République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
000
.b
Université Blida -1- Saad DAHLEB

Faculté des Sciences et de Technologie
Département du Génie des Procédes

Dans le cadre de 1’obtention d’un diplome de
Master en Génie des Procedés

Option : Matériaux et Produits Organiques Industriels

Sujet :

Contribution a la formulation de nanoparticules
bioadhésives a base de biopolyméres cationiques sensibles
au pH pour la libération prolongée du Glimépiride :
Etude comparative entre la gélatine et le chitosane

Réalisé par : Encadré par :
- Mr ERROURKMA Hamza - Pr. HADJ ZIANE. A
- Mme HADERI Sarah

Soutenu le 17/12/2015 devant le Jury :

Mme LARIBI Présidente Maitre de conférences A
Mme BENSACIA Examinatrice Maitre de conférences B
Mme HADJ ZIANE  Promotrice Professeur

* Promotion 2014-2015 &



Remerciement

On aimerait adresser nos plus sincéres remerciements,

A Madame Laribi et a Madame Bensacia de nous faire ’honneur d’étre membres du
jury.

Au Professeur A. Hadj-Ziane pour avoir encadré ce travail, pour la confiance dont elle
nous a fait part ainsi que pour sa présence dans le jury.

Et a monsieur Nait-Bachir, Co promoteur, pour avoir dirigé nos travaux.

Je remercie potentiellement Mon Cher Professeur Moulay Saad, une personne qui ne
cesse de m’impressionner et m’inspirer, je vous remercie mon cher professeur pour avoir été
un élément prépondérant dans ma vie tel un phare dans une mer agitée.

Aux Laboratoires de Génie Chimie pour m’avoir offert la possibilité de vivre cette
expérience si enrichissante, et tout particuliérement a Madame Bensacia, ingénieur du
laboratoire de génie Chimique, pour ses remarques pertinentes ainsi que pour sa ponctualité.
Encore Merci a Madame Laribi pour son assistance et pour son ouverture d’esprit, pour ses
précieuses idées toutefois innovantes et sur le bon axe un aboutissement trés précoce a son
¢gard.

A Madame Mouhi Lilia du laboratoire du Génie de la Réaction USTHB, Madame
Medjcan du laboratoire de nutrition faculté de biologie USTHB, Monsieur Bosta Penka
Responsable du LCQ de I’industrie pharmaceutique El Kendy, Professeur Djadoun du
laboratoire de cristallographie et cristallogenése, pour leurs aide précieuse lors de la
réalisation de la caractérisation.

A Mon cher ami, Docteur Larbi Yazid, Chirurgien viscéral, pour avoir contribu¢ a ma
formation, pour sa présence magique qui résout tous les soucis que I’on peut rencontrer avec
la partie biologique et le systéme gastro intestinal. Merci Yazid pour avoir coloré ma plancéte.

A Madame Zahia et Ait Masbah, pour leur bonne humeur et le partage de leurs
expériences, professionnelle mais pas seulement... Zahia, tes éclairs de génie sont toujours
aussi appréciables !

A toute I’équipe du département de Chimie Industrielle pour leur accueil, leur sympathie,
leur aide et leur bienveillance a mon égard sans oublier les Doctorants avec qui j’ai eu le
plaisir de partager ces 9 mois.

Sur un plan plus personnel, je tiens a remercier chaleureusement mes amis de ma
premiére promotion ; Oumaima, Saida, Djahida, Zahra, Radia, Meryem, Amina, Norah,
Kenza, Wafia ainsi que tous les autres avec lesquels j’ai pu partager tant de choses durant ces
longues années. J’espere que cette ultime étape de notre formation ne signera pas la fin de
notre complicité.

Une motion particuliére 8 mon meilleur ami Nazim, pour tous les moments inoubliables
durant ces derni¢res années, pour son soutien moral et de la part de sa mére un grand merci
«tata », Nazim rappelle-toi des moments passés a la montagne pour méditer ou pas,
d’ailleurs...



Dedicace

Pour ma famille
A mes grands parents

A mes parents, ma mere qui a su me supporter tout au long de
ce chemin, dans les bons et les mauvais moments.

Merci du fond du coeur et plein de bonheur pour mes freres et
seeurs dans ce nouveau tournant de leur vie !

A ma tante Samia
Et tous mes amis en Algérie, en Europe et partout dans le

monde, ou que vous soyez, Nazim, Yazid, Ahmed? France,
Florence, Eric, Alexandre, George, Mathias, Cindy ...

Que la paix soit avec vous

Hamza



Dedicace

Je tiens en premier lieu a remercier le bon dieu tout puissant « Allah »qui nous a
donné la force et le courage de mener a bien ce travail.

Je dédie ce travail a mes deux perles que j'aime énormément, mes parents chéris, je
leurs souhaite tout le bonheur du monde et une longue vie pres de vos cheres et je leurs dis
merci et 1000 mercis pour tous leurs sacrifices (conseils, patience, amour, éducation,
...etc.) Ce sont les meilleurs parents du monde ; je les aime.

A mon mari chéri qui m’a soutenue des le début de mon parcours universitaire avec
sa patience, sa confiance en moi et son amour.

A ma sceur Hadia et mon frere Mohamed que j’aime beaucoup et je leurs dis bonne
chance.

A ma chere tante Akila pour son soutien, ses conseils et son amour.

A ma chere cousine Meriem pour sa patience et son aide et a mes cousins et cousines.

A ma meilleure amie que j’aime beaucoup Kawther pour son soutien, sa patience et
son amitié.

A ma chere grand-mere que j’aime beaucoup je la remercie pour ses prieres.

A mes TANTES et ONCLES sans exception.

A tous mes camarades qui m’ont permis de vivre mes meilleurs moments a | 'université
et qui m’ont soutenu quand j'en avais besoin : Amina, Oumaima, Zahra, Fella, Hamza,
Yacine, Sabrina et Noura, MERCI beaucoup.

A moi-méme aussi je dédie ce travail car je suis tres fiere de moi.

HADERI Sarah



Résumé

L’objectif de cette étude est porté sur I’encapsulation du glimépiride sous forme de
nanoparticules avec deux polymeéres bioadhésifs : Le chitosane et la gélatine, afin de
déterminer le meilleur vecteur pharmaceutique, qui présente a la fois un taux d’encapsulation
¢levé du principe actif avec une meilleure adhérence sur le mucus intestinal et qui montre une
meilleure cinétique de dissolution et de diffusion du principe actif, en s’obstinant a améliorer
I’efficacité et la biodisponibillité quant au glimépiride. Pour cela, on a fait usage a deux voies
d’encapsulation : gélification ionotropique du chitosane et la désolvation en deux étapes de la
gélatine. Ainsi, la caractérisation a été effectué en employant plusieurs techniques tel que :

FTIR, in vitro, ex vivo, ...etc.
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Abstract

The purpose of this study is the encapsulation of the glimepiride in nanoparticles system with
tow bioadhesif polymers: Chitosan and gelatin, so as to made the finest pharmaceutical vector
which present at the same time a high rate of encapsulation of the active molecule, also, the
top adherence on the intestinal mucus with the best kinetic of dissolution and the diffusion of
active molecule. The goal is to ameliorate the biodisponibility and efficiency of the
glimepiride. We used for that two different technics of encapsulation: ionotropic jellification,
desolvation of gelatin in tow steeps. The characterization was realized using different technics

such as: FTIR, in vitro, ex vivo.
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Introduction générale

Qualifié par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de  « fléau du XXIe siccle »,
le diabete est une maladie chronique qui touche aujourd’hui plus de 280 millions de personnes
dans le monde. Le terme « diabéte » vient du grec diabainein, dérivé du préfixe dia-, « a
travers » et du verbe bainein, « traverser, passer ». Cette maladie tire son nom de ses
symptomes typiques : la polydipsie (forte soif) et la polyurie (excrétion d'urine plus
importante que la normale) et désigne un groupe de maladies métaboliques caractérisées par
une hyperglycémie, résultant de défauts de la sécrétion et/ou de I’action de I’insuline. Cette
hyperglycémie est associée, a des degrés divers et par des mécanismes encore mal connus, a
des complications a long terme, touchant en particulier les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et

les artéres.

Cette maladie étant incurable définitivement, néanmoins des traitements existent pour la
rendre plus vivable, plusieurs médicaments anti diabétique sont disponibles sur le marché
pharmaceutique, chaque molécule est définie par son mode d’administration, sa posologie et
ses effets indésirables, conditionnent le choix cornélien des praticiens, entre autre le
glimépiride. Utilisé en per os, la posologie du glimépiride varie d’un patient a un autre en
fonction de I’équilibre glycémique définissant sa biodisponibilité.

Notre stratégie envisagée est de réaliser deux nanoencapsulation du Glimépiride, par le
chitosane et la gélatine dans le cadre d’une étude comparative qui consiste a améliorer la
biodisponibilit¢ du glimépiride en limitant une déperdition par dégradation, suite a des
processus de digestion, ou par élimination avec le bol alimentaire non absorbé. Cette
vectorisation permet aussi d’optimiser le contact de la molécule avec la muqueuse intestinale
et de potentialiser son absorption ainsi que son passage au niveau systémique. Dans d’autres
situations, le ciblage peut étre souhaité, sans augmentation de la fraction absorbée. Tel est le
cas pour des pathologies comme le cancer colorectal, les maladies inflammatoires chroniques
de I’intestin ou les troubles digestifs localisés chez des personnes sensibles comme la femme
enceinte [1]. Une libération ciblée du principe actif directement sur la muqueuse intestinale
permet alors d’augmenter et de maintenir dans le temps une concentration locale efficace en
principe actif (PA) au niveau du tissu malade, tout en évitant un passage dans le sang [2].
L’action pharmacologique est ainsi optimisée et les effets indésirables, réduits.
L’observance du traitement est alors améliorée, tout comme ’efficacité thérapeutique. [3]

De nombreux systémes ont été mis en ceuvre et testés en vue de vectoriser la libération du PA
dans I’intestin : Des systemes pH-dépendant [4 5 5 ; 6], des systémes enzyme-dépendant [7]

des systemes bioadhésif [8] et des systemes activés par un stimulus externe [9].



Introduction générale

Nous avons souhaité s’intéresser au ciblage intestinal en vue d’assurer une libération
localisée du glimépiride. Le systéme devra permettre non seulement une libération modifi¢e
afin de protéger la molécule des conditions extrémes de I’estomac mais aussi de tapisser tout

I’épithélium intestinal grace aux mécanismes de bioadhésion.
Le présent travail s’articulera donc en deux parties.

Dans un premier temps, une revue bibliographique permettra de détailler les différentes
polymeéres bioadhésifs ayant fait ’objet de ce travail et qui seront répertoriés dans le premier
chapitre. On définira dans un deuxiéme chapitre le chitosane et la gélatine dans le troisiéme
chapitre, les deux biopolymeéres qu’on a choisie pour cette étude. On détaillera aussi dans le
quatriéme chapitre les différentes techniques d’encapsulation et de caractérisations de
nanoparticules afin considérer leur comportement dans les milieux physiologiques du TGI,
nous pouvons ainsi prédire I’impact de la formulation et les exigences requises pour une
libération ciblée du glimépiride. La bioadhésion, les mécanismes mis en jeu dans ce
phénomene et les parametres influents seront évoqués. Tout comme divers tests, in vitro et ex

vivo et, permettant d’évaluer le pouvoir bioadhésif d’une formule.

