact skin was still
slow and low, which is in agreement with previonsivo experiments carried out on intact rats
back skin where uranium was not significantly detected in the blood during 24 hours and was
detected in the kidneys only 6 hours after the contamination and in the urines after 24 hours (Petitot
et al., 2007a; Petitotet al., 2007b). Indeed, the low uranium steady state flux value of
0.12 ng.crif.h* determined in our experiment is similar to the value obtained by Petitbt
(Petitotet al., 2004), and only 0.07£0.03% of the deposited uranium diffused through intact skin
after 24 hours exposure. This low amount of uranium diffusing across intact pig ear skin is closer to
the quantity passing through intact human skin in Franz diffusion cell experiments (€yalen
2000) than the value determined on back rat skin model which overestimates the uranium diffusion
through intact skin (Petitat al., 2004; Tymeret al., 2000). Pig ear skin thus seems to represent a
better animal skin model for uranium percutaneous diffusion study than rat skin. SIMS images of
intact skin explants and corresponding mass spectra determined 24 hours after contamination
showed that uranium is mostly retained at the surface of the skin in the first most esttatual
corneum layers. Uranium that is present in these layers can then be eliminated by natural skin
desquamation (Reddst al., 2000). Intact skin thus appears to be an efficient barrier against the
entry of uranium into the body.

As for the diffusion of uranyl through excoriated skin, the first significant amount of uranium
was also detected in the receptor fluid of Franz diffusion 30 minutes after contamination. This lag
time is similar to the value obtained on excoriated back rat skin and excoriated pig ear skin biopsies
in other Franz diffusion cell experiments (Petigbal., 2004). Duringin vivo experiments carried
out on excoriated back skin of rats, uranium was significantly detected in the vascular dermis
30 minutes after the contamination of wounds and only after 2 hours in the whole blood éPetitot
al., 2007a). Nevertheless, uranium was significantly detected in the kidneys, and in urines
30 minutes after contamination, which indicates that its presence in the blood occurred earlier than
2 hours but its detection was not possible because of its very rapid extraction and filtration by the
kidneys. The uranium diffusion kinetics determined in our study is thus likely to be similar to the

one observeth vivo. Quantitatively, uranyl diffusion is 644-fold faster through excoriated skin than
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through intact skin and the quantity of diffused uranium 24 hours after the contamination step is
530-fold higher in case of excoriation, which corresponds to a percutaneous passage of around 40 %
of initially deposited uranium. Furthermore, no uranium accumulation was found in SIMS ionic
images in the cutaneous structures of excoriated skin biopsies after 24 hours of uranium
contamination. Excoriation, which represents a common and superficial wound, thus leads to a
dramatic increase of percutaneous uranium diffusion flux and of the diffused uranium quantity as a
function of time. These results obtained in Franz diffusion cell experiments and by SIMS analyses
confirm the efficiency of the stratum corneum against the entry of uranium into the organism, which
was previously observed in the studies of Pettal. (Petitotet al., 2004). This wound model,

which is easy to produce by tape stripping and reproducible, thus represents a suitable wound mode
for assessing the ability of local treatments for the decontamination of uranium contaminated
injured skin. Moreover, the fact that uranium can pass through both intact and superficial wounded
skin in less than 30 minutes emphasises the need to treat very rapidly the cutaneous contamination.

In case of cutaneous contamination by uranium, neither specific emergency treatment nor
efficient decorporation treatment are available. Taking into account the fast diffusion of uranium
through both intact and excoriated skin, we have designed a specific emergency treatment for
contaminated intact and wounded skin and tested its decontamination ability using again pig ear
skin explants.

Before the determination of the calixarene nanoemulsion potential in terms of cutaneous uranium
decontamination, the percutaneous diffusion of the calixarene molecule through intact and
excoriated skin explants was preliminary investigated. Calixarene nanoemulsion was then deposited
on the biopsies and calixarene content in the fluid receptor was measured during 24 hours. It
appeared that calixarene was not detected in the Franz diffusion cell receptor medium. Therefore,
based on the detection limit of the HPLC method, less than 0.01 % of the deposited calixarene
guantity could have passed through both intact and excoriated skins without being detected, which
represents an almost negligible amount.

The skin decontamination potential of the calixarene nanoemulsion was first evaluated on
contaminated intact skin and the diffusion of uranium was compared to the one obtained in absence
of treatment. From the diffusion kinetics data and SIMS images, it appears that the unloaded
nanoemulsion has no significant decontamination effect on intact skin. The application of the
calixarene loaded nanoemulsion on intact skin immediately after the uranium contamination step
allowed a 94.2+4.7% reduction of the quantity of uranium that diffused through the skin at the end
of the 24 hours Franz diffusion cell experiments and a 26-fold uranium steady state flux decrease.
SIMS images and corresponding mass spectra revealed that there was no uranium retention in intac

skin structures. By comparing these images to the ionic skin images obtained in absence of
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treatment or after the application of the unloaded nanoemulsion, one can see that the treatmen
prevents the penetration of uranyl in the skin. According to these results obtained on intact skin and
from our previous work that demonstratiedvitro the ability of the calixarene nanoemulsion to
extract uranyl ions from a contaminated solution (Spagnall., Submitted), we can conclude that

the application of the calixarene nanoemulsion immediately after the cutaneous contamination step
allows trapping and retaining the uranyl ions of an aqueous contaminated solution, which infers the
uranium percutaneous transfer. Moreover, as SIMS images did not show any uranium accumulation
after the contamination treatment by the calixarene nanoemulsion, it seems that the calixarene-
uranium chelate does not significantly penetrate into intact skin structures. Thus, calixarene
nanoemulsion constitutes an efficient treatment of skin contamination that acts at the skin surface.
However, as intact skin can be considered itself as a sufficient barrier against the entry of uranium
in the body, it is important to assess the efficiency of the calixarene nanoemulsion on a
contaminated wound model.

The skin decontamination potential of the calixarene nanoemulsion was then evaluated on a
superficial wound model consisting in excoriated skin. It was observed in a preliminary study that
the unloaded nanoemulsion allowed a 6-fold uranium diffusion flux diminution and a reduction of
84.01£8.2% of the quantity of uranium that diffused through excoriated skin after 24 hours of Franz
diffusion cell experiments. This action of the unloaded nanoemulsion can be partly explained by the
dilution effect of the contaminated solution due to the nanoemulsion aqueous phase. Indeed, the
uranium diffusion flux obeys to the first Fick’s law which stipulates that the diffusion kinetics at the
steady state is proportional to the difference of uranium concentration between the epidermal and
the dermal faces of the skin (Zatz, 1993). So, by diluting the uranium concentration deposited on
the epidermal face of skin biopsies, the percutaneous diffusion flux of the radionuclide should be
decreased. This dilution effect was demonstrated by depositing pure water instead of unloaded
nanoemulsion on the contaminated skin. The water application allowed a 3.4-fold diminution of the
uranium steady state diffusion flux and an approximated 2-fold reduction of the 24 hours diffused
uranium percentage. Moreover, it was demonstrated in a previous report (Spagndubmitted)
that the unloaded nanoemulsion was able to extract around 20 % of uranium from a contaminated
solution under the same conditions contributing to the reduction of the uranium diffusion flux. The
fact that the unloaded nanoemulsion effect was not observed on intact skin biopsies may certainly
be explained by the weak uranium diffusion and the high standard deviation observed in this case.
SIMS images and corresponding mass spectra of excoriated skin biopsies 24 hours after the
contamination step and the application of the unloaded nanoemulsion were not significantly
different from the ones obtained in absence of contamination treatment. Uranium is thus not
retained in excoriated skin structures after application of the calixarene non loaded nanoemulsion

on contaminated skin. The application of the calixarene nanoemulsion immediately after the
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contamination step induced a decrease of 97.5£1.7% of the quantity of uranium that diffused
through excoriated skin after 24 hours of Franz diffusion cell experiments and allowed a 36-fold
uranium diffusion flux diminution, which represents a 6-fold greater flux reduction than the one
obtained by application of the unloaded nanoemulsion. SIMS analyses of excoriated skin biopsies at
the end of the Franz diffusion cell experiment showed no uranium accumulation in the cutaneous
tissues, as it was previously observed in absence of treatment of the skin contamination and aftet
application of the unloaded nanoemulsion. From the results obtained in uranium diffusion assays
and from SIMS images, we can conclude that the calixarene nanoemulsion quantitatively extracts
and retains uranyl ions of an uranium contaminated solution deposited on wounded skin.
Furthermore, the calixarene nanoemulsion seems to act at the surface of the skin as no significan
penetration of the calixarene-uranyl chelate was observed into the skin. In addition, it was observed
that the calixarene nanoemulsion is less efficient in case of delayed application but still allows a
very significant uranium diffusion decrease as compared to the absence of treatment application.
This reduction of efficiency being approximately the same whatever the delay of application (5 to
30 minutes), we assume that a part of the deposited uranium fastly penetrates in the upper
excoriated skin structures, saturates them and then diffused passively through the skin to later reacl
the receptor medium. Experiments are in progress to better understand this phenomenon. Fron
these results, it appears that it is preferable to treat the cutaneous contamination as soon as possib

to ensure an optimal decontamination efficiency of the calixarene nanoemulsion.