La partie expérimentale sera présentée de fagon conventionnelle : les matériels et
méthodes employés dans un le sixieme chapitre, et dans le septieme chapitre les résultats et
leur discussion. Enfin, une conclusion générale, portant sur I’ensemble des travaux réalisés, et

des perspectives permettront de ficeler le travail.
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Chapitre 1 Les polymeéres bioadhésifs

1. Polyméres bioadhésifs

Plusieurs familles de polyméres ont d’ores et déja montré de bonnes propriétés
mucoadhésives. Ils peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique. Adrews et ses
collaborateurs ont répertorié ces polymeres en trois grandes catégories [10] :

a. les polymeéres qui, au contact de I’eau, développent des propriétés adhésives
responsables de la bioadhésion,
b. Les polyméres qui adhérent au tissu biologique grace a des liaisons physiques

(liaison électrostatique principalement mais aussi interaction hydrophobe ou
liaison hydrogene),
C. Les polymeéres se liant a des sites spécifiques.

Les deux premicres catégories rassemblent les polymeres bioadhésifs dits de premicre
génération. Il s’agit de systémes non spécifiques. La dernicre catégorie constitue la seconde
génération et permet d’améliorer la vectorisation de la forme pharmaceutique sur un tissu
particulier.

2. Polyméres bioadhésifs de premiére génération

Les polyméres de premicre génération peuvent étre subdivisés en trois groupes : les
anioniques, les cationiques et les non ioniques [11]. Selon Ludwig, seuls les deux premiers
groupes sont pertinents dans la bioadhésion [12].

2.1. Polymeéres anioniques

Les polymeres anioniques sont les plus employés, du fait de leur forte bioadhésion et de
leur faible toxicité. Parmi ceux-ci, on trouve les dérivés de polyacrylate tels que les
carbomeres et le polycarbophil, les premiers polymeres identifiés en termes de mucoadhésion
[13]. D’apres les conclusions de Tamburic et Craig [13;14], suite a une étude par rhéologie et
texturométrie, ce sont le haut poids moléculaire et le degré de réticulation important qui
conditionnent la mucoadhésion [14]. Ch’ng et ses collaborateurs ont montré que les dérivés
acryliques présentaient une adhésion maximale pour des valeurs de pH comprises entre 5 et 6.
L’ionisation décuple alors leur capacit¢ de gonflement en présence d’eau et permet
I’ouverture des sites de liaisons ainsi qu’une meilleure accessibilité pour les chaines de
glycoprotéines du mucus. En revanche, ils ont constaté qu’a pH neutre, ’adhésion était
minimale. D’autre part, lors de tests in vivo, ils ont observé un temps de transit plus allongé
avec les polyacrylates, qu’avec les polyméthacrylates [15]. L’équipe de Grabovac a étudié
plusieurs types de polyacrylates et a conclu que le Carbopol® 980 NF possédait une adhésion
supérieure au Carbopol® 974P NF, au polycarbophil et au Carbopol® 971P NF. D’autres
scientifiques ont montré que, outre des propriétés mucoadhésives, les carbomeéres pouvaient
permettre d’obtenir une cinétique de diffusion du PA de type Super Cas II [16]. La vitesse de
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pénétration du solvant dans la matrice est alors controlée par la relaxation des chaines de
polymeéres, ce qui modifie la libération du PA. Wu et ses collaborateurs ont, quant a eux,
réalis¢ des gélules enrobées d’HP55® (HPMC Phtalate), contenant des nanoparticules de
PLGA et d’Eudragit® RS (Poly(methacrylate, ethylacrylate)), elles-mémes renfermant de
I’insuline. Ils ont vu, selon des méthodes in vitro et in vivo, que ’enrobage permettait de
retarder la libération, du fait d’une insolubilité¢ a pH acide et que les particules de PLGA et
d’Eudragit® généraient une adhésion de la formule a la muqueuse intestinale [17].

Les hydrates de carbone, tels que la gomme guar, la gomme gellane, la pectine, le dextran,
I’amylose ou les alginates, peuvent aussi €étre employés. Leur métabolisation par I’activité
enzymatique des bactéries anaérobiques de la flore du colon sont d’un grand attrait dans la
conception d’une formulation ciblant cette région de I’intestin [18]. Cette stratégie est de plus
en plus étudiée pour lutter contre des pathologies telles que le cancer colorectal, les amibiases
et les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin. Cependant, 1I’inconvénient majeur des
formulations constituées par ces macromolécules est I’'impact du pH dans la lumiére du TGI
et du temps de résidence sur la libération de ’actif : la variabilité de ces parametres d’un
individu a ’autre et parfois méme au sein d’un méme individu peut modifier la cinétique de
libération d’une administration a 1’autre. Toutefois, ceci peut étre contourné grace a des
modifications chimiques de la molécule. La réticulation est ainsi souvent utilisée afin de
contrdler la libération [19].

2.2, Polymeres cationiques

Le chitosane est le polymere bioadhésif cationique le plus souvent étudi¢ [10]. Ce
polysaccharide est obtenu par déacétylation de la chitine [20]. D’abord utilisé, entre autres,
dans la cosmétique, I’agroalimentaire, le textile ou la papeterie, c’est maintenant 1’industrie
pharmaceutique qui s’y intéresse. Il montre des propriétés mucoadhésives intéressantes en
¢tablissant des liaisons ioniques entre ses groupements amines et des fonctions acides
sialiques ou acide sulfonique du mucus ainsi que des liaisons hydrogene [21]. D’autre part, la
linéarité des chaines lui confére une flexibilité permettant un enchevétrement dans le mucus.
En neutralisant certains sites anioniques des jonctions serrées, ce polysaccharide permet aussi
la promotion de I’absorption d’un PA par la voie paracellulaire [22]. Sa biocompatibilité, sa
biodégradabilité et sa faible toxicité confirment le potentiel de cette macromolécule [23].
Kockisch et son équipe ont comparé la bioadhésivité de microsphéres polymeres réalisées a
partir de Carbopol®, de polycarbophil, de chitosane et de Gantrez® (Poly(méthyle vinyle
¢ther/anhydride maléique)), obtenues par émulsification et évaporation de solvant. Ils ont
montré, via des tests dynamiques de mucoadhésion, que les particules de chitosane étaient
particulierement bien appropriées pour la cavité orale [24]. Huang et ses collaborateurs ont
¢tudi¢ des gélules de chitosane enrobées d’HPMC Phtalate en vue de délivrer de la
rebamipide au niveau du colon. L’HPMC Phtalate a permis de protéger la formule du milieu
stomacal. Le chitosane a ensuite retardé la libération du principe actif jusqu’au niveau du
colon, ou les microorganismes et 1’acidification du pH résultant de leur activité métabolique,
ont dégradé le polymere [25]. L’équipe de Charoenthai s’est intéressée a ce polymere au vu
de sa bioadhésivité prolongeant le temps de résidence de la formule dans I’intestin mais aussi
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compte tenu de sa capacité a promouvoir I’absorption. Le chitosane permet d’inhiber les
enzymes protéolytiques et d’augmenter la perméabilité de la membrane biologique pour les
peptides [26]. IIs ont aussi montré que le grade de bas poids moléculaire engendrait, avec
’alginate de sodium, un complexe polyélectrolytique plus fort. Cependant, la molécule se
comporte comme un polyélectrolyte cationique hydrosoluble a pH acide [23]. Ceci est un
inconvénient, lorsque I’intestin est ciblé, car la formulation se solubilise alors dans 1’estomac.
Toutefois, la molécule peut étre chimiquement modifiée pour s’adapter aux fluctuations du
pH jusqu’au tissu-cible [27]. Sdkkinen et son équipe ont cependant tempéré I’engouement
pour cette macromolécule en montrant que les bonnes propriétés mucoadhésives, observées in
vitro, ne correspondaient pas forcément a ce qui se passait in vivo [28]. Ainsi, I’augmentation
de la biodisponibilité¢ du furosémide n’a pas ét¢ a la hauteur des espérances basées sur leur
étude in vitro.

2.3. Polymeres non ioniques

Grabovac et ses collaborateurs ont étudi¢ 19 des polymeres mucoadhésifs les plus
publiés. Parmi ceux-ci, se trouvent 1’hydroxypropyle cellulose ou HPC, I’hyrdoxyethyle
cellulose ou HEC, la polyvinylepirrolidone ou PVP et le polyéthyléne glycol ou PEG. Ceux-
ci, a l'inverse des polymeres anioniques ou cationiques, ne sont pas affectés par les
¢lectrolytes. A 1’état non modifi¢ et selon des tests réalisés avec un cylindre rotatif, c’est
I’HPC précipité qui a montré I’adhésion la plus importante (15,2 + 0,4 h) [11].

Deux grades de PVP sont commercialisés par la firme ISP pour leurs qualités bioadhésives :
le Plasdone K® et le Plasdone C® plus adapté¢ a la voie oculaire (ISP, 2005).

3. Polyméres bioadhésifs de seconde génération

La seconde génération de polymeres permet de pallier les difficultés a cibler la
bioadhésion sur un site ¢loigné de la voie d’entrée. Dans la voie orale par exemple, le
challenge est d’éviter une mucoadhésion trop précoce sur les muqueuses, en amont du site
ciblé, et de permettre ’adhésion de la formule uniquement au niveau souhaité. Cette seconde
génération s’appuie donc sur une reconnaissance spécifique entre un récepteur et son ligand
[27]. Par ailleurs, certains polymeres « cytoadhésifs » contribuent a s’affranchir du turnover
du mucus [10]. Plusieurs stratégies de reconnaissance peuvent étre mises en ceuvre comme le
montre le schéma de la Figure 1 [27].
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Figure 1 : Principales possibilités d'interaction de type ligand-récepteur. (1) Liaison du
conjugué avec les glycoprotéines du mucus (cercles ouverts) ou des membranes cellulaires ou
des glycolipides (fleche noire) ; (2) liaison avec un ligand spécifique de la surface de certaines

cellules (exp : cellules M) ; (3) reconnaissance par les mucines sécrétées a des sites
spécifiques (exp : cellules cancéreuses) [26]

Les lectines sont des protéines naturelles jouant un réle dans les phénoménes de
reconnaissance cellulaire. Ces molécules sont capables de se lier de facon réversible a des
résidus d’hydrates de carbone présents sur une membrane cellulaire. Elles peuvent alors
persister en surface ou étre internalisées par endocytose [28 5 29]. C’est notamment un des
moyens employés par les bactéries pour infecter un organisme vivant. L’étape critique de ce
phénomeéne est la traversée du mucus par la particule « cytoadhésive » jusqu’a la membrane
cellulaire pour interagir avec celle-ci. Selon Wirth et ses collaborateurs, la dispersion, dans le
mucus, d’'une formulation contenant des lectines, pourrait permettre sa rétention, grace a des
liaisons réversibles. Le systéme pourrait ensuite étre distribué jusqu’au niveau de la couche
cellulaire ou les lectines pourraient bioadhérer. Les particules piégées dans le mucus
constitueraient alors un réservoir [30]. Des microparticules de chitosane et d’alginate de
calcium conjuguées a des agglutinines de germe de blé ont été chargées de 5-fluorouracil par
Glavas Dodov et son équipe [31]. Ils sont ainsi parvenus, par un procédé en une étape utilisant
I’atomisation, a obtenir de nouvelles microparticules, composées d’un hydrogel, couplées a un
ligand et permettant une vectorisation du PA jusqu’au site effectif pour le traitement, c’est-a-
dire le colon. En revanche, la toxicité ou 'immunogénicité de nombreuses lectines ainsi que
I’absence de données sur les effets que peuvent engendrer une administration répétée limitent
encore leur utilisation [10]. D’autres stratégies s’inspirent des mécanismes de colonisation
bactérienne. Bernkop-Schniirch et son équipe ont ainsi proposé un réseau de polyacrylate li¢
de facon covalente a du K99-fimbriae, une protéine d’attachement d’origine bactérienne [32].
Enfin, les thiomeres, des macromolécules thiolées, dérivent de polymeéres hydrophiles tels que
les polyacrylates, le chitosane ou la gomme gellane déacétylée. Ils permettent la formation de
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liaisons disulfides avec des domaines glycoprotéiques riches en cystéine du mucus [33].
Grabovac et son équipe, dans leurs travaux comparatifs précédemment cités, ont constaté que
les polymeres ainsi modifiés exhibaient une mucoadhésion supérieure a leurs homologues non
modifiés. Le chitosane thiolé a pH 6,5 a présenté une mucoadhésion 10 fois supérieure sous
forme lyophilisée et 20 fois supérieure sous forme précipitée, comparée au chitosane non
modifié [11]. Malheureusement, cette nouvelle stratégie est encore peu ou pas commercialisée
et les polymeéres doivent en général étre synthétisés au laboratoire.