5. Conclusion

In summary, our study demonstrates that the calixarene nanoemulsion allows decreasing almost
guantitatively uranium percutaneous diffusion by trapping and retaining uranyl ions at the surface
of the skin. This patented formulation (Bouvier-Capethal., 2008) thus constitutes a promising
therapeutic approach for the local treatment of intact and wounded skin contaminated by
transferable uranium compounds. For optimal efficiency, the treatment should be applied as fast as
possible after the contamination. As the calixarene molecules used in this study also efficiently
chelate other actinides, we planned to evaluate the calixarene nanoemulsion efficiency on skin

contaminated by other actinides such as plutonium and americium and to panforonstudies.
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Chapitre IV

L’ensemble des travaux menés au cours de cette thése a fait I'objet de deux principales

valorisations qui vont étre présentées dans ce quatrieme chapitre.

Les résultats obtenus dans ces travaux de thése ont été présentés lof&drorigdes
international HEIR (Health Effects of Incorporated Radionuclides, Santa Fe, Nouveau-Mexique,
Etats-Unis) a la suite duquel ils ont donné lieu a une publication dans un journal scientifique
reconnu dans le secteur nucléaire (Health Physics). Cet article décrit la nanoémulsion de calixaréne
(chapitre 1) et résume les principaux résultats obtenw#ro (chapitre Il) etexvivo sur la peau

(chapitre 1ll) concernant 'efficacité de décontamination de la nanoémulsion.

Une demande de dépbt de brevet assurant la protection de la formulation innovante mise au point
au cours de ce travail de these, c'est-a-dire la nanoémulsion de calixarene, a été déposée I
17 décembre 2008 sous lintitikéFormulations pharmaceutiques de molécules de calix[6]arénes
pour le traitement de contaminations cutanées par des actinides » (FR-08/58703). Le brevet ne
pouvant étre publié que 18 mois aprées la date de son dép6t, il ne sera pas présenté dans ce manusc
de these.
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A new formulation containing calixarene molecules as an emergency

treatment of uranium skin contamination
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Abstract

Cutaneous contamination represents the second contamination way in the nuclear industry. Despite
that the entry of actinides such as uranium into the body through intact or wounded skin can induce
a high internal exposure, no specific emergency treatment for cutaneous contamination exists. In the
present work, an innovative formulation dedicated to uranium skin decontamination was developed.
The galenic form consists in an oil in water nanoemulsion which contains a tricarboxylic calixarene
known for its high uranium affinity and selectivity. The physicochemical characterization of this
topical form revealed that calixarene molecules are located at the surface of the dispersed oll
droplets of the nanoemulsion, being thus potentially available for uranium chelation. It was
demonstrated in preliminaiy vitro experiments by using an adapted ultrafiltration method that the
calixarene nanoemulsion was able to extract and retain more than 80% of uranium from an agueous
uranyl nitrate contamination solution. Fiestvivo experiments carried out in Franz diffusion cells

on pig ear skin explants during 24 hours showed that the immediate application of the calixarene
nanoemulsion on a skin contaminated by an uranyl nitrate solution allowed an uranium
transcutaneous diffusion decrease of about 98% through intact and excoriated skins. The calixarene
nanoemulsion developed in this study thus seems to be an efficient emergency system for uranium

skin decontamination.
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INTRODUCTION

Internal contamination of power plants workers by actinides may occur by inhalation, ingestion
or penetration through wounds or intact skin. Although the most current contamination pathway is
inhalation (Gerber and Thomas 1992), the contamination through intact or wounded skins is still a
big concern, since it may induce a high internal exposure of contaminated individuals after
translocation of the radionuclides from the contamination site into the body (De Rey et al. 1983,
Lopez et al. 2000, Petitot et al. 2004, Petitot, Frelon et al. 2007, Petitot, Gautier et al. 2007). The
current medical care in case of skin contamination only occurs after transfer of the victim to the
medical unit of the nuclear site and it only consists in local decontamination of the wound by
rinsing with soaped water or a 25% calcic salt of diethylene triamine pentaacetic acid (Ca-DTPA)
solution. This procedure is often followed by a decorporation treatment with intravenous injection
of 1 g of Ca-DTPA in 4 mL (ASN 2008) to reduce the risks of tissue damage and induction of
cancer. A surgical excision of the contaminated tissues can be needed in order to remove residua
radionuclides and prevent their penetration into the body (Gerber and Thomas 1992, Bailey et al.
2003). Nevertheless, Ca-DTPA exhibiting a lack of selectivity and affinity for uranium in biological
medium, these procedures are ineffective in case of uranium contamination that may induce strong
kidney toxicity (Lopez et al. 2000, Métivier 2001). Some chelating agents more specific to uranium
have been developed in order to decorporate uranium from the body (Durbin 2008). Except the
biphosphonate molecule series (Houpert et al. 2004, Yang, et al. 2005, Xu et al. 2008), none of
those chelating agents have been used in pharmaceutical forms dedicated to skin decontaminatior
In addition, the specific uranium chelation by the biphosphonate molecules within the proposed
formulations has not been demonstrated.

In this context, we have developed a new topical pharmaceutical form dedicated to emergency
treatment of uranium skin contamination. We have taken advantage of the particular chelation
properties of a calixarene molecule (Fig. 1) developed in our laboratory for radiotoxicological
analyses purpose. The selectivity, affinity and extraction efficiency of uranium present in trace in
biological media by this calixarene have been successfully shown in previous works (Boulet et al.
2006). The objective of the present study is to integrate these calixarene molecules in a topical form
for skin decontamination. We have thus developed an oil in water (O/W) nanoemulsion displaying
calixarene molecules at the interface between the oily and external agueous phase. The
physicochemical properties of this nanoemulsion have been characterized and its efficiency for
uranium extraction has been evaluataditro by using an adapted ultrafiltration method and

ex vivo with first experiments on intact and excoriated pig ear skin explants in Franz diffusion cells.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Calixarene molecule (Fig. 1) was synthesized as described in the patent (Duval et al.). Other
compounds used for preparing calixarene nanoemulsions were paraffin oil (d =0.86), (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France), non ionic surfactants sorbitan monooleate (Span® 80) and
polyoxyethylene glycol sorbitan monooleate (Tween® 80), purchased from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France) and water obtained from a Milli-Q® Synergy 185 water purification
system (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France).

Uranium-contaminated solutions were prepared by diluting a standard depleted uranium solution
(1,000 mg [* in 2% HNQ;, SPEX Certiprep, Horiba Jobin Yvon, Longjumeaux, France). The pH of
the contaminated solutions was adjusted to 5 with 0.01 M acetate buffer. A bigfBihstock
standard solution at 100 pg'l(from a 10 mg L[* single element standard, SPEX Certiprep, Horiba
Jobin Yvon, Longjumeaux, France) and a multielemental standard solution containing depleted
uranium at 1 pg t (from a 10 mg [* tuning solution SPEX Certiprep, Horiba Jobin Yvon,
Longjumeaux, France) were prepared in 2% HNtbom a 67% HNQ stock solution, Normatom,
VWR, Fontenay-sous-Bois, France) for Inductively Coupled Mass Spectrometry (ICP-MS)
measurements. All reagents were used as received without any further purification.

Pig ears used in Franz cell diffusion experiments were purchased from Guy Harang abattoir
(France) with the authorization of the French Departmental Directorate of Veterinary Services of

Hauts-de-Seine. Pig ears were stored at -20°C until use.

Figure 1: Structure of 1,3,5-OG#2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene
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Methods

Preparation and characterization of calixarene nanoemulsions

Oil in water calixarene nanoemulsions were prepared by the emulsion inversion point method as
previously described (Spagnul et al.). The amounts of surfactants, oil and water were respectively
5%, 20% and 75% (w/w). The dispersed oil droplet size and zeta potential were both measured with
a Nanosizer/Zetasizer® ZS apparatus (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.), and pH
measurements were carried out with a MeterLab/pH M240 pH-meter (Radiometer Copenhagen,
Denmark). These parameters were determined as a function of the calixarene concentration in the

nanoemulsion.