4. Polymeres a libération modifiée

Le ciblage intestinal nécessite d’avoir une formulation a libération décalée et/ou
prolongée. Les scientifiques s’intéressent a cette stratégie depuis longtemps. Les différents
systémes mis au point pour cibler chaque partie du TGI ont été répertoriés par Pinto. La
prolongation ou la modification de la libération peuvent reposer sur la variation physiologique
des propriétés intrinseques du tractus. L’intestin gréle peut ainsi étre atteint spécifiquement en
prenant en compte les variations de pH, outre les phénomenes d’adhésion [34]. L’équipe de
Carelli a ainsi développé un comprimé matriciel a base d’Eudragit® L100 ou S100 et de
polyoxyde d’éthyléne en vue de libérer de la prednisolone au niveau du jéjunum et de I’iléon
[35]. La gastro-résistance peut aussi contribuer a cibler I’intestin, dans sa partie proximale.
Une équipe taiwanaise a employé I’Eudragit® L.100-55 pour enrober des nanoparticules et
conférer une gastro-résistance a la formulation [36]. D’autres ont fabriqué des nanoparticules
de PLGA et d’Eudragit® RS, enrobées d’HP55®, un dérivé phtalate d’HPMC. La libération a
pu ainsi étre controlée selon deux principes :

1. ’HP55®, insoluble au pH acide de I’estomac a permis de retarder la seconde étape ;
2. Labioadhésion de la formule grace aux polymeres bioadhésifs [16].

L’équipe de Pithavala a utilisé un nouveau systéme baptis¢ Intelisite® afin de délivrer
de la ranitidine dans la partie distale de I’intestin gréle ou le colon. La libération est
déclenchée grace a un signal magnétique externe [37]. Le colon, quant a lui peut étre atteint
selon des principes reposant sur des modifications chimiques, une dégradation des polymeres,
la variation de pH, le temps ou 1’adhésion, entre autres [34]. Les polysaccharides peuvent étre
utilisés comme agent d’enrobage [38] ou sous forme matricielle. Ces macromolécules sont
spécifiquement dégradées par la microflore du colon et permettent une libération
spécifiquement au niveau du gros intestin. Cependant, certaines, parmi lesquelles I’inuline,
Revue bibliographique 1’amylose, la gomme guar ou les pectines, doivent étre chimiquement
modifiées ou couplées a des polymeéres plus hydrophobes afin de renforcer leur
hydrophobicité et limiter une libération prématurée du PA par simple solubilisation [39].
Mortazavi et Smart ont quant a eux étudié I'influence des mouvements d’eau dans les
phénomeénes de bioadhésion. Ils ont constaté que ces mouvements étaient un facteur
significatif dans la mucoadhésion [40]. Ceci explique I’intérét porté aux polymeres
hydrophiles et aux hydrogels. Un systéme divis¢ d’HPMC contenant de I’indométhacine a
ainsi permis d’obtenir une libération prolongée sur huit heures, via une gélification du
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systtme [41]. Morishita et ses collaborateurs ont, quant a eux, mis au point des
microparticules polymeéres d’insuline, composées de PEG et de polyméthacrylate. Le systéme
est réputé multifonctionnel et se convertit, in sifu, en hydrogel. Il est pH-dépendant, et
possede des propriétés d’inhibition de I’activité enzymatique mais aussi des caractéristiques
mucoadhésives [42].

5. Modulation et évaluation de 1a mucoadhésion des
nanosystemes

La chimie de surface, la charge et la taille des nanosystemes déterminent leur
comportement mucoadhésif.

Ces propriétés sont accordables afin de maximiser ou minimiser les interactions avec
les fluides de mucus présents a différentes muqueuses. Lorsque les systémes muco-adhésifs
sont nécessaires, ceci peut étre réalisé simplement en utilisant des polymeres muco-adhésifs
comme matériaux formant une matrice, seuls ou en mélanges. Cependant, tous les polymeres
muco-adhésifs disponibles ne peuvent facilement étre utilisés pour produire des
nanoparticules ou, par exemple, d'autres systémes non-polymériques peuvent étre préférables
(comme les nanosystémes a base de lipides).

Dans ce dernier cas, la modification de surface peut €tre une alternative, que ce soit en
fixant des polymeres muco-adhésifs sur des nanosysteémes préformées (de manicre covalente
ou par simple adsorption) ou par conjugaison de polymeres avec d'autres matériaux formant la
matrice.

Un autre aspect important est la charge a la surface ; Les systémes chargés
positivement sont préférés afin de maximiser la muco-adhésion. Les nanoparticules a base de
chitosane, en particulier, sont souvent considérés comme l'exemple typique de nanosystéme
trés mucoadhésif. Aussi, les nanosystemes hydrophobes peuvent posséder une haute capacité
d'établir des interactions adhésives avec des surfaces hydrophobes de la mucine, a savoir par
la promotion de liaison hydrophobe. En contraste avec les précédentes, les nanosystémes de
mucus-inerte, qui évitent l'interaction avec le mucus, peuvent également étre souhaitables.
Ainsi, les nanoparticules pénétrant le mucus peuvent étre généralement obtenues en conférant
une surface non chargée hydrophile. Le groupe de Justin Hanes de la Johns Hopkins
University (Baltimore, MD, USA) a démontré ceci en modifiant la surface de différentes
nanoparticules polymériques (100-500 nm) avec une couche dense de faible poids
moléculaire de poly (éthyléne glycol) (PEG; 2- 10 kg/mol) [44]. Par exemple, des expériences
du suivi de multiples particules ont montré que les nanoparticules modifiés de poly éthyléne
glycol a 200 nm se diffusent dans le mucus cervico-vaginal a des taux proches de ceux prédits
pour les nanospheres de méme taille dans I'eau (jusqu'a environ un obstacle de un log), tandis
que les non-poly éthyléne glycolées ont été presque immobiles (taux de diffusion réduits d'au
moins 3 log).
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La nature hydrophile et non ionique de poly éthyléne glycol permet d'éviter,
respectivement, 1'é¢tablissement de la liaison hydrophobe et ionique, alors que la courte chaine
du polymeére diminue I’enchevétrement muco-adhésif avec les fibres de mucine [45,46].

Ces observations pour les nanosystémes denses et de courte chaine de poly éthyléne
glycol modifié ont également été confirmées par d'autres groupes. Par exemple, lors d'un essai
in vivo et apres la délivrance vaginale a des souris, de denses nanoparticules de PEG modifié
ont montré I’aptitude a distribuer facilement a travers tout le tractus cervicovaginal et de
fournir la délivrance améliorée de médicaments a la muqueuse sous-jacente en raison de leur
capacité a aborder la barricre de mucus dynamique et peut étre hautement variable sur les
conditions environnantes. Outre le pH, la présence éventuelle d'autres substances (par
exemple, les électrolytes, les produits chimiques, des excipients pharmaceutiques) peut influer
sur la disposition des fibres de mucine et, par conséquent, le comportement mucoadhésif de
nanoparticules. En outre, le simple établissement d'interactions adhésives de nanoparticules
avec la mucine peut avoir un impact sur la structure et les propriétés viscoélastiques de
mucus.

Différentes méthodes expérimentales peuvent étre utilisées pour la caractérisation du
potentiel muco-adhésif de nanosystémes. Celles-ci peuvent étre classées comme indirectes ou
directes.

Les premicres sont basées sur l'évaluation et I'équilibre d’interactions contributives et
néfastes entre les nanosystémes et les mucines ou d'autres composants de la muqueuse (tissu
ou mucus), tandis que les secondes sont exécutées in vivo (animal ou humain) ou a proximité
immédiate de la situation in vivo (les réglages ex vivo).

Un résumé des différentes méthodes directes et indirectes est présenté au tableau 1.
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Tableau 1 : Différentes techniques pour I’évaluation de la mucoadhésion des nanosystémes et
comparaison de leurs principales caractéristiques. [46]

Apercu sur Mesure .
Méthodes pour la mesure per¢ . Pertinence e, .
. le dynamique ou L. Faisabilité | Coiit
de la mucoadhésion i . i in vivo
meécanisme | en temps réel
Me¢éthode de
. . Bas Non Basse Haute Bas
particules de mucine
Me¢éthodes micro .
g Moyen Oui Basse Moyenne | Moyen
gravimetriques
& | Microscopie a force .
S ) P Haut Oui Basse Basse Elevé
o atomique
._é
= | Techniques optiques Basse /
Moyen Oui Moyenne | Elevé
Moyenne
Diffusion/Méthodes .
.. . Haut Oui Moyenne Haute Moyen
de suivi de particule
Me¢éthodes de .
L Moyen Optionnel Moyenne Moyenne | Moyen
cytoadhésion
s Me¢éthodes ex vivo Bas Optionnel Moyenne Moyenne | Moyen
(5]
[
.= | Administration in
=) . . Bas Non Haute Moyenne | Moyen
vivo/analyse ex vivo
Imagerie in vivo Bas Oui Haute Basse Elevé
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1. Historique

En 1811, BRACONNOT Henri directeur du jardin botanique de Nancy, a été le premier a
isoler une fraction de la membrane de certains champignons, qu’il a appelé fongine. Cette
découverte précede de trente ans 1’isolement de la cellulose des plantes. Un peu plus tard, soit
en 1823, ODIER renomme la fongine en chitine, terme dérivé du grec et signifiant tunique
[51].

2. Extraction de la chitine

2.1. Schéma général de production de la chitine et ses dérivés

La production de chitine repose sur la purification de la matiére premicre. L’attention est
principalement portée sur I’¢limination du carbonate de calcium et des protéines. L’extraction
chimique consiste en un traitement acide pour la déminéralisation et un traitement alcalin
pour la déprotéinisation. Les autres composés minoritaires sont supposés étre entrainés au
cours de ces deux réactions. La déminéralisation précede généralement la déprotéinisation car
I’inverse aurait un impact sur le DP et le DA du polymeére. Entre chaque étape, le produit est
rincé abondamment a 1’eau déminéralisée. La figure 2 schématise un exemple de production
de chitine et de ses dérivés.