In vitro calixarene nanoemulsion efficiency study

Equal volumes of uranium-contaminated solution (40 [fg pH 5) and calixarene loaded
nanoemulsion (2 mg™y were mixed and the mixture was kept under static condition during
definite times. Aliquots of the mixture were put into MicroBaentrifugal filter devices (3,000 Da,
Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) and centrifuged at 6,000 rpm for 30 minutes at 20°C.
The uranium extraction by the calixarene nanoemulsion was determined by quantifying free
uranium present in the aqueous filtrate phase recovered by ultrafiltration-ultracentrifugation of the

mixture using Inductively Coupled Mass Spectrometry (ICP-MS) technique (Spagnul et al.).

Ex vivo calixarene nanoemulsion efficiency study on pig ear skin explants

The diffusion kinetics of uranium through intact and wounded skins was studied after application
or no application of the calixarene nanoemulsion treatment in Franz diffusion cell assays using
MicroettePlusTM apparatus (Hanson Research Corp., Chatsworth, California, USA). Full thickness
skin pieces were removed from pig ears and wound was generated by removstattine
corneum of the skin by tape stripping using 60 standard D-Squame® discs (Monaderme®, Monaco)
pressed onto the skin using a D-Squame® applicator that provides a constant I5@rgssure
(Monaderme®, Monaco). Each skin sample was put on receptor compartment of the diffusion cell,
its dermal face in contact with a 0.025 M carbonate buffer receptor medium (Sigma-Aldrich Saint-
Quentin-Fallavier, France), covered with the donor compartment and the whole device was fixed
with a clamp. The contamination was made by depositing 600 pL of a 10'mugahyl nitrate
solution at pH 5 on the skin sample in the donor compartment of the Franz diffusion cell. Skin
decontamination was evaluated by depositing 600 pL of 4 gatixarene nanoemulsion in the
donor compartment immediately after the skin contamination. 24 hours later, uranium diffusion was

then evaluated by uranium quantification in the receptor fluid. The Receptor medium was kept
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under stirring and at the constant temperature of (33.5 = 0.1)°C during the experiment. All

experiments were conducted under occlusive conditions.

ICP-MSuranium analysis

Quantification of*®U content in the aqueous samples was made by ICP-MS measurements using
optimized protocols originally designed for human urine samples: aliquots were properly diluted in
2% HNO; and®*Bi was added as internal standard at 1 jfdBaglan et al. 1999, Bouvier-Capely
et al. 2003, Bouvier-Capely et al. 2004). As diluted solutions were prepared by weighing, the
related uncertainties can be neglected compared to the statistical ones. The combination of the
statistical errors was made using the conventional law of uncertainty propagation. The ICP-MS

signal was optimized at mass 238 before each measurement series.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the calixarene nanoemulsion

A previous study on the physicochemical characterization of the calixarene nanoemulsion
showed that the oil droplet size is nearly 175 nm and decreases significantly (p < 0.05) to 150 nm
from a calixarene concentration in the nanoemulsion of 2 thg(Spagnul et al.). Tension
measurements at the oil/water interface showed that calixarene molecules have tensioactive
properties which can explain the droplet size diminution after the calixarene molecules addition in
the nanoemulsion.

The zeta potential measurement of the dispersed oily droplets showed that increasing calixarene
concentration in the nanoemulsion leads to a zeta potential decrease from -13 mV to -50 mV until a
4 mg g' calixarene concentration at which the zeta potential value did not change significantly from
its -50 mV minimal value (Spagnul et al.). This zeta potential decrease due to the emergence of
negative charges at the surface of the oily droplets can be explained by the presence of calixarene
molecules at the oil droplets surface. Indeed, the carboxylic functions of calixarene molecules may
be partially deprotonated at the nanoemulsion aqueous phase pH which is about of 4.5 (Boulet
2006).

These results tend to demonstrate that calixarene molecules are at the surface of the oil droplets
under ionised form. Calixarene molecules are thus potentially available to extract uranyl ions from

an agueous uranium contaminated solution.
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In vitro evaluation of uranium extraction by the calixarene nanoemulsion

The decontamination potential of the calixarene nanoemulsion was first evaluated by keeping
under static contact a mixture of equal volumes of 2 thgaixarene loaded nanoemulsion with a
40 ug L nitrate uranyl solution at pH 5, ensuring a 10,000-fold calixarene molar excess. The
extraction ability of the calixarene nanoemulsion was compared to that of a solution of calixarene in
paraffin oil in the same conditions of calixarene excess (molar ratio calixarene/uranium = 10,000).
The results presented in Table 1 indicate that the calixarene nanoemulsion is able to extract
(83.4 £ 0.6)% of uranium of the contamination solution after only 5 minutes of contact (total
contact time of 35 minutes after ultrafiltration) and the optimum of uranium extraction is quickly
achieved. The presence of calixarene in the nanoemulsion is itself largely responsible for the
extraction ability as the nanoemulsion without calixarene extracts only about 20% of uranium at
equilibrium. The use of a more simple galenic form consisting in a solution of calixarene in paraffin
oil only allows the extraction of ~7% of uranium from the contaminated solution. This last result
shows that the emulsified system ensures a high uranium extraction yield due to the larger oil/water
interfacial contact. The calixarene nanoemulsion form seems thus to be well suited for the

decontamination of an aqueous solution contaminated by uranium.

Table 1: Uranium extraction (%) by paraffin oil and nanoemulsion in presence or not of calixarene,
as a function of contact time between uranium solution and nanoemulsion or paraffin oil, in static

conditions.

U extraction (%)

Contact time Calixarene Io_aded Non Ioade_d Calixar_ene_ in
Nanoemulsion Nanoemulsion paraffin olil
5 min 83.4+0.6 23.2+0.8 /
1 hour 87.4+0.7 16.7+4.9 7.0+0.9
4 hours 80.0+3.9 25.3+8.8 8.3+0.3
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Ex vivo evaluation of the skin decontamination efficiency of the calixarene nanoemulsion

From the good uranium extraction yields obtained by the calixarene nanoemulsion in the
previousin vitro tests, the calixarene nanoemulsion extraction efficiency for skin decontamination
was evaluated. A 4 mg'gralixarene loaded nanoemulsion was deposited in the donor compartment
of the Franz diffusion cells on pig ear skin explants immediately after a contamination with a
10 mg L uranyl nitrate solution. A concentration of 4 m§ of calixarene in the nanoemulsion
was chosen in order to allow an excess of calixarene molecules compared to uranium ions (molar
ratio calixarene/uranium = 80) and ensure a good uranium extraction. The uranium diffusion
through the skin was followed during 24 hours under occlusive conditions and as a function of the
application or no application of the calixarene nanoemulsion immediately after the contamination.
The results obtained on intact skin 24 hours after the contamination are presented in Fig. 2. Intact
skin seems to be a good barrier against uranium penetration as only 0.026 = 0.006 % of the

deposited uranium diffused through the skin 24 hours after the contamination.

0.04

0.03- T 1 Without treatment

Hl Calixarene loaded nanoemulsion
0.021 application

0.01+

0.00

% of uranium diffused through skin

Figure 2: Percentage of uranium diffused through intact skin and recovered in the receptor medium
of the Franz diffusion cells 24 hours after the contamination of intact pig ear skin explants in

function of the application or no application of calixarene nanoemulsion (n = 4).

The application of the calixarene nanoemulsion immediately after the contamination allowed an
uranium diffusion decrease of (98.4 £ 5.3)%. In the case of wounded contaminated skin (Fig. 3),
(44.3 £ 6.4)% of the deposited uranium diffused through the skin, which is significantly higher than
what was observed for intact skin. The prompt application of the calixarene nhanoemulsion treatment
conducted to an uranium diffusion decrease of (97.7 £ 0.8)% after 24 hours. The calixarene

nanoemulsion is thus still efficient in case of contaminated wounds.
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60

1 Without treatment

404
Hl Calixarene loaded nanoemulsion
application

204

% of uranium diffused through skin

Figure 3: Percentage of uranium diffused through excoriated skin and recovered in the receptor
medium of the Franz diffusion cells 24 hours after the contamination of excoriated pig ear skin

explants in function of the application or no application of calixarene nanoemulsion (n = 8).

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

In this work, a new topical form dedicated to the emergency treatment of uranium skin
contamination consisting in an oil in water nanoemulsion containing tricarboxylic calix[6]arene
molecules as uranium chelating agent was developed. The physicochemical characterization of this
form showed the presence of calixarene molecules potentially available for uranium chelation at the
surface of the dispersed oil droplets. It has been established by the mean of an adapted ultrafiltratior
method that this calixarene organisation within the nanoemulsion allows the extraction and the
retention of more than 80% of the uranium contained in an agueous contaminated solution. The
evaluation of the uranium skin decontamination potential of the calixarene nanoemulsion on intact
and excoriated pig ear skin explants using Franz diffusion cells demonstrated that the calixarene
nanoemulsion allows decreasing the uranium diffusion through both intact and excoriated skins of
about 98%. The calixarene nanoemulsion thus appears to be a very promising system for uranium
skin decontamination.

Furherin vitro experiments are carried out in order to determine the calixarene nanoemulsion
efficiency as a function of various parameters such as contamination solution pH and
calixarene/uranium molar ratio.

Other percutaneous skin diffusion experiments on intact and excoriated skins are in progress in
order to study the kinetics of uranium diffusion after the application of calixarene nanoemulsion and

to determine the influence of the calixarene nanoemulsion application delay on the calixarene
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nanoemulsion effiency. The calixarene nanoemulsion decontamination ability will also be evaluated

by carrying out in vivo experiments on rats.
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Discussion générale

Nous avons développé au cours de ce travail de these une forme pharmaceutique destinée
'application cutanée permettant de limiter le passage de l'uranium & travers la peau intacte et a
travers un modele de peau lésée. En effet, nous avons étudié [leffet du
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene, agent chélatant de la famille des
calixarénes connu pour sa forte affinité envers les ions uranyle, sur le passage percutané de
'uranium. Afin de rendre disponible cette molécule hydrophobe pour la chélation de I'uranium et
dans l'objectif d’assurer une action localisée a la surface de la peau, le calixaréne a été formulé 3
laide d’'un systeme émulsionné de type huile dans eau et, plus précisément, sous forme de

nanoémulsion.

Ainsi, le premier objectif de ce travail de these a consisté a concevoir la hanoémulsion, forme
pharmaceutique adaptée a l'usage cutané capable de véhiculer le calixaréne tricarboxylique
d’intérét et de le rendre disponible a la chélation de I'uranium. Le deuxieme objectif a été d’évaluer
invitro la capacité de la nanoémulsion de calixarene a extraire I'uranium depuis une solution
contaminée. Enfin, le troisieme objectif a consisté a évaeivo, sur des explants de peau
d’'oreille de porc montés en cellule de Franz, la capacité de cette forme a décontaminer la peau

intacte ou Iésée contaminée par une solution d’'uranium.

Au cours de cette discussion générale :

* Nous nous pencherons sur la pertinence du choix de la forme galénique développée pour
véhiculer le 1,3,5-OCH2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréne en vue de traiter dans

'urgence les contaminations cutanées par l'uranium,

* Nous évaluerons lintérét de la nanoémulsion de calixarene pour le traitement des
contaminations cutanées par lI'uranium. Nous discuterons alors des résultats obtenus en terme:
d’efficacité de décontamination lors des études menées au cours de cette thése et nous le:
comparerons avec ceux obtenus pour des formes galénigques développées par d’'autres équipes (

recherche.
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l. Intérét de la nanoémulsion de calixarene développée pour le traitement de la

contamination cutanée par I'uranium

Cette premiére partie de la discussion s’applique tout d’abord a justifier la stratégie que nous
avons choisie de mettre en ceuvre au cours de ces travaux de thése dans le cadre de la prise
charge des victimes contaminées par voie cutanée par de I'uranium dans l'industrie nucléaire. Nous
discuterons ensuite de l'intérét de la forme galénique que nous avons développée pour le traitemen

de ce type de contamination.

[.1. Intérét de la voie d’administration cutanée

Deux stratégies peuvent étre mises en ceuvre pour traiter la contamination cutanée par l'uranium.
La premiere stratégie est la décontamination cutanée. Elle a pour but d’éliminer I'uranium de la
zone cutanée contaminée et donc de limiter son entrée dans I'organisme. La seconde stratégie est
décorporation qui consiste a administrer par voie intraveineuse des agents chélatants et don
'objectif est d’accélérer I'excrétion par la voie urinaire du radioélément ayant pénétré dans
'organisme. Dans la pratique, le traitement de décontamination peut étre appliqué en urgence sur le
lieu de la contamination alors que le traitement décorporant est quant a lui administré apres transfert
de la victime au service médical du site nucléaire.

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons choisi de développer la premiére stratégie €
mettant au point un traitement de décontamination cutanée. En effet, face a la faible efficacité des
traitements de décorporation de l'uranium actuellement employés (Pegaét 1998), qui
consistent en des injections intraveineuses uniques ou répétées d'acide diéthyléne-triamine-
pentaacétique (DTPA) (Blanchin et al. 2004) ou de bicarbonate de sodium (ASN 2008), nous
proposons avec ce sujet de thése de développer une forme pharmaceutique dont I'application dan
'urgence, en substitut ou en complément de I'étape de rincage de la zone cutanée contaminée
permet de limiter I'entrée de I'uranium dans I'organisme. Avec ce type de prise en charge, nous
espérons également alléger le traitement de décorporation qui peut lui-méme présenter des effet:
toxiques. En effet, 'administration par voie intraveineuse de DTPA, qui est parfois systématique en
cas de suspicion de contamination par voie cutanée (Blanchin et al. 2004), peut potentialiser les
effets néphrotoxiques de I'uranium (Mulletral. 2006) et peut conduire a I'apparition de carences
en oligo-éléments tels que le zinc, le magnésium et le manganése, dues a la chélation aspécifique d
DTPA (Grappin et al. 2007). De plus, étant donné la toxicité potentielle des calixarénes aux niveaux
hépatique et sanguin (Archimbaud et al. 1994, Da Sdval. 2004), il nous a paru plus adapté de
mettre a profit les propriétés chélatantes du 1,3,5-24#H6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréne
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vis-a-vis de I'uranium pour un traitement de décontamination cutanée plutét que pour un traitement
décorporant.

Enfin, la mise a la disposition des salariés de l'industrie nucléaire susceptibles d’étre exposés a
un risque de contamination par voie cutanée par I'uranium d’'un traitement de décontamination
cutanée peut avoir un impact psychologigue non négligeable. En effet, ceci permettrait de rassurer

les victimes contaminées et ainsi de faciliter leur prise en charge au niveau du service médical.

1.2. Intérét de la formulation émulsionnée du calixarene tricarboxylique

Le principe actif que nous avons choisi de formuler pour le développement d’un traitement de la
contamination  cutanée par l'uranium est un calixarene tricarboxylique, le
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene. Cette molécule, issue de dix années de
recherche, a initialement été développée par le Laboratoire de RadioChimie (LRC) de I'Institut de
Radioprotection et de Sdreté Nucléaire (IRSN) pour extraire quantitativement et sélectivement les
ions uranyle du milieu urinaire vers une phase organique, en vue d'améliorer l'analyse
radiotoxicologique des urines dans le cadre de la surveillance des travailleurs de lindustrie
nucléaire soumis a des risques de contamination interne (Dinse 1999, Boulet 2006). La capacité de
ce calixarene a chélater I'uranium, I'extraire depuis une solution aqueuse contaminée et le retenir en
phase organique en fait un candidat idéal pour traiter une zone cutanée contaminée par une solutio
d'uranium. Ce calixarene se présentant sous forme de poudre insoluble dans l'eau, il a été
nécessaire de développer une forme galénique capable de veéhiculer ce principe actif a la surface d

la peau.

Le choix du véhicule du calixarene a été effectué en tenant compte d’'un certain nombre de
contraintes. En premier lieu, les modifications structurales de la molécule qui auraient permis de
réaliser des greffages ou des polymérisations n’ont pas été envisagées dans le cadre de cette étu
en raison des faibles rendements de synthése obtenus (Souane 2005). De plus, la forme doit no
seulement veéhiculer le calixaréne mais également le rendre disponible pour la chélation de
'uranium présent dans une solution aqueuse contaminée. Enfin, la formulation doit étre choisie de
facon a étre applicable sur la peau et & assurer une action de surface.

Ayant constaté la tendance du 1,3,5-Q&H,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréne a se
placer a l'interface d’'un systéme biphasique huile de paraffine-phase aqueuse (chapitre 1) et prenan
en compte les contraintes de formulation énoncées ci-dessus, nous avons décidé de formuler e
calixaréne dans un systéme émulsionné de type huile dans eau. Les excipients de la formulation
c’est-a-dire les tensioactifs non ioniques et I'huile de paraffine, ont été choisis pour leur bonne
tolérance cutanée et leur faible pouvoir pénétrant (Rehwake 2003, Martini 2006). Le choix de la
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phase huileuse fut crucial car des travaux préliminaires menés en extraction liquide-liquide ont

indiqué que la présence ou non de calixaréne a l'interface phase aqueuse/phase organique dépend
la phase organique le véhiculant (Boulet 2006). Le systéme émulsionné que nous avons concu dan
ces travaux de thése est un systeme particulier nommé nanoémulsion qui consiste en une fine
dispersion de gouttelettes huileuses véhiculant le calixarene (diametre moyen de 150 nm) dans une
phase aqueuse continue et qui permet de développer une grande surface de contact entre ces de
phases. Les études de caractérisation physico-chimique de la nanoémulsion de calixaréne présentes
dans le chapitre | (mesure de la taille des gouttelettes huileuses, du pH de la phase aqueuse et C
potentiel zéta en fonction de la quantité de calixarene incorporée dans la nanoémulsion) ont

confirmé la présence de calixarene a la surface des gouttelettes huileuses dispersées (figure 1).