En amont, la préparation de la mati¢re premiere est indispensable pour réduire les risques
de dégradation de la chitine. Les modes opératoires sont propres a chaque entreprise, souvent
basés sur le séchage pour éviter ’autolyse naturelle; activité des enzymes endogenes. France
Chitine a fait le choix d'ensiler et de saler les carapaces de crevettes et de crabes pour les
conserver. Elles sont ensuite rincées

2.2. Matériel animal

La chitine est un polymére formé d’une répétition d’unités de N-acétyl-D- glucosamine
comme nous le montre la figure 3, c’est le deuxiéme polymeére le plus abondant aprés la
cellulose. Elle est la composante majeure de la paroi cellulaire de beaucoup de champignons
ainsi que dans des carapaces de crustacés tels que : homards, crevettes et crabes. Elle forme,
¢galement, le tégument externe rigide des sauterelles, des scarabées, des cafards ainsi que de
nombreux autres insectes
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Carapace de crustacés Plume de calmar
Déminéralisation J
l Déminéralisation
Déprotéinisation

e

Chitine

|

Hydrolyse Désacétylation
NacGlucosamine Oligosaccharides  Chitosan q
| l .
Désacétylation Hydrolyse Substitution

\ ol |

Glucosamine ~ Oligosaccharides ~ Complexes

Figure 2: Procéd¢ industriel de fabrication de la chitine et de ses dérivés (France
Chitine)
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Dans de nombreux pays industrialisés, on constate une forte exploitation de ces
ressources naturelles qui, contrairement aux produits dérivés du pétrole, la chitine est un
produit renouvelable, non toxique, hypoallergique et surtout biodégradable et par conséquent
non polluante [51].
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Figure 3 : La structure moléculaire de la chitine comme copolymeére de glucosamine
et N-acéty-D-Iglucosamine [52].

2.3. Prétraitement des carapaces

Les carapaces de crevette ou des coproduits de crustacé doivent étre lavé d’amblé
(enlever un maximum de chair pour un produit mieux déprotéiné), bien broyées et tamisées,
cela avant tout traitement chimique dont le but et de séparer la chitine des autres maticres
présentes dans les carapaces. Le tableau 2 synthétise et dresse la répartition de la
composition de la matiére premiere

Tableau 2 : Composition globale des exosquelettes de crevette. [53]

Constituants  Proteines Chitine Mineraux Lipides Oses totaux C/N
Gamme 30a50% 24332% 19a28% / /
Moyenne 40% 282 % 247 % 3,6% 2,7% 43

Les compositions déterminées par des études similaires [S3] montrent également une
grande variabilité des proportions. Elles varient en fonction des especes, de 1’age du genre et
peuvent fluctuer en fonction des saisons et des conditions environnementales
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2.4. Déminéralisation

Le traitement acide supplante les minéraux, qui passent en solution sous forme de sels,
I’acide hydrochloridrique (HCI) est privilégié pour des raisons économiques.
La concentration minimale, pour mener cette étape, est déterminée par I’équation chimique
(1) de la réaction entre I’élément minéral majoritaire, le carbonate de calcium, et le HCL. En
principe, la déminéralisation est complete des lors ou les proportions sont stoechiométriques,
mais dans les faits, les entreprises utilisent des solutions en exces.

2 HCI (aq) + CaCO3 (s) [ CaCI2 (aq) + H20 (I) + CO2 ()..vverevenn... 1)

Les concentrations en HCI rencontrées sont comprises 0,5 et 11 N et le ratio
substrat/solvant entre 1:10 et 1:40. La déminéralisation dure entre 15 min et 48 h, de la
température ambiante a 50 °C [54]. La réaction avec le carbonate de sodium est achevée
lorsque le dégagement de CO2 cesse.

2.5. Déprotéinisation

Cette étape implique des conditions drastiques pour séparer entre les protéines et la
chitine.
Un traitement basique permet d’éliminer les protéines par solubilisation. Les réactifs
employé€s pour cette étape sont des bases fortes comme 1’hydroxyde de potassium (KOH). Le
plus courant, pour des raisons d’économie et technique, est ’hydroxyde de sodium (NaOH).
Les concentrations utilisées sont comprises entre 0,3 et 2,5 M, selon un ratio compris entre
1:10 et 1:40. La température est comprise entre 50 et 110 °C et la durée peut varier de 1 h a
plus de 24 h [54]. Ces deux paraétres sont li€s, ainsi la durée doit étre augmentée si la
température est baissée, et réciproquement.
La réaction est la suivante :

R-NH-CO-CH; +NaOH — R-NH; + CH;COONa

Chitine Chitosane
La réaction se passe sous une atmosphere inerte

L’augmentation de la concentration, de la durée et de la température de réaction,
améliorent la déprotéinisation . Cependant, tout comme la déminéralisation, les conditions
drastiques de la déprotéinisation modifient la structure native de la chitine. Par conséquent, le
choix du couple temps-température est dicté par les caractéristiques de la chitine a obtenir.
Les modifications que peuvent entrainer des conditions trop drastiques concernent la perte de
poids moléculaire ou I’oxydation des extrémités réductrices. [S5]
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2.6. Décoloration

Cette étape est facultative, elle n’est pas nécessaire si le baréme temps-température
penche en faveur d’une longue durée. Cependant, il est tres difficile d’obtenir un produit pur a
cause des fortes interactions entre la chitine, les pigments et les protéines. Généralement,
I’agent de blanchiment employé est le peroxyde d’hydrogéne (H202), dont la concentration
est comprise entre 0,1 et 33 %, il peut également étre mélangé avec du HCI. La durée du
traitement est souvent trés courte, de I’ordre de quelques minutes [54]. En effet, tout comme
les deux précédentes étapes, les conditions de décoloration induisent une altération de la
structure de la chitine, qui se traduit par une réduction du poids moléculaire. Les autres agents
de blanchiment sont I’hypochlorite de sodium (NaClO), le permanganate de potassium
(KMnO4), I’acétone, I’éthyle-acétate et I’acide oxalique [54;55;56]. Du et al. (2009) utilisent
le peroxyde d’hydrogeéne pour hydrolyser le chitosane, afin d’augmenter sa solubilité, et
privilégient I’éthanol pour le blanchiment.

Le traitement chimique modifie le poids moléculaire et le degré d’acétylation de la
structure originelle de la chitine, il détruit également la structure des protéines [56]. Pour
réduire le risque d’altération du polymere li¢ a la déminéralisation et la déprotéinisation, il est
conseillé de répéter plusieurs fois I’opération, pendant une courte durée et intercaler des
phases de ringage a I’eau distillée : 420 1 d’eau par kilogramme de chitine sont consommés au
cours de I’extraction chimique. [54]

3. Controle qualité de la chitine
3.1. Degré de déminéralisation

C’est un indicateur de la performance de la déminéralisation, il est définit par la formule
suivante [57]:

%DM = (AoMo) — (AdMy) B covvrernrrene e 1)

AoMo

%DM est le degré de déminéralisation, Mo et Mr sont les masses initiale et résiduelle du
produit hydrolysé, Ao et Ar les pourcentages de cendres dans le produit initial et résiduel
respectivement.

L’influence de la granulométrie sur la déminéralisation a été étudiée par Marquis-Duval
(2008). Un traitement acide de 30 min a été effectué sur trois lots de Chitane®, cuticules de
crevettes déprotéinisées par voie enzymatique. Trois catégories de tailles comprises entre 25
et 850 um ont été comparées. Pour cette gamme de granulométrie, la déminéralisation atteint
des teneurs en minéraux similaires, inférieures a 0,5 %. Cependant Levéque [58] montre
I’influence de la taille lorsque les fragments sont supérieurs a 2 mm. Les deux études
s’accordent sur I’importance de la surface de contact entre le substrat et ’enzyme.
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Il faut prendre garde a la production de mousse, causée par le dégagement de CO2. Elle peut
étre limitée par ’ajout d’un agent anti-moussant (No et Hur 1998). La déminéralisation est
suivie par une étape de ringage car le produit doit atteindre la neutralité avant I’étape suivante
de déprotéinisation.

La prolongation de la durée du traitement, une température et une solution acide trop
¢levée conduisent a I’hydrolyse des liaisons glycosidiques et par conséquent a la
dépolymérisation de la chaine carbonée de la chitine et du chitosane [59]. La désacétylation
peut intervenir en parallele en fonction de la température et de la concentration en acide.
Selon Gizatulina et al. (2005) la dépolymérisation est correctement décrite par une cinétique
du premier ordre, en fonction de la concentration en HCI et dont le taux maximal est obtenu
par une concentration de 29,8 %.

3.2. Le degré de déprotéinisation

C’est un indicateur pour suivre ’efficacité de la réaction de déprotéinisation, il est
définit par la formule [57] :
_ (PoMo) — (P:M:)

0 . 5
‘ GDPI ot= PU}\-TG l OU ........................................................ (2)

%DProt est le degré de déprotéinisation, MO et Mr sont les masses initiale et résiduelle
du produit hydrolysé, PO et Pr sont les pourcentages de protéines dans le produit initial et
résiduel respectivement.

Des travaux ont porté sur 1’étude la cinétique de déprotéinisation a Tamb et NaOH 1M
[60]. Une formalisation de la cinétique est proposée suivant un modele du premier ordre,
dP/dt = -kt, caractérisé par trois étapes distinctes. Chacune présente une constante k
différente. La premicre étape s’attaquerait préférentiellement aux acides aminés basiques. Au
cours de la seconde étape, 1’¢limination des acides aminés acides rattrape celle des acides
aminés basiques. Les constantes & diminuent au fur et a mesure de la déprotéinisation. Percot
et al. (2003a) se sont également intéressés a 1’énergie d’activation ; Quantit¢ d’énergie
nécessaire pour lancer un processus chimique associée a la déprotéinisation. Elle diminue
avec la durée du traitement. Ceci suggere que les composés protéiques résiduels sont plus
difficiles d’acces ou protégés par des conformations chimiques. Par exemple il peut s’agir de
lipoprotéines, dont les liaisons hydrophobes les protégeraient de I’hydrolyse.

Il existe peu d’études sur la nature et I’organisation des protéines dans les cuticules des
crustacés [60]. Les compositions en acides aminés sont mesurées dans certains coproduits de
crevettes, tels que Parapenaeopsis stylifera [60], Penaeus vannamei . La composition différe
d’un substrat a ’autre. Généralement, le glutamate et la glutamine, dosés ensemble, sont
majoritaires. L’acide aspartique/I’aspargine, 1’arginine, 1’alanine, la leucine, la valine et la
proline sont abondants. Tandis que le tryptophane, la tyrosine, la cystéine, I’histidine et la
méthionine sont faiblement présents. Mura et al. (1994) comparent [I’évolution de la
composition en acide aminé entre I’étape juvénile et adulte de Chirocephalus kerkyrensis et
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C. diaphanus, deux branchiopodes. Ils n’observent pas de modification sauf une augmentation
d’arginine.

Des procédés alternatifs ont été expérimentés pour remplacer ou étre combinés avec la
déprotéinisation chimique. Un couplage avec une mise sous pression a 100 °C et 1’utilisation
d’un cuiseur a été proposé, ainsi que la sonication [62]. Kjartansson et al. (2006b) ont obtenu
une réduction de la teneur en protéines résiduelles de 10,6 a 8,3 %, par 1 h de sonication, a
partir de crevettes nordiques.