Figure 1. Représentation schématique de la nanoémulsion de calixaréne.

D’apres les travaux de Dei et al. (Deti al. 1995) et de Lo Nostret al. (Lo Nostro et al.1996,
Lo Nostro et al. 2001) qui indiquent que des calixarénes de structure similaire a celle du
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOH-p-tertbutylcalix[6]arene ont tendance a se placer parallelement a
l'interface air/eau, il est probable que notre calixarene d'intérét se place de la méme facon a
I'interface huile de paraffine/eau avec les trois fonctions carboxyliques dans la phase aqueuse
disponibles pour chélater I'uranium (figure 2) et que la molécule conserve cette disposition dans la
nanoémulsion. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que des molécules de
calixarene soient disposées perpendiculairement & la surface des gouttelettes huileuses dispersée
Cette configuration ne constituerait cependant pas un obstacle a la chélation des ions uranyle d’une
solution agueuse contaminée puisque, selon des études de modélisation moléculaire, cette chélatio
peut avoir lieu avec seulement deux des trois fonctions carboxyliques du calixaréne et une molécule
d’eau (Boulet 2006, Boulet al. 2008).
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Phase aqueuse
Orientation parallele Orientation perpendiculaire

Figure 2. Hypotheses d’orientation du 1,3,5-O£H4,6-OCHCOOH-p-tertbutylcalix[6]aréne
a l'interface huile de paraffine/eau, d’'aprées (Etel. 1995).

Les tests préliminaires d’efficacité de la nanoémulsion de calixaréne meims ont démontre
gue l'application de la nanoémulsion de calixarene sur une solution aqueuse contaminée par de
'uranium permet d’extraire plus de 80 % des ions uranyle de cette solution (chapitre 1), ce qui
confirme la présence et la disponibilité des fonctions chélatantes du calixarene tricarboxylique a la
surface des gouttelettes huileuses dispersées. D’apres les études de mesure de tension interfacie
(chapitre I) et les travaux préliminaires que nous avons menés en extraction liquide-liquide
(tableau 1), le chélate calixarene-uranium semble étre localisé a la surface des gouttelettes huileuse

(figure 3).

Extraction de i N _ ) )

I'uranium Répartition de I'uranium extrait de la solution aqueuse (%)
depuis la solution

agueuse contaminee

%) Huile de paraffine Interface eau/huile de paraffine
0

919+0,4 1,1+0,1 88,1+4,1

Tableau 1. Répartition a I'équilibre de I'uranium entre I'huile de paraffine chargée en calixaréne et

la phase aqueuse contaminée en extraction liquide-liquide.
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Figure 3. Représentation schématique de I'extraction par la nanoémulsion de calixarene des ions

uranyle depuis une solution aqueuse contaminée par de I'uranium.

La nanoémulsion que nous avons développée constitue donc un systéme non dynamique
d’extraction de l'uranium depuis une solution aqueuse contaminée, contrairement aux membranes
liquides émulsionnées. Les membranes liquides émulsionnées a base de calixaréne, qui ont déja éf
utilisées comme systeme d’extraction de l'uranium depuis une solution agueuse contaminée
(Ramkumaret al. 2002), sont constituées de trois phases (figure 4) : une phase externe contenant
l'uranium & extraire, une phase membranaire véhiculant le calixaréne et une phase interne ou le
radioélément extrait est relargué et concentré, le tout étant stabilisé par des tensioactifs. Dans ce
type de systeme, les ions uranyle diffusent depuis la phase externe vers la phase membranaire a |
surface de laquelle ils sont chélatés par des molécules de calixaréne, passent a travers la membrat
sous forme de chélates calixarene-uranium et atteignent la phase interne ou ils sont dissociés de
molécules de calixarene et concentrés, libérant ainsi les molécules de calixarene qui peuvent alors
retourner extraire d’autres ions uranyle de la phase externe. Il apparait alors que la nanoémulsion dé
calixaréne est plus rapidement saturable que les membranes liquides émulsionnées puisque, apres
chélation des ions uranyle, le stock de molécules de calixaréne disponibles pour la chélation n’est
pas renouvelé (figure 5). Cependant, alors que les membranes liquides émulsionnées peuven
conduire a un relargage de I'uranium dans la phase externe en cas de déstabilisation du systeme, |

nanoémulsion de calixarene assure elle un véritable piégeage des ions uranyle par chélation.
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Phase externe  Membrane Phase interne
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Figure 4. Représentation schématique du mécanisme d’extraction des ions uranyle par un systéme
de type membrane liquide émulsionnée depuis une solution agueuse contaminée
(C : calixaréne ; U : uranium ; CU : chélate calixaréne-uranium ; H : proton),
d’apres (Devulapallet al. 1999, Ramkumaet al. 2002).
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Figure 5. Mise en évidence du phénomeéne de saturation de la nanoémulsion chargée en calixaréne
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Certaines études indiquent que les nanoémulsions conduisent a une pénétration cutanée et u
passage percutané du principe actif qu’elles véhiculent supérieurs a ceux obtenus dans le cas de
emulsions. En effet, ces travaux ont tendance a montrer que la pénétration cutanée et I'absorptior
percutanée augmentent lorsque la taille des gouttelettes dispersées des systemes émulsionne
diminue (Fernandeet al. 2000, Ropkest al. 2002). Cependant, ces études comparant des systemes
eémulsionnés non seulement de taille variable, mais également de composition différente, il est
difficile de mettre en évidence la contribution propre de la taille des gouttelettes dispersées dans les
phénomenes observés. Une étude systématigue menée plus récemment par lzquierdo et al
(Izquierdo et al. 2007) a quant a elle démontré qu’aucune corrélation ne peut étre établie entre la
taille des globules dispersés et le passage percutané d’'un principe actif. Ainsi, le choix de formuler
dans notre étude une nanoémulsion plutét qu’'une émulsion ne va pas a l'encontre de I'objectif
d’action de surface que nous nous sommes initialement fixé. De plus, la nanoémulsion permet
d’assurer une interface plus importante qu’'une émulsion entre les gouttelettes huileuses dispersée
porteuses de calixaréne et une phase aqueuse contaminée par de I'uranium. En effet, comme illustr
dans la figure 6, la surface de contact entre ces deux phases joue un role crucial dans l'efficacité de

décontamination de la forme galénique développée (chapitre II).

100 - _ _
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.% 40 A nanoémulsior
g Solution de calixaréne dans
G 207 de I'huile de paraffine
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Figure 6. Cinétique d’extraction par la nanoémulsion de calixaréne et par une solution de
calixaréne dans de I'huile de paraffine des ions uranyle depuis une solution aqueuse contaminée.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’uranium extrait en fonction du temps.

Conditionsin vitro : contact Statiquevformegalénique/v camtanmnation =1' Qalixaréne/ QJranium =10000.
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La forme galénique développée rend donc disponible les molécules de calixarene tricarboxylique
pour la chélation des ions uranyle présents dans une solution aqueuse contaminée. De plus, grace
sa phase aqueuse externe, la nanoémulsion constitue une forme lavable qui peut étre aisémel
éliminée de la peau par simple ringage a I'eau (Roberts 1999, uajir2005), ce qui en fait une

forme tout a fait adaptée au traitement des contaminations cutanées par I'uranium.

Il. Effets de la nanoémulsion de calixarene sur la contamination cutanée par I'uranium

Dans cette seconde partie de la discussion seront tout d’abord justifiées les conditions
expérimentales qui ont été utilisées pour évaluer l'efficacité de décontamination cutanée de la
nanoémulsion de calixaréne. Les résultats obtenus au cours de ces travaux seront ensuite analysés

compareés avec ceux obtenus dans d’autres études menées dans le méme domaine.