4. Préparation du chitosane

Le chitosane est un biopolymeére de la famille des polysaccharides dont la découverte a

été

attribuée a Rouget en 1859 [55]. C’est I'un des rares polyélectrolytes naturels

cationiques. Il est obtenu par modification chimique de la chitine
2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose

2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose

Figure 4. Structure chimique du chitosane

4.1. Déacétylation de la chitine
Des traitements acides et basiques séveres catalysent la dépolymérisation et
la désacétylation [60] et aboutissent au chitosane et aux oligosaccharides (Figure

5).
CHITINE ¢ CHITOSAN OLIGOSACCHARIDES
HORG, a HOQ MM C-., CHy HOHzﬁi’ HEY e HE HO  MHy
HO- }-0-4;1 =04 H NaOH (A, ':Uﬂ':} [ {:;__ﬂ__{f Y00} HEnZ‘-me acide e Il’if ﬂ}__ﬂ__{J AW
! = —a M \ s 4 in Ly Wi |
—x ; Désacétylation \ o Hyvdrolyse - S0 4
HO | NH HaOH : H::i"ib HHgi CHLOH e HD'.I HHy CHaOH  loene
Dﬁﬁm

Figure 5: Schéma des réactions chimiques de désacétylation et dépolymérisation — Sigma-
Aldrich, Tutorial
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Le chitosane est obtenu par désacétylation de la chitine. Tout comme le procédé
d’extraction de la chitine, de nombreuses combinaisons de conditions de désacétylation sont
décrites dans la littérature. Généralement, la chitine est chauffée au-dela de 80 °C (jusqu’a
150 °C), dans une solution de NaOH (ou KOH) concentrée entre 40 et 60 %, selon un ratio
w/v entre 1:5 et 1:45, pendant au moins 10 h [56]. Le degré d'acétylation obtenu est
généralement compris entre 30 et 50 % [62].

I1 est possible d'améliorer la désacétylation par une alternance de traitements alcalins et
de ringages a I’eau distillée, répétée successivement le temps suffisant pour obtenir le DA
visé€. La désacétylation est homogéne ou hétérogene. Le chitosane est davantage soluble par
désacétylation homogéne car le DD est plus élevé (= 50 %). Cependant la réaction dure
plusieurs jours. Tandis que I’application de plusieurs étapes successives de désacétylation
hétérogene permet d’atteindre un DD équivalent en quelques heures.

Galed et al (2005) ont étudié la désacétylation, par un traitement au NaOH 50 % (w) de 3
h a 110 °C, de trois crustacés Paralomis granulosa, Lithodes antarcticus et Palinurus
vulgaris. Les cinétiques de désacétylation ont été formalisées par une équation du premier
ordre et présentent des constantes de vitesses lentes, autour de 0,04 min-1. Au contraire,
Shahidi et Abuzaytoun (2005) rapportent que la cinétique de désacétylation est rapide dans la
premiére heure puis peine a abaisser le DA du chitosane. Aprés 5 h de réaction, le DD
n’augmenterait plus alors que le poids moléculaire diminuerait. La taille des particules de
chitine aurait également un impact sur le rendement de désacétylation. Enfin, il faut souligner
que la désacétylation est sensible a I’oxydation. Le probléme peut étre contourné en réalisant
la réaction sous un gaz inerte ou en abaissant la pression. L’ajout de NaBH4, un agent
antioxydant, protége le polysaccharide de la réduction des groupements aldéhydes en alditols
[54].

L’une des techniques traditionnellement employée, la méthode de Broussignac, consiste a
préparer un milieu anhydre composé de 50 % d’hydroxyde de potassium (KOH), 25 %
d’éthanol a 96 % et 25 % de mono-éthyléne glycol. Le mélange est chauffé a 90 °C avant
d’ajouter la chitine peu a peu dans le réacteur. La température est alors élevée a une consigne
qui dépend des adaptations a ce procédé, autour de 110 °C [62].

La dépolymérisation se traduit par hydrolyse des liaisons O-glycosidiques. Comme cela
a ¢été présenté précédemment, les traitements acides favorisent cette lyse [62]. En général,
l'acide hydrochloridrique concentré est employé ou l'acide nitreux (HNO2) Cependant, il
provoque la désamination de la glucosamine [54] et I'exces de HCI conduit a la destruction
des oses. Einbu et Varim (2007) comparent la dépolymérisation selon différentes
concentrations en HCI, comprise entre 3 et 12 M, le taux maximal est atteint avec 6 M.
L'énergie d’activation des liaisons O-glycosidique et N-glycosidique semblent similaires. Le
pH aurait également un impact important sur la dépolymérisation tandis que la présence
d’oxygeéne n’aurait pas d’effet. Les oligosaccharides peuvent ensuite étre séparés sur colonne
par fractionnement. D'autres méthodes existent, telles que la sonication ou les radiations
gamma. Leur intérét varie selon le type maticre premicre.
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4.2. Caractérisation de la chitine et/ou chitosane

4.2.1. Le poids moléculaire

Le poids moléculaire de la chitine est également un facteur important pour sa
caractérisation [62]. La connaissance de tel parameétre est nécessaire pour les usages
industriels. 11 varie entre 1,03 et 2,5 MDa. [62]

A

Nombre de Macromolécules
de Masse Mi dans le polymeére

A
1
I
I

I

Mi = Masse moléculaire

Figure 6: Dispersion des masses moléculaires

Le rapport Ip entre Mp et Mn est appel€ indice de polymolécularité. Plus celui-ci est ¢élevé, plus la
distribution est élevée.

L e e 3)

Par définition, la masse molaire Mx est liée au degré de polymérisation moyen en nombre, DPn,
selon la relation suivante :

Mhn = DPn x o @)
Avec my la masse molaire d’une unité
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Les deux grandeurs traduisent la longueur moyenne des polymeéres. En pratique, on a recours
a des techniques telles que la chromatographie d’exclusion stérique pour estimer la masse molaire
moyenne en nombre. Cependant, cette technique serait trés difficile & mettre en ceuvre pour la
chitine. On détermine donc plutdét la masse molaire viscosimétrique, d’aprés les travaux de
Staudinger (1881-1965) sur la viscosité des solutions de polymeres. [63]
D’apres 1’équation de Mark-Houwink-Sakura (MHS), la viscosité intrinseque est proportionnelle
a My lorsque la concentration des polyméres dissous tend vers zéro. Or, la viscosité intrinseque
peut étre mesurée a 1’aide d’un viscosimetre a capillaire.

[’]] - Kh[ya (:\IHS) ............................................................................... 5)

Les coefficients a et K de I’équation MHS dépendent du type de solvant, du polymere et
de la température [63]. Le coefficient a est relatif a la conformation de la molécule. Le
polymére tend a étre linéaire lorsque a tend vers 1. A I’inverse quand a décroit, la molécule
tend vers une forme de pelote compacte. De plus, la valeur de a confirme le caractére linéaire
de la chitine.

4.2.2. Degreé de N-acétylation

Le degré d’acétylation (DA) est un parameétre essentiel qui influence les propriétés des
biopolymeres chitineux. La détermination de DA est essentiel pour étudier la structure
chimique, les propriétés des copolymeres et la relation structure chimique- propriétés. Il est
défini comme étant le nombre d’unités de glucopyranose de la chaine de biopolymere ayant
un groupement N-acétyle [54].

Les groupements amines au niveau de C-2 sont parfaitement acétylés. Généralement, 5 a 15%
de désacétylation est provoqué par le traitement alcalin lors du processus d’extraction de la
chitine. On parlera de chitine lorsque le degré d’acétylation est supérieur a 70% [56]

4.2.3. Comportement du chitosane en milieu acide

Le chitosane est I'un des rares polyélectrolytes naturels cationiques et il est une base
faible présentant un pKa voisin de 6,3. Il se dissout en milieu acide par protonation des
fonctions amine présentes sur la macromolécule [64]. En dessous de ce pKa, les groupements
amines sont protonés et font du chitosane un polyélectrolyte cationique, soluble dans I’eau
acidifiée. Au-dessus du pKa, les groupements amines sont déprotonés et le chitosane est
insoluble dans I’eau (Figure 7). Le pKa du chitosane dépend du degré de neutralisation des
groupes NH3 + et du DD .
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En général, la valeur du pKa augmente quand le DD diminue [64].

CH,0OH
\0«10\/ PKa=63 _ | 20O

NH,
@ NH>
Polycationique Neutre
Soluble dans lI'eau (A) Insoluble dans I'eau (B)

Figure 7 : structures du chitosane en milieu acide (A) et en milieu neutre (B) d’aprés
[64]

4.2.4. Spectroscopie infrarouge a transformation de Fourrier
FTIR

Cette technique simple a mettre en ceuvre, est largement utilisée pour étudier la
composition et la structure de la chitine, pour distinguer la forme a de la forme B et parfois
pour déterminer le degré d’acétylation [65]. Le principe de la spectroscopie infrarouge se base
sur les émissions de vibrations entre deux atomes. Elles sont spécifiques a chaque
environnement atomique. Ces vibrations sont identifiées selon leurs fréquences. Pour la
chitine pure, ces fréquences ont été identifiées et commentées par de nombreuses études, dont
I’une des premicres est celle de Pearson et al. (1960). [66]
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Au XIXe siecle, I'administration favorisa la recherche de nouveaux types
d'aliments économiques. Le chimiste Jean-Pierre-Joseph d'Arcet s'enthousiasma
particulierement pour la gélatine. De nombreuses recherches furent faites a la
suite, en particulier de 1841 a 1846 par Claude Bernard, sur les conseils de son
maitre Magendie, qui avait démontré la nécessité¢ d'une source externe d'élément
azoté. Ces expériences furent peu concluantes, mais c'est seulement au début du
XXe siecle que la raison en fut comprise, c'est-a-dire 1'absence dans la gélatine
de tryptophane (non fabriqués par l'organisme). [67]

La gélatine est une substance solide translucide, transparente ou légerement
jaune, presque sans gout et sans odeur, obtenue par 1'¢ébullition prolongée de
tissus conjonctifs (peaux) ou d'os d'animaux (principalement porc, bceuf,
poisson). Elle possede de nombreuses applications dans le domaine culinaire, la
médecine, les industries agroalimentaire et pharmaceutique. [68]

En outre, la gélatine est considérée, en termes d'étiquetage, comme un
ingrédient (norme européenne) [69] et non pas comme un additif, c'est pourquoi
elle n'a pas de numero E officiel. On peut néanmoins encore la trouver avec la
dénomination E441, puisqu'elle reste considérée par certains pays hors Union
européenne comme un additif gélifiant.

c L P
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1. Propriétés
1.1 Physiques

La gélatine est un polypeptide linéaire soluble dans 1’eau [70] obtenue par
dissolution et hydrolyse partielle du collagéne en milieu acide ou basique sous
chauffage a partir d'os d'animaux (principalement porc, beeuf, poisson), la peau,
des cartilages et autres tissus conjonctifs de différents animaux [71]. La gamme
de poids moléculaire est tres large et pourrait se situer entre 3 et 100 kg / mol.
La gélatine est thermo-réversible ; elle fond lorsqu'elle est chauffée et se
solidifie lorsqu'elle est refroidie. Mélangée a de l'eau, elle forme un gel colloidal
semi-solide. [72]

1.2 Chimiques et biologiques

Elle a été utilisée dans les industries alimentaires et pharmaceutiques pour la
production de revétements, de gels sensibles a la chaleur et des capsules. Elle
est attrayante pour une utilisation dans la libération contrélée en raison de son
non-toxique, Biodégradable, bioactif et propriétés peu coliteux. Méme si une
unité de répétition ne peut €tre identifi¢ dans de la gélatine et de sa nature
polymere pourrait €tre remis en question, cette protéine peut €tre considére
comme un polymere typique. [73]

En raison de son utilisation pharmaceutique abondante, nous l'avons inclus
dans cette séquence d’acides aminés. Le procéd¢ et la composition ont été
étudiés au cours des années par les différents groupes. La gélatine affiche 18
acides aminés : la glycine (21 %), la proline (12 %), I'hydroxyproline (12 %),
l'acide glutamique (10 %), 1'alanine (9 %), l'arginine (8 %), I'acide aspartique (6
%), la lysine (4 %), la sérine (4 %), la leucine (3 %), la valine, la phénylalanine
et la thréonine (2 %), l'isoleucine et I'hydroxylysine (1 %), la méthionine et
I'histidine (< 1 %) et la tyrosine (< 0,5 %). Ces valeurs sont variables (surtout
pour les constituants minoritaires) et dépendent de la source de matériaux bruts
et de la technique de préparation. [74;75]

C’est un polyampholyte ayant a la fois des groupes cationiques et anioniques
ainsi que avec un groupe hydrophile. Les propriétés mécaniques (comportement
de gonflement) et les propriétés thermiques agissent de fagcon importante sur le
degré de réticulation de la gélatine. Les nanoparticules de gélatine peuvent étre
préparés par désolvation / coacervation ou la méthode d’émulsion. [76]
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La gélatine de type A est obtenue dans I'hydrolyse d’acide et affiche un point
de 7-9 isoélectrique. A l'inverse, la gélatine de type B est obtenue en milieu
basique et le point isoélectrique est de 4.5-5. La viscosité de la gélatine dépend
du type, de la concentration, du pH, de la température et de la dureté; La
résistance du gel est mesurée en bloom, variant de faible (<150) a élever (>
220). Les interactions impliqueraient des liaisons hydrogene, de Van Der Waals
et des liaisons peptidiques. La gélatine a ¢également montré la capacité a former
des films. La présence de la séquence arginine, la glycine, l'acide aspartique
confére a ce matériau des propri¢tés d'adhérence cellulaire par les intégrines. La
bonne biocompatibilité de la gélatine a ouvert la voie a la recherche dans la
culture cellulaire et les applications d'ingénierie tissulaire. [77]

De méme, en raison de sa bonne mucoadhésivité, il a été exploré pour le
développement de matrices de distribution de médicaments et l'utilisation par
différentes voies d'administration seuls ou en combinaison. [78]

En outre, des modifications chimiques ont €té poursuivies pour améliorer la
performance. Par exemple, Wang et al. ont synthétisés des microspheres
aminées de la gélatine pour améliorer la rétention dans l'estomac par rapport a la
protéine intacte. [79]

2. Extraction

Le collagene partiellement purifi¢ est converti en gelatine par extraction a l'eau
chaude a des températures et pH adaptés. Tous les processus industriels utilisent
un pH neutre ou acide car un pH basique accéleére la conversion mais favorise
les processus de dégradation. La concentration en acide varie cependant selon
les processus. L'extraction se déroule en plusieurs étapes et la température
augmente généralement dans les dernicres. Cette procédure assure une
degradation thermique minimale de la gélatine extraite. [80]
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Figure 8 : extraction de la gélatine.
3. Raffinement

Cette ¢étape comprend la filtration, la clarification, I'évaporation, la
stérilisation, le séchage, le broyage et le tamisage de la gélatine obtenue. Ces
opérations dépendent de la concentration et du type de gélatine. Pour minimiser
la dégradation, la température est limitée tant que possible et les processus sont
rapides. [81]

4. Encapsulation

4.1. Encapsulation de BSA sur des nanoparticules de gélatine

Des nanoparticules de gélatine ont été utilisées pour encapsuler des BSA. Ces
nanoparticules peuvent absorber 51-72% d'eau. La libération de BSA a partir de
la matrice de gélatine nanoparticule fait suite a une diffusion controlée. [82]

4.2. Encapsulation de médicament anticancéreux (paclitaxel) sur des
nanoparticules de la gélatine

Des nanoparticules de paclitaxel chargé de gélatine ont €té rapportées par la
méthode de désolvation. Paclitaxel piégé était présent dans un état amorphe, qui
a une plus grande solubilité dans l'eau par rapport aux I'état cristallin. Identique,
la libération rapide du médicament a partir de nanoparticules a été observée dans
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le PBS et l'urine avec -90% publi¢ a 37 -C apres 2 h. Les nanoparticules de
paclitaxel chargé étaient efficaces contre les cellules cancéreuses de la vessie
humaine transitoires. [83]

4.3. Encapsulation de médicament anti-VIH (didanosine) sur des
nanoparticules de gélatine

Le centre hydrophile de la didanosine est tres lentement diffusée a la
barriére hémato-encéphalique (BHE). Cette molécule a été encapsulée dans des
nanoparticules de mannane revétues de gélatine par la méthode de désolvation.

Le didanosine a été localis€ a une plus grande concentration, respectivement,
dans la lymphe, la rate, les ganglions et le cerveau, aprés administration de
nanoparticules de mannane revétues de gélatine par rapport a une injection dans
le tampon PBS.[84]

4.4 L'encapsulation des antipaludiques (phosphate de chloroquine) sur
des nanoparticules de gélatine

La chloroquine, un médicament antipaludique fonctionne en tuant les
différentes formes du parasite du paludisme qui infecte les cellules rouges du
sang. L’effet toxique de phosphate de chloroquine (CP) se compose de maux de
téte, somnolence, troubles visuels, nausées et vomissements. Réduire ces effets
secondaires, cette molécule a été encapsulés sur la gélatine Nanoparticules.
Cette nanomédecine livre efficacement CP via diffusion contr6lée de facon
optimale a un pH physiologique. La libération de CP est inversement
proportionnelle a la teneur en glutaraldéhyde nanoparticules. [85]

De nombreux agents d'encapsulation ont €té¢ encapsulés avec succes dans des
nanoparticules de gélatine (voir tableau 3).
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Tableau 3:

les

nanoparticules biodégradables

médicaments Gélatine, Chitosane. [85]

pour

Gélatine

la livraison des

Polymere | Encapsulant | Efficacit¢  de | Méthode de | Améliorations
I’encapsulation | synthese thérapeutiques
Paclitaxel 33-78% Méthode de | Activite
desolvation biologique de
Gélatine le paclitaxel est
retenue.
Didanosine | 72.5% Technique Drogue lente
double libérer jusqu'a
desolvation 24H.
Chloroquine | 15-19% M¢éthode Effet secondaire
Phosphate d’évaporation | réduit
de solvant
insuline 72.8% Méthode Biodisponibilite
ionotropique | augmentée
de gélatine
39% Evaporation | libération lente
Chitosane de solvant jusqu’a 10 h
73% Méthode de | c’¢était  possible
gelification d’accomplir la
ionique concentration
thérapeutique
en tissus oculaires
35% M¢éthode de | absorption orale
gélification d’ammonium
ionique glycyrrhisinat

a été augmentée
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5. Usages médicaux

1- La gelatine est le principal constituant des substituts de tissus biologiques
(substituts de vaisseaux sanguins, de plasma, etc.). Ce sont des matériaux de
substitution utilisés en médecine ainsi que dans le domaine de la recherche
scientifique pour simuler les tissus biologiques. [86]

2- Gélule de médicaments en gélatine : La gélatine est I'un des principaux
constituants des gélules contenant des médicaments. Elle protege les principes
actifs des effets néfastes de la lumiere et de 'oxygene. Le bon dosage et le choix
judicieux du type de gélatine permettent méme d'influer sur la vitesse de
libération du principe actif lors de I'administration de gélules. [87]

3- Certains produits cosmétiques contiennent un dérive de la gélatine, le
«collagene hydrolysé» connu pour ses effets anti-age. [88]
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Chapitre 4 Nanoencapsulation

L’encapsulation est considérée comme la technique la plus adaptée a I’administration de
principes actifs protéiques par voie orale, elle permet de pallier a la fois les contraintes
physico-chimiques du TGI et de conserver I’activité biologique du principe actif lors du

procédé d’encapsulation.

Piegeage de polyanions_gr ou de petites molécules chargées ‘

Micelle palymére Dendrimer avec  Nanocapsule, cosur
Complexe a cosur complexe Vacteur recouvert  groupements  aqueuxcontenantun
polyélectrolyte polyélectrolyte de polymére chargé chargés polymere charge

Complexes polyélectrolytes

Piégeage de molécules hydrophiles

Nanosphere Nanocapsules
Polymersome coeur hydrophile coeur aqueux Liposome Dendrimer

Piégeage de molécules hydrophobes ou trés peu soiubiesA

°9

’ ."
/ / L !‘?’0‘? .
Manocapsule Nanosp-l"lére de Micelle polymere Nanocapsule Nanosphére
lipidique lipides solides  coeur lipophile Dendrimer coeur huileux coeur hydrophobe Liposome

Figure 9 : Différents types de particules permettant I’encapsulation d’un principe actif [89]
De nombreuses techniques permettent I’encapsulation de principes actifs et conduisent a

différents types de particules dont les propriétés dépendent du procédé¢ de fabrication

(figure 9). Parmi ces techniques, les plus fréquemment utilisés sont les suivantes [89] :
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1. Les différentes techniques d’encapsulation

1.1. La gélation ionotropique

La gélation ionotropique est basée sur la capacité de réticulation des polyélectrolytes en
présence de certains ions pour former des hydrogels. Le cas le plus connu est celui de la
gélation de I’alginate en présence de calcium. .Des gouttelettes de trés petite taille (échelle
nanométrique) peuvent étre formées en utilisant des vibrations ou un systéme de pulvérisation

[90].
Avantages

Cette technique présente I’avantage principal de permettre une formulation douce et de
conserver ainsi [’activit¢ biologique des protéines. Tous les polyélectrolytes étant
hydrosolubles, cela permet d’encapsuler les protéines sans utiliser de solvants organiques et
de températures ¢élevées. Cette technique est également simple, rapide, rentable et
industrialisable.

Limites

La gélation ionotropique pour la délivrance controlée de protéines, bien que permettant la
complexation dans des conditions douces, présente un inconvénient majeur. En effet, la
matrice et la membrane formées ne sont pas capables de contrdler la libération sur une longue
période. Cependant, pour permettre l'utilisation de cette technique pour la délivrance
controlée de protéines, il est nécessaire de contrdler la cinétique de libération, notamment par
le biais de membranes de plus grande densité obtenues en incorporant des polyélectrolytes
chargés pouvant se complexer avec I’alginate. Des études ont montré que certains
polyélectrolytes pouvaient présenter des problémes de biocompatibilité [91;92]. En effet, une
réaction immunitaire a été observée suite a I’implantation de particules d’alginate : les unités
manuroniques de l’alginate ont été montrées comme responsables de la stimulation de la

production de molécules inflammatoires (interleukine IL-1 et TNF-).

1.2. Le spray-dring

La technique de spray-drying est largement utilisée dans le secteur pharmaceutique
depuis la fin des années 1970, pour former des systémes microparticulaires pour la libération

controlée de principes actifs. Un polyméere hydrophile ou hydrophobe est préalablement
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dissout dans un solvant appropri€¢. Le principe actif peut étre soit dissout, soit mis en
suspension dans ce méme solvant. Le mélange est ensuite pulvérisé a I’aide d’une buse,
conduisant a I’obtention de microsphéres solides précipitées [93]. Il est parfois nécessaire
d’inclure des plastifiants pour permettre la formation de microcapsules de forme sphérique

réguliére et de surface lisse, en réduisant la rigidité de chaine de polymére [94].