[1.1. Justification de la méthode mise en ceuvre

Apres avoir démontrén vitro, par la mise en ceuvre de la technique d’ultrafiltration, la capacité
de la nanoémulsion de calixarene a extraire rapidement (5 minutes) et quasi totalement (> 80 %) les
ions uranyle depuis une solution aqueuse contaminée par de l'uranium (figure 6 et chapitre Il),
I'efficacité de décontamination de cette forme a été évaduée/o en cellule de Franz sur des
explants de peau d'oreille de porc. Cette technique, initialement développée pour la pharmacologie
cutanée et validée pour I'étude du passage transdermique d’éléments radioactifs et notamment dt
'uranium (Tymenet al. 2000), présente I'avantage d’étre facile a mettre en ceuvre et permet
d’éviter le sacrifice d’animaux de laboratoire. Dans ce systéme, nous avons employé de la peau de
la face externe d’oreilles de porc qui est plus facile a obtenir que les biopsies de peau humaine et
qui est reconnue comme étant le modeéle de peau animale le plus représentatif de la peau humain
(Jacobiet al. 2007). Les expérimentations ont été menées sur des explants de peau entiere
constitués de I'épiderme et du derme. L’'uranium étant résorbé par la circulation sanguine dés le
haut du derme, I'emploi de peaux entieres en cellule de Franz peut conduire & une sous-estimatior
du délai du passage percutané du radioélément. Cependant, dans notre étude de la cinétique c
diffusion percutanée de I'uranium, le passage de ce radioélément a travers la peau a été détecté de
30 minutes aprés la contamination (chapitre 1ll), ce qui est en accord avec les données obtenue:
invivo chez la rat (Petitadt al. 2007a, Petitogt al. 2007b).

La contamination des explants de peau d'oreille de porc a été réalisée avec une solution de
nitrate d’'uranyle. Ce composé d’uranium, soluble et transférable, a été choisi car il a été identifié
comme étant celui diffusant le plus rapidement et le plus fortement a travers la peau @alRey
1983). Il fait donc partie des composés d’uranium les plus préoccupants en cas de contamination

cutanée. La concentration en uranium dans la solution contaminée déposée sur les biopsies de pec
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(10 mg.IY) a été choisie de facon & étre significative et & assurer, aprés application de la
nanoémulsion de calixarene sur la contamination cutanée, un exceés de calixarene suffisant poul
garantir, d’apres les étudasvitro (figure 5 et chapitre 11), un rendement optimal d’extraction des
ions uranyle par la nanoémulsion de calixarene. Le pH de la solution contaminée a quant a lui été
fixé a pH =5 pour deux principales raisons. Premiérement, nous avons démaoitré que
I'extraction par la nanoémulsion de calixaréne des ions uranyle depuis une solution contaminée est
optimale pour un pH supérieur ou égal a 5, sachant que l'efficacité de la nanoémulsion peut étre
maintenue en cas de contamination acide en tamponnant a pH = 5 la phase aqueuse la constitual
(chapitre Il). De plus, I'emploi d’'une solution contaminée de pH =5 permet d’étudier le passage
percutané de l'uranium a travers une peau intégre, le pH de la surface cutanée étant compris entr
4,2 et 5,8 (ECETOC 1993, Seillerral. 1996). En effet, I'emploi de solutions contaminées acides
conduit a l'apparition de brllures chimigues responsables d'une rétention de I'uranium dans les
tissus cutanés, ce qui peut mener a une sous-estimation du passage percutané de I'uranium dans |
premiers instants suivant I'exposition (Petigbal. 2007a, Petitogt al. 2007b, Fukudat al. 2009).

Cela permet également de ne pas mélanger deux modeles de blessure lors de I'étude du passa
percutané de l'uranium a travers le modéle de peau Iésée que nous avons sélectionné.

Les études de diffusion percutanée de l'uranium en fonction de I'application ou non de la
nanoémulsion de calixaréne ont été menées sur des cellules de Franz durant 24 heures, duré
maximale assurant le maintien de l'intégrité des explants de peau (SCCNFP 2003, OECD/OCDE-
428 2004), en condition occlusive. Nous avons fait le choix de travailler en condition occlusive
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, cela permet d’éviter I'évaporation des échantillons aqueux
déposés sur la peau au cours des 24 heures d’expérimentation et donc d’éviter un phénomene d
concentration de l'uranium a la surface cutanée qui, selon la premiere loi de diffusion de Fick, peut
influer sur le flux de passage percutané de ce radioélément. De plus, cette condition est
représentative des conditions réellement rencontrées dans les cas de contamination cutanée. E
effet, aprés ringcage de la zone cutanée ou de la blessure contaminée, un bandage est appliqué af
de limiter la dispersion de radioéléments durant le transport de la victime au service médical du
centre nucléaire. Enfin, I'occlusion conduisant en régle générale a une augmentation de I'absorption
cutanée (Zatz 1993, Seillet al. 1996, Buckset al. 1999, Goldaet al. 2005), elle favorise
potentiellement le passage de I'uranium a travers la peau. Ainsi, le fait d’'employer une solution de
nitrate d’'uranyle comme contaminant et de maintenir une condition occlusive nous permet de nous
placer dans des conditions expérimentales favorables au passage percutané de I'uranium qui sor
idéales pour évaluer le potentiel de la nanoémulsion de calixaréne que nous avons développée pou
le traitement des contaminations cutanées par I'uranium. L'efficacité de décontamination cutanée de
la nanoémulsion de calixarene a alors été évaluée sur la peau intacte et sur un modéle de blessul

superficielle, I'excoriation. Nous avons choisi ce modele de blessure car il constitue I'un des
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modéles les plus préoccupants en terme de vitesse de translocation de I'uranium du site de dép¢
vers les organes cibles qui sont les reins et le squelette (Re@iot2004, Petitoiet al. 2007a,
Petitotet al. 2007b). De plus, la technique dite du tape stripping permettant de réaliser ce type de
blessure par élimination de la couche cornée, strate la plus externe de la peau connue pour S
fonction de barriére face au passage de substances exogénes (Schmitt 2000, Hadgraft 2004, Martir

2006), présente les avantages d’étre facile a mettre en ceuvre et reproductible.

[1.2. Efficacité de décontamination cutanée de la nanoémulsion de calixaréne

Trés peu d’études ont utilisé la stratégie de traitement des contaminations cutanées consistant :
développer des formes galéniques véhiculant localement des agents chélatants capables de piég:
l'uranium au niveau de la zone cutanée contaminée. En effet, les premieres formes ont été
développées seulement deux années avant l'initiation de ces travaux de thése @Hal@f04).

Elles consistaient en des pansements et des gels hydrocolloidaux véhiculant des chélateurs de |
famille des biphosphonates. Cependant, il a été démontré que l'action de décontamination de ces
formes était exclusivement due a un phénomeéne physique d’absorption de la solution contaminée
par le systeme. Par conséquent, les agents chélatants vehiculés ne jouant pas leur role, la rétentic
de l'uranium par ces systemes n’est pas garantie. De plus, une rémanence du gel au niveau du sit
d’application a été constatée, ce qui n’est pas souhaitable pour le traitement des contaminations
cutanées. Depuis ces travaux, d’autres hydrogels véhiculant également des agents chélatants de
famille des biphosphonates ont été formulés (Yengl. 2005, Xuet al. 2008). A I'image des

études menées par Houpetrél. (Houpertet al. 2004), ces formes ont permis de limiter de facon
significative I'absorption cutanée de I'uranium, mais I'action des chélateurs n’a encore une fois pas
été démontrée.

Dans nos travaux, nous avons non seulement démontré la capacité de la nanoémulsion de
calixarene que nous avons développée a limiter de fagon trés significative le passage d’une forme
soluble et transférable d’'uranium a travers la peau intacte ou excoriée (figure 7), mais nous avons
également mis en évidence la chélation de [l'uranium par les molécules de calixarene
tricarboxylique. En effet, nous avons étudévitro la contribution de chaque constituant de la
nanoémulsion dans I'extraction des ions uranyle depuis une solution aqueuse contaminée
(chapitre II). Ainsi, nous avons montré que la forme en elle-méme, c’est-a-dire la hanoémulsion
dépourvue de calixarene, extrait environ 20 % de I'uranium de la solution contaminée et que cette
extraction est attribuable aux tensioactifs. De plus, les éaxd@g en cellule de Franz ont indiqué
gue I'ajout de la nhanoémulsion sur une solution contaminée par de I'uranium conduit a une dilution
du radioélément dans la phase aqueuse de la forme, ce qui entraine, en accord avec la premiére |

de diffusion de Fick, une diminution du flux de diffusion percutanée de ce dernier (chapitre III).