{Formulation
a pulvériser

Entrée et
sortie d'air

Figure 10 : Schéma d’un appareil de spray-drying

Avantages

Un des principaux avantages de cette technique est sa large gamme d’applications. Des
polymeéres aussi bien hydrophiles qu’hydrophobes peuvent étre utilisés en choisissant le
solvant approprié. Bien que des courants d’air chaud soient nécessaires pour permettre le
séchage, la température des gouttelettes peut étre maintenue a des valeurs faibles en raison de
I'évaporation rapide du solvant, permettant ainsi d’encapsuler des principes sensibles a la
chaleur comme les protéines [95].

Cette technique est rapide et conduit a des résultats similaires aux techniques
conventionnelles en termes de distribution de taille, de morphologie des particules et de
cinétique de libération du principe actif avec I’avantage indéniable de permettre une

encapsulation rapide et importante du principe actif.

Limites
Néanmoins, cette technique demande une quantité de matiére considérable car une
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quantité non négligeable peut rester a I'intérieur de la chambre de séchage due a I’adhésion
sous forme humide, ce qui pose de séveres contraintes dans le cas de composés onéreux ou
faiblement disponibles.

De plus, le processus de séchage peut conduire a un changement de morphologie des
particules séchées [96 ; 97]. Pour exemple, des cristaux de progestérone sous forme alpha
initiale se sont transformés en forme béta lors de 1’étape de séchage apres association avec le
PLA. Un autre probléme pouvant survenir est la formation de fibres dans le cas ou les forces
nécessaires a la formation des gouttelettes par rupture du filament de liquide (jet) seraient
insuffisantes. Dans ce cas, il est important de considérer la nature du polymere a utiliser ainsi

que sa viscosité.

1.3. L’émulsion

Des méthodes d'évaporation/extraction de solvants ont largement été utilisées pour
préparer des microspheres chargées de divers principes actifs, notamment hydrophobes. Dans
le cadre de I'encapsulation de protéines, des émulsions huile/eau (h/e), huile/huile (h/h) ou
eau/huile/eau (e/h/e) ont été utilisées. Selon le nombre d'émulsions produites pendant la
préparation des microspheres, 1'évaporation/extraction de solvant peut étre divisée en deux

méthodes : émulsion simple et double (figure 11).

32



Chapitre 4 Nanoencapsulation

Emulsion simple Emulsion double
suspension/solution de proténe dans EDhlﬁDﬂriliquEUSE
une solition de polymere (huile) de protemne

Huile ou eau J Huile
®o® _© ® : @
®_ o -l
@ @ ®" @®

évaporation du
solvant et séchage

O ® ®
microsphére endurcie @. @

Emulsion secondaire (eau/huilefeau)

Eau

Evaporation du
solvant et séchage

*®

Figure 11 : Microsphéres obtenues par évaporation de solvant :
émulsion simple (a gauche) et double (a droite)

1.3.1. L’émulsion simple (h/h ou h/e)

Dans la méthode d'émulsion simple, les protéines sont placées dans une phase dispersée,
qui est une solution de polymere dans un solvant organique dont les traces résiduelles sont
tolérées par l’organisme comme le dichlorométhane ou [P’acétate d'éthyle. L’acide
polylactique (PLA) et poly(lactique-co-glycolique) (PLGA) sont les polyméres synthétiques
biodégradables les plus largement utilisés dans la préparation de composés relarguants. La
cinétique de relargage peut étre contrdlée en changeant les masses molaires et/ou la
proportion des copolymeéres. Les principes actifs peuvent étre dispersés sous forme de
particules solides ou solubilisés dans la solution de polymeére. La solution ou suspension de
principe actif est ajoutée dans une phase continue, pouvant étre une huile minérale (h/h) ou
une solution aqueuse (h/e) contenant des tensioactifs. L'étape d’émulsification est effectuée
par agitation, homogénéisation ou sonication. La présence de tensioactifs dans la phase
continue stabilise I’émulsion créée.

Le solvant organique, constituant la phase dispersée, est éliminé par évaporation ou
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extraction. Au cours du processus d'évaporation, le durcissement de I'émulsion se produit
lorsque le solvant organique volatile de la phase dispersée passe dans la phase continue et
s'évapore de celle-ci a pression atmosphérique. L utilisation de vide ou une augmentation de
température modérée peut accélérer I'évaporation du solvant. Dans le processus d'extraction
de solvant, I’émulsion est transférée dans une grande quantité d'eau (ou d’autre milieu) et
l'extraction de solvant se produit plus rapidement que dans le cas de 1'évaporation. Ainsi, les
microsphéres produites par extraction sont plus poreuses que celles obtenues par évaporation
de solvant. La structure poreuse conduit a une libération plus rapide du principe actif. Les

microspheres préparées sont récupérées par centrifugation ou filtration puis lyophilisées.

1.3.2. L’émulsion double (e/h/e)

Dans le cas des émulsions doubles, une solution aqueuse contenant le principe actif est
d'abord émulsionnée dans un solvant organique contenant le polymeére solubilisé. L'émulsion
e/h est ensuite ajoutée dans une phase aqueuse contenant des tensioactifs, formant ainsi
I’émulsion e/h/e. Enfin, le solvant organique est ¢liminé par extraction dans une phase

aqueuse externe ou par évaporation.

Avantages

La méthode d'évaporation/extraction de solvant est largement utilisée pour la libération
de molécules de petite taille. Des principes actifs de petite taille avec une faible
hydrosolubilit¢é peuvent étre encapsulés avec succes dans des micro/nanosphéres de
polymeéres. De plus, I'utilisation de polymeres biodégradables comme les PLA et PLGA
permet de contrdler la cinétique de libération via le contrdle de leur cinétique de dégradation
ou du procédé de formation de I’émulsion. En effet, les forces importantes subies par les
microsphéres ont tendance a produire des microparticules plus petites, conduisant a une
libération plus rapide de leur contenu en raison de leur surface de contact plus grande et d’'un

chemin de diffusion plus court.

Limites

Tandis que des méthodes d'évaporation/extraction de solvants ont conduit a la préparation
de microparticules pour la délivrance de protéines, les méthodes ne sont toujours pas idéales
et beaucoup d'aspects restent a améliorer. Tout d’abord, I'efficacité d’encapsulation du
principe actif n’est pas optimale. Ensuite, la technique nécessite I’utilisation de solvants

organiques généralement toxiques pour permettre la dissolution des polymeéres
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biodégradables. De plus, afin de répondre aux critéres, le taux résiduel de solvant organique
toxique doit étre nul ou réduit au minimum. Enfin, dans la plupart des cas, les protéines sont
libérées avec un « burst release » pouvant induire une réponse incorrecte du patient liée a une
trop haute dose de principe actif dans le sang, et la totalité du principe actif n’est pas libérée.
Ceci est principalement dii & une modification de la stabilité des protéines. Pour rester actives,
celles-ci doivent conserver leur conformation tridimensionnelle, cependant elles sont
susceptibles d’étre dénaturées ou agrégées par divers facteurs, notamment suite a une
exposition aux solvants organiques et aux forces subies lors de 1’étape d’émulsification ou de

sonication.

1.4. La polymérisation interfaciale (polycondensation)

Deux monomeres réactifs (typiquement un dichlorure et une diamine) sont respectivement
dissous dans des solvants non miscibles puis mélangés pour former une émulsion huile/eau
(dichlorure dans la phase huileuse et diamine dans la phase aqueuse). L’un des monomeres
diffuse a l'interface huile/eau, permettant leur réaction pour former la membrane polymérique
(figure 12). Un exemple typique est la formation de microcapsules de polyamide (nylon)

[98].

Monomeére B

Membrane polymérique

Figure 12 : Microencapsulation par polymérisation interfaciale (d’apres [98])

Une phase organique (chloroforme/cyclohexane) contenant un tensioactif (par exemple, le
trioléate de sorbitane également appelé¢ Span 85) et un tampon aqueux contenant le principe
actif a incorporer (enzymes ou protéines) et la diamine sont préparés séparément. Les deux

phases sont mélangées pour former une émulsion eau/huile jusqu’a obtention de la taille des
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gouttelettes souhaitée. Une autre phase non aqueuse contenant le chlorure d’acide est ajoutée

a I'émulsion. La polymérisation est stoppée par ajout d’un exces de la phase non aqueuse.

Les microcapsules sédimentent et sont récupérées puis lavées pour éliminer les résidus de
solvants organiques et I’exces de réactif. Des combinaisons diverses de monomeéres peuvent
étre utilisées pour obtenir une large gamme de membranes polymériques [98]. Du chlorure de
sébacoyle et de la 1,6-hexane diamine peuvent étre utilisés pour former du polyamide 6-10.
Les microcapsules obtenues par cette technique ont tendance a étre fragiles et difficiles a
manipuler. Le chlorure de téréphthaloyle et la 1,6-hexane diamine forme une membrane de
polyester. Typiquement, les chlorures d’acide et les diamines sont des monomeres réactifs ;
cependant, les isocyanates peuvent également étre utilisés en remplacement total ou partiel
des chlorures d’acide [99]. Le polymére composé d’un seul type de monomere peut étre formé
a l'interface (polymérisation interfaciale par addition) [98]. Les polyalkylcyanoacrylates en
font partie. La phase aqueuse contenant le principe actif et la phase organique contenant le
monomere acrylique sont mélangées pour former une émulsion eau/huile. La polymérisation
est amorcée par la présence d'eau dans la phase aqueuse avec le cyanoacrylate dissout dans la
phase organique.

Récemment, des nanoparticules d'insuline ont été préparées en utilisant la technique de
polymérisation interfaciale par addition [100]. Afin d’éviter les nombreuses étapes de lavage,
des huiles (acides caprylique/caprique, triglycérides et mono/diglycérides) et des tensioactifs
(polysorbate 80 (Tween 80) et monooléate de sorbitane) ont été utilisés pour formuler des
émulsions de taille micrométrique. Le poly(éthyl 2-cyanoacrylate) obtenu est reconnu comme
biodégradable. Etant donné que I’insuline est confinée dans la phase aqueuse de 1’émulsion
eau/huile, une efficacité d’encapsulation importante (86 %) peut étre atteinte. L'insuline est
relarguée avec un « burst release » initial pendant les 30 premic¢res minutes, suivi d’une

libération constante pendant pres de 3 heures, apres lesquelles la quantité libérée diminue.

Limitations

Bien que l'on ait initialement proposé cette méthode pour l'encapsulation d’enzymes, de
sérieux problémes techniques demeurent toujours. Le premier est la large surface de contact
(interface) huile/eau créée au cours de la réaction, durant laquelle les enzymes risquent d’étre
inactivées. Deuxiémement, les grandes quantités d’enzymes peuvent participer a la réaction
de polymérisation modifiant ainsi leur activité biologique. Enfin, il est souvent difficile de

controler la réaction de polymérisation : le rendement et la qualité de la membrane obtenue
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par polymérisation interfaciale peuvent étre contr6lés par un certain nombre de facteurs

comme la nature des monomeres réactifs, les conditions de réaction, les concentrations en

monomeres, la température, la qualité du mélange [99]. De plus, de nombreuses étapes de

lavage sont nécessaires pour ¢liminer les monomeres n’ayant pas réagi, les sous-produits, les

restes de solvants organiques et les tensioactifs. Ces lavages répétés peuvent conduire a une

perte de principes actifs solubles dans 1’eau. Pour finir, les changements de pH engendrés par

la formation d’acide chlorhydrique, sous-produit de la réaction du chlorure d’acide et de

I’amine, peuvent endommager le principe actif.

1.5. La séparation de phase ou coacervation

L’encapsulation par séparation de phase est un procédé comprenant 3 étapes :

>

1.

séparation de phase du polymeére « de surface » pour former des gouttelettes de
coacervats,
adsorption des gouttelettes a la surface du principe actif

solidification des capsules [101] (figure 13).