186



Discussion générale

Ainsi, I'effet de dilution de la solution contaminée dans la phase aqueuse de la nanoémulsion, le
piégeage par les tensioactifs et la chélation par les molécules de calixaréne tricarboxylique
contribuent tous les trois a I'action de décontamination de la nanoémulsion de calixarene. En
complément et en vue de mieux comprendre I'action de la nanoémulsion de calixaréne sur la peau
intacte ou excoriée contaminée par de I'uranium, nous avons localisé 'uranium dans les structures
cutanées apres application ou non de la nanoémulsion de calixarene sur la contamination. Cette
étude, réalisée par microscopie ionique SIMS, montre que I'application de la nanoémulsion de
calixarene immédiatement aprés la contamination permet de réduire tres significativement la
rétention de I'uranium dans la couche cornée de la peau intacte, ce qui indique que la nanoémulsior
de calixaréne piege l'uranium a la surface de la peau et y demeure durant les 24 heures
d’expérimentation. Le fait qu'aucune accumulation d’uranium ne soit observée dans les diverses
strates cutanées de la peau excoriée suite a I'application de la nanoémulsion sur la contaminatior
semble indiquer qu'en cas de blessure la nanoémulsion de calixarene demeure également
essentiellement a la surface de la peau apres le piégeage des ions uranyle. Cependant, nous |
pouvons pas exclure la possibilité que de I'uranium soit présent dans les strates cutanées en quantit
non détectable par la technique SIMS. Ainsi, des études complémentaires doivent étre menées afir
de quantifier I'uranium, suite a I'application de la nanoémulsion de calixaréne sur la contamination,
dans les explants de peau entiers dans un premier temps, puis séparément dans I'épiderme et
derme dans un second temps, afin d’évaluer la répartition du radioélément entre ces strates
cutanées. De plus, méme si les études de diffusion percutanée du calixaréne depuis la nanoémulsic
ont montré que cette molécule ne diffuse pas a travers la peau intacte ou excoriée, il serait
intéressant d’estimer sa pénétration cutanée et, dans le cas ou elle pénétrerait effectivement dans |
peau, d’étudier sa localisation au sein des tissus cutanés.

Nous avons également constaté que la nanoémulsion de calixaréne est légerement moins efficac
lorsqu’elle est appliquée sur la peau dans un délai de 5 a 30 minutes aprés la contamination, mai:
elle permet tout de méme de réduire de plus de 70 % la quantité d’'uranium diffusée a travers la
peau excoriée a l'issue des 24 heures d’étude en cellule de Franz. D’aprés cette observation, |l
semblerait qu’une certaine proportion de l'uranium déposé sur la peau excoriée pénetre trés
rapidement, en moins de 5 minutes, dans les structures cutanées ou elle n’est alors plus extractibl
par la nanoémulsion. Nous poursuivons actuellement les travaux de recherche afin de mieux
comprendre ce phénoméne. Ce dernier résultat souligne la nécessité de prendre en charge le plt
rapidement possible les contaminations cutanées par l'uranium, notamment dans le cas d'une

blessure contaminée et ce, méme lorsque cette blessure semble bénigne.
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Figure 7. Cinétique de diffusion percutanée de I'uranium a travers la peau i(Aacte
|ésée(B) en absence de traitement (x) ou suite a I'application de la nanoémulsion de calixarene
immédiatement apres I'étape de contaminatan (

Enfin, I'action de la nanoémulsion de calixaréne sur la peau excoriée contaminée par une
solution de nitrate d’'uranyle a été comparée a celle de I'eau qui est couramment employée pour
rincer la zone cutanée contaminée (chapitre Ill). Ainsi, nous avons constaté que I'ajout d’eau sur la
contamination permet de réduire le passage percutané de I'uranium suite au phénomene de dilutior
précédemment discuté. Cependant, cet effet n’est pas aussi marqué que l'action de la nanoémulsio
qui est capable d’extraire et retenir 'uranium a la surface de la peau. Ainsi, nous pouvons envisager
d’employer la nanoémulsion de calixarene en tant que solution de rincage d’une contamination
cutanée par l'uranium car elle combine une action physique de ringage, de par sa fluidité et la nature

agueuse de sa phase continue, a une action de piégeage de I'uranium.
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Conclusion générale & Perspectives

Au cours de cette thése, nous avons démontré que l'administration locale de
1,3,5-OCH-2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene, agent chélatant de la famille des
calixarénes connu pour sa forte affinité envers les ions uranyle, constitue une nouvelle stratégie de

traitement des contaminations cutanées par I'uranium survenant dans l'industrie nucléaire.

Le calixaréne tricarboxyliqgue que nous avons choisi se présentant sous forme d'une poudre
hydrophobe, il était nécessaire de concevoir une forme pharmaceutique capable de le veéhiculer a I
surface de la zone cutanée contaminée par de l'uranium et de le rendre disponible pour la chélatior
de ce radionucléide. Ainsi, nous avons développé une nanoémulsion de type huile dans eau dont
caractérisation physico-chimique a mis en évidence la présence a la surface des gouttelettes
huileuses dispersées de molécules de calixaréne potentiellement disponibles pour piéger les ion:
uranyle d’'une solution agueuse contaminée.

Il a ensuite été démontré par des étudestro que les molécules de calixarene, ainsi localisées
au sein de la nanoémulsion, étaient capables d’extraire trés rapidement les ions uranyle depuis un
solution aqueuse contaminée. Nous avons également montré que l'efficacité de décontamination de
la nanoémulsion de calixarene en cas de contamination par une solution acide, milieu le plus
fregquemment rencontré dans les accidents de contamination cutanée par l'uranium, peut étre
maintenue en tamponnant le pH de la phase aqueuse continue constituant la nanoémulsion.

Enfin, I'évaluationex vivo de l'efficacité de décontamination de la nanoémulsion de calixaréne
sur des explants de peau d'oreille de porc montés en cellule de Franz a montré que cette forme
pharmaceutique permet d’empécher le passage de l'uranium a travers la peau intacte ou excoriée
lorsqu’elle est appliquée immédiatement apres la contamination. Il a également été mis en évidence
gue l'action de décontamination de la nanoémulsion de calixaréne diminue lIégérement lorsque son
application est retardée de 5 a 30 minutes. Afin d’assurer une décontamination optimale, la
nanoémulsion de calixaréne doit donc étre appliguée le plus rapidement possible aprés une

contamination cutanée par l'uranium.

A lissue de ces travaux, nous pouvons conclure que la nanoémulsion de calixarene constitue un

systeme prometteur adapté au traitement d’urgence des contaminations cutanées par l'uranium.

Plusieurs axes de recherche pourraient étre développés a la suite de cette thése qui compte parr
les tous premiers travaux portant sur la mise au point de traitements d’urgence des contaminations
cutanées par l'uranium. En effet, les étudgsivo sur les explants de peau d'oreille de porc
doivent dans un premier temps étre approfondies et poursuivies avant d’aborder les

expérimentations in vivo chez I'animal.
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» Poursuite des expériencesx vivo sur les explants de peau d’oreille de porc

Méme si les études de diffusion percutanée du calixarene depuis la nanoémulsion ont montré que
cette molécule ne diffuse pas a travers la peau intacte ou excoriée, il serait intéressant d’estimer s
pénétration cutanée et, dans le cas ou elle pénétrerait effectivement dans la peau, de la localiser a
sein des tissus cutanés. Dans cette perspective, une étude de détection et de localisation d
calixaréne par microscopie confocale Raman dans les explants de peau d’oreille de porc intacte oL
lésée, sur lesquels la nanoémulsion de calixarene a été appliquée durant 24 heures, a éteé initiée ¢
fin de thése, en collaboration avec le Pr. Michel Manfait, le Dr. Ali Tfayli (Unité MéDIAN, UMR
CNRS 6142, Universitt de Reims Champagne-Ardenne) et le Pr. Arlette Baillet-Guffroy
(Laboratoire de Chimie Analytique, Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry, Université Paris-
Sud 11). Dans le cas ou cette étude ne serait pas concluante, il pourrait étre envisagé de localiser |
calixaréne dans les structures cutanées par radiomarquage de cette molécule, au carbone 14 p
exemple. Enfin, le contenu en calixaréne dans les explants de peau pourrait également étre estimé
apres digestion chimique des biopsies de peau, par une analyse HPLC ou par une mesure d
radioactivité si des molécules radiomarquées de calixaréne sont employées. En cas de détectiol
significative du calixarene dans les explants de peau entiers, il serait possible de déterminer de Iz
méme facon le contenu en calixarene dans I'épiderme et le derme, apres séparation de ces deu

couches cutanées.

Les travaux menés au cours de cette these indiquent que I'action de décontamination de la
nanoémulsion de calixarene semble étre localisée a la surface de la peau intacte ou excoriée. E
effet, aucune présence d’'uranium n'a été détectée par la technique d'imagerie SIMS dans les
explants de peau apres application de la nanoémulsion de calixarene sur les biopsies de peal
contaminées. Toutefois, il n’est pas impossible que de l'uranium ait pénétré en trés faibles quantités
dans les explants de peau et qu’'il y soit présent de facon diffuse et donc non détectable par la
technique SIMS que nous avons employée. Des études complémentaires doivent donc étre menée
afin de déterminer s’il y a ou non présence d'uranium dans la peau intacte ou lésée aprés
'application de la nanoémulsion de calixaréne sur la zone cutanée contaminée. Dans cette
perspective, le contenu en uranium dans les biopsies de peau, contaminées par de I'uranium pui:
traitées avec la nanoémulsion de calixarene, pourrait étre déterminé par ICP-MS apres digestion
chimique des explants de peau. En cas de détection significative d’'uranium dans les explants de
peau, il serait intéressant d’estimer, selon la méme procédure, la répartition du radioélément entre

I'épiderme et le derme, apreés séparation de ces deux strates cutanées.
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» Etude comparative entre la nanoémulsion de calixarene et d’autres traitements locaux

de la contamination cutanée par l'uranium

Les travaux menésx vivo en cellule de Franz ont démontré que la nanoémulsion de calixaréne
constitue un systeme plus adapté au traitement d’'urgence des contaminations cutanées pa
'uranium que le simple rincage a I'eau de la zone contaminée. Cette étude pourrait étre complétée
en comparant, dans les mémes conditions, I'action de la nanoémulsion de calixaréne a celle d’autres
traitements d’'urgence de la contamination cutanée par l'uranium qui sont actuellement employés,
tels que le rincage par de I'eau savonneuse ou par une solution d'acide diéthylene-triamine-
pentaacétique (DTPA), ainsi qu’a celle de solutions contenant d’autres chélateurs de I'uranium tels
gue I'éthane-1-hydroxy-1,1-biphophonate (EHBP).

» Evaluation de l'efficacité de décontamination de la nanoémulsion de calixaréne sur

d’autres composés d’uranium

Le choix du composé d’uranium que nous avons utilisé durant nos études s’est volontairement
porté sur le nitrate d’'uranyle, forme d’uranium soluble et transférable, car ce composé d’'uranium
fait partie des formes diffusant le plus rapidement et le plus fortement a travers la peau. Cependant
les travailleurs de I'industrie nucléaire étant exposés a de nombreuses autres formes d’uranium, de
solubilité et de transférabilité variées, il est nécessaire d’évaluer I'action de la nanoémulsion de
calixaréne sur des contaminations cutanées par d’autres composés d’uranium, combh@s|ad
U30s.

» Evaluation de l'efficacité de décontamination de la nanoémulsion de calixaréne sur

d’autres modeles de blessure

Nous avons démontré au cours des travaux meneés en cellule de Franz sur la peau intacte et st
un modele de blessure superficielle, I'excoriation, que la nanoémulsion de calixarene constitue un
traitement d’urgence efficace de la contamination cutanée par I'uranium. La contamination par voie
cutanée pouvant également avoir lieu dans l'industrie nucléaire suite a une contusion, une brGlure
chimique, une brdlure thermique, une piglre ou encore une plaie, il est primordial d’évaluer
I'efficacité de décontamination de la nanoémulsion de calixaréne sur des modéles de blessure
contaminée autres que l'excoriation. Il serait également intéressant d'étudier les effets de la
nanoémulsion de calixaréne sur le processus de cicatrisation d’'une blessure et, dans les cas ou |
nanoémulsion de calixaréne pénétrerait dans le sang, d’étudier sa distribution dans I'organisme ainsi

gue sa toxicité.
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» Application & d’autres actinides

Le chélateur gue nous avons choisi d'utiliser en tant que principe actif dans la forme galénique
développée, le 1,3,5-0GH2,4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]aréne, présente non seulement
une forte affinité envers l'uranium, mais il est également capable d’extraire le plutonium et
'américium d’une solution aqueuse contaminée par ces radioéléments. L’'exposition interne faisant
suite a une contamination cutanée par ces deux actinides étant également préoccupante dar
lindustrie nucléaire, il est envisagé d’appliquer la nanoémulsion de calixaréne au traitement des
contaminations cutanées par le plutonium, I'américium ou encore pour des contaminations mixtes
contenant un mélange des trois actinides uranium, plutonium et ameéricium. L’efficacité de la
nanoémulsion de calixarene en tant que traitement de ces contaminations sera tout d’abord évalué
invitro avec I'emploi de l'ultrafiltration puigx vivo en cellule de Franz sur des explants de peau

d’oreille de porc.

» Etudes in vivo

La techniqueexvivo d’étude de diffusion percutanée employée dans cette these a permis
d’établir la cinétique de diffusion percutanée de I'uranium a travers la peau intacte ainsi que sur un
modele de peau lésée et de comparer 'effet de I'application de différentes formulations sur cette
cinétique. Cette technique ne tenant cependant pas compte de la résorption sanguine de 'uraniun
qui a lieu dans les explants de peau, des éind@g sur un modéle animal doivent étre menées, le
porc constituant le modéle animal le plus représentatif de I'absorption cutanée chez I’'homme.

» Evolution de la forme galénique

La nanoémulsion de calixarene est une forme fluide qui pourrait étre employée comme solution
de rincage sur la zone cutanée contaminée par l'uranium, ce traitement pouvant étre appliqué er
urgence sur le lieu de l'accident de contamination puis au niveau service médical du centre
nucléaire. Il est également possible de modifier la viscosité de la nanoémulsion par ajout d’agents
gélifiants afin d'obtenir une forme de type gel ou de s’orienter vers des formes a caractére
filmogene. Il serait aussi intéressant de faire évoluer la forme galénique pour décontaminer des
zones cutanées difficiles d’acces, tels que les orifices naturels (nez, oreilles), avec des systeme:
éponge. De plus, il pourrait étre avantageux de développer une forme de type shampoing afin de
décontaminer les cheveux et le cuir chevelu car les shampoings classiquement employés au servic

médical ne permettent qu’'une décontamination partielle.
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» Autre application envisageable de la nanoémulsion de calixaréne

Enfin, les nanoémulsions constituant des systémes injectables par voie intraveineuse déja
développés pour la détoxification, il pourrait étre envisagé, a plus long terme, de développer un
systeme similaire a celui mis au point dans ce travail de thése en vue d’'une application a la
décorporation de l'uranium, les décorporants actuellement employés étant peu efficaces. La

distribution de la nanoémulsion de calixarene injectée dans I'organisme ainsi que sa toxicité devront
alors étre étudiées chez I'animal.
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RESUME

Les accidents de contamination par voie cutané&septent la seconde cause de contamination des
travailleurs de l'industrie nucléaire, aprés l'ifdtaon. La contamination cutanée par I'uranium est
particulierement préoccupante car elle peut coedaiiune forte exposition interne des individus et
les traitements actuellement employés, c’est-a-@ireincage de la zone cutanée contaminée et
'administration de décorporants, sont peu effisade apparait alors important de développer de
nouveaux traitements. La stratégie adoptée dansaesix de these a consisté a mettre au point un
traitement local de la contamination cutanée paatiium basé sur I'utilisation d’'un chélateur de la
famille des calixarénes, le 1,3,5-O¢Ri4,6-OCHCOOHp-tertbutylcalix[6]arene, permettant de
piéger le radioélément au niveau de la zone cuteoéaminée afin d’'empécher sa pénétration dans
I'organisme et ainsi d’éviter la manifestation @s gffets toxiques.

Notre premier objectif a été de développer une éogalénique adaptée a I'usage cutané contenant le
calixarene tricarboxylique d’intérét et capableleleendre disponible pour la chélation de I'uranium
présent dans une solution aqueuse contaminée. &hwemulsion de type huile dans eau caractérisée
par la présence de molécules de calixarene afacsudes gouttelettes huileuses dispersées a ainsi
été formulée.

Notre second objectif a consisté a évaluer lirité@&€ la nanoémulsion de calixarene en tant que
traitement d’'urgence des contaminations cutanéebupanium. Dans un premier temps, nous avons
démontré par des expérimentatiomsvitro utilisant la technique d’ultrafiltration que la
nanoémulsion de calixarene est capable d’extrapiElement les ions uranyle d’'une solution aqueuse
contaminée. L’étudex vivo de la diffusion percutanée de 'uranium a trawdas explants de peau
d’oreille de porc montés en cellule de Franz a imsniontré que I'application de la nanoémulsion de
calixarene immédiatement aprés la contaminatioran&g permet d’empécher le passage de
I'uranium a travers la peau intacte et la peau e&eo

Nous avons donc mis au point au cours de cette thnes forme galénique véhiculant un chélateur
original de I'uranium. Ce systeme montre de réghle®ntialités et permet d’envisager de nouvelles
perspectives dans le traitement des contaminatisiamées par I'uranium.
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