Induit par :
Non solvant

2. Changement de température
3. Sel / polymére incompatible

4.

Interaction polymeére / polymére

J Particule de principe actif
e
— —-
Phase separation Adsorption of Solidification of
of the coating polymer ~ coacervate droplets the microcapsule
Séparation de phase Adsorption des Solidification
gouttelettes de des capsules

du polymeére en surface
coacervats

Figure 13 : Schéma de la formation d’un coacervat [90]
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Les techniques de séparation de phase peuvent étre classifiées selon la méthode induisant
la séparation de phase : ajout d’un non-solvant, modification de la température, ajout de sel ou
de polymeére incompatible [102]. Afin de déterminer les zones de séparation de phase
permettant de conduire a I’obtention des coacervats, des diagrammes de phases sont
généralement réalisés permettant de connaitre ces conditions de séparation de phase (figure

14).

(A) (B)

Solvent A 1009%

N\

2 phases

2 phases

‘ k 4

TEMPERATURE

| \\

\
|
L

100%
Nonsolvent Palymer POLYMER CONCENTRATION - wt%

Concentration en polymeére
100% (%)

100%

Non solvant Polyr%%)re Solvent

Solva

2 phases

100% . 100%
Polymer X Polymer Y
Polymeére X Polymére Y

Figure 14 : Diagrammes de séparation de phase basés sur 1’ajout de non-solvant (A),
la température (B) et I’ajout de polymeres incompatibles (C) [103].

Avantages

La technique de séparation de phase par ajout de non-solvant est la plus répandue dans
I’encapsulation de principes actifs hydrosolubles, comme les protéines, permettant ainsi
d’éviter leur contact avec la phase continue aqueuse. Cela réduit au minimum la perte de

principe actif hydrosoluble par migration vers la phase aqueuse, induisant une efficacité
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d’encapsulation plus importante. Dans le cas de la formation de particules nanométriques, ce
procédé est plus couramment appelé nano-précipitation. Cette méthode permet également un
controle efficace de la taille des particules avec une distribution de taille plus étroite, en
variant simplement les paramétres des composés ajoutés comme la concentration en sel [104],

la viscosité et la quantité de non-solvant ainsi que la masse molaire du polymere utilisé [105].

Limites

Bien que beaucoup de systémes de séparation de phase aient démontré leur efficacité,
chaque méthode présente plusieurs inconvénients. Les microsphéres ont tendance a s'agréger
et le passage a I’échelle industrielle peut s’avérer difficile [106]. Dans le cas de 1’ajout de
non-solvant, il reste souvent des traces de ceux-ci qui sont généralement des composés
toxiques difficiles a éliminer. Des études ont néanmoins montré qu’avec des techniques de

séchage appropriées, il était possible de limiter les traces de solvant résiduelles [107].

Cas particulier : la coacervation complexe

Il existe un cas particulier de la séparation de phase pour lequel le composé ajouté
induisant la séparation de phase est un polymere de charge opposé au premier. La séparation
de phase est alors induite par des interactions polymere-polymere conduisant a la formation
d’un coacervat de faible solubilité, qui va précipiter et induire la séparation de phase. Dans ce

cas précis, la coacervation est dite complexe.

Eau g 100%
/’I- lﬁ; 2 phases
/ \ ,-" b
Fos A N
/ N

100% £ X 1%
Pe+ Pe-

Figure 15 : Diagrammes de séparation de phase dans le cas d’un polyélectrolyte positif (Pe+)
et d’un polyélectrolyte négatif (Pe-) [103]

Cette technique differe de I’ajout d’un polymere incompatible dans le sens ou ici, les deux
composés se retrouvent présents au sein du coacervat formé. Dans ce cas, le diagramme de

phase aura I’allure de la figure 15.
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Avantages

Tout comme la séparation de phase, la coacervation complexe permet I’encapsulation de
protéines, en ne faisant intervenir qu’une seule phase de nature aqueuse. Ainsi, aucune
dégradation, ni perte d’activité biologique n’a lieu. Cette technique apporte un contrdle
efficace de la taille des particules avec une distribution de taille étroite associée a une

efficacité d’encapsulation importante.

Limites

Dans le cas des interactions polymére-polymeére (coacervation complexe), la gamme de
pH permettant la complexation est relativement limitée et I’utilisation de réticulants peut
poser de sérieux problémes. Etant donné¢ que la technique est basée sur des interactions
¢lectrostatiques entre deux polyélectrolytes, le pH du milieu est un facteur important. Par
exemple, dans un systéme a base de gélatine/gomme arabique, le pH doit se situer au-dessous
de la valeur du point isoélectrique de la gélatine (pH 8,9) de fagon a ce qu’elle soit
positivement chargée et la gomme arabique doit étre négativement chargée dans les mémes
conditions. Ainsi, la gamme de pH appropriée pour ce systéme est restreinte [90]. La gamme
de pH peut étre étendue par addition d’un polymere hydrosoluble non-ionique, comme le

polyéthyléne glycol [108, 109].

De plus, afin d’améliorer les propriétés des microcapsules obtenues, des agents réticulants
peuvent étre utilisés afin de les durcir. Le glutaraldéhyde et le formaldéhyde sont des
composés fréquemment utilisés dans ce but. Une réaction de condensation se produit entre les
groupements amines (de la gomme d’acacia par exemple) et les fonctions aldéhydes du
réticulant. Toutefois, I’agent réticulant peut diffuser jusqu’au cceur de la particule et ainsi se
répandre jusqu’au principe actif avec lequel il peut réagir. Cette méthode n’est donc pas
appropriée aux principes actifs protéiques. De plus, des problemes de toxicité potentiels
peuvent également survenir. [90]

Parmi les techniques d’encapsulation présentées ci-dessus, toutes présentent des avantages

et des inconvénients résumés dans le tableau ci-dessous (tableau 4).
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Tableau 4 : Comparaison des différentes techniques d’encapsulation

Technique Avantages Inconvénients

- formulation douce pour les
protéines : pas de solvant
organique, milieu aqueux,
température faible,

- technique simple et rapide

- large gamme d'applications

Spray-drying |- encapsulation importante et
rapide du principe actif

- bon contréle de la cinétique de

Gélation
ionotropique

- difficulté de contrdle de la cinétique
de libération

- nécessite une quantité¢ de matiere
importante pertes

- efficacité d'encapsulation limitée

libération
Double émulsion |- possibilité d'encapsuler de - utilisation de solvant organique
petites molécules - phénomene de burst-release

- large gamme de membranes
possibles
- en fonction des monomeres,

- large surface de contact huile/eau
dégradation des principes actifs

Polymérisation . . fragiles
. encapsulation de composés ST .
Interfaciale . - controle limité de la réaction
hydrophiles ou hydrophobes .
- encapsulation élevée d'insuline a |- lavages nécessaires perte de
l'aide de cyanoacrylates produit
- encapsulation de protéines
Séparation de possible - fabrication industrielle limitée
Phase - bon contrdle de la taille des - récupération des particules difficile
particules
. - conditions douces : pas de o,
Coacervation . . - gamme de pH limitée
solvant organique, temperature L . .
Complexe - si utilisation de réticulant toxicité

ambiante

2. Caractérisation des nanoparticules
2.1.Granulométrie laser

Cette technique fonctionne de la fagon suivante : les particules a analyser sont ajoutées
dans une cuve remplie d’eau, ou elles sont dispersées et désaglomérées a I’aide d’un systéme
d’agitation, complété éventuellement d’un traitement aux ultrasons. Les particules circulent
ensuite dans un circuit d’eau a I’intérieur de 1’appareil, jusqu’a traverser une cellule en verre a
travers laquelle passe un laser. Le laser frappe alors les particules pour étre dévié. Des
détecteurs placés de I’autre coté de la cellule récuperent ’angle de déviation. Cet angle va
permettre de calculer la taille des particules. En effet, plus la particule est petite et plus I'angle

de diffraction sera grand. En revanche, un petit angle de diffraction sera mesuré lorsque le
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laser rencontre des grosses particules. Pour estimer une taille de particule, le modéle de calcul
se base sur le fait que les particules rencontrées sont sphériques. La taille calculée correspond
donc a un diamétre moyen. Cette méthode de mesure, assez simple, posséde une seule
restriction : les particules a analyser doivent étre optiquement distinctes du milieu d’analyse
(eau). En effet, ’analyse étant basée sur la déviation du faisceau laser, si les particules dévient
ce dernier de la méme fagon que le milieu dans lequel elles se trouvent, il n’y aura alors pas
de distinction entre une mesure a vide et une mesure avec des particules. Le résultat est donné
sous forme d’histogramme, avec un pourcentage correspondant & un diameétre de particule,
dans la gamme de mesure de I’appareil.

Le résultat obtenu donne une répartition de taille soit en nombre, soit en volume. Le
résultat en nombre attribue a chaque taille de particule la méme importance, alors que celui en
volume applique un coefficient multiplicateur pour chaque taille, proportionnel a son volume,
pour donner plus d’importance aux particules de grande taille. Par exemple, dans le cas d’une
mesure de 1000 particules de 1 pm de diametre et d’une seule particule de 10 pm, le résultat
en nombre donnera 99,9 % de particules de 1 um et 0,1 % de particules de 10 um, alors que le
résultat en volume donnera 50 % de particules de 1 um et 50 % de particules de 10 um, car le

volume d’une particule de 10 pm équivaut au volume de 1000 particules de 1 um.

2.2.7Zétamétrie

La charge de surface des adhésifs est mesurée avec un Zetasizer, utilisant la mesure du
potentiel zéta. Ce dernier est déterminé par la mesure des vitesses de déplacement d'une
particule soumise a un champ électrique : 2 électrodes sont situées de part et d’autre de la
cellule de mesure. Une charge est appliquée a ces électrodes, tantot positive et tantdt négative,
chacune ayant une charge opposée a 'autre. Il se crée ainsi un champ électrique dans la
cellule de mesure. Les particules vont alors migrer dans une direction ou dans l'autre suivant
leur charge. C'est le principe de I'¢lectrophorese. Plus la charge de surface des particules est
anionique et plus les particules vont se déplacer rapidement vers 1’électrode positive et
inversement. Ainsi, on détermine le potentiel zéta des particules. Cette mesure s’effectue en
milieu aqueux tres dilué (circuit et cellule de mesure remplis d’eau) et dépend fortement de la

force ionique du milieu (pH, conductivité, concentration du produit).

3. Le vecteur pharmaceutique

L’amélioration des procédés de vectorisation et la compréhension des phénoménes
biologiques ont permis de développer différents vecteurs qui peuvent étre utilisés en fonction

des besoins. Il n’existe pas de vecteur universel, chaque problématique possede sa/ses propres
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solutions.

Par sa complexité, ce vecteur pharmaceutique apporte via ses différents constituants, une

solution aux divers problémes rencontrés lors de I’administration par voie orale :

3.1 Les contraintes chimiques

Le TGI ayant pour role de dégrader les aliments en nutriments assimilables par
I’organisme (acides aminés), 1’action de diverses enzymes permet I’hydrolyse des protéines,
chaque enzyme ayant un role bien spécifique en relation avec son substrat. De plus, la
présence de fortes variations de pH le long du TGI (figure 16) cause de sérieuses

complications dans la vectorisation.
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Figure 16 : Variations de pH et nature des enzymes présentes le long du
tractus gastro-intestinal
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Tableau S : Facteurs anatomiques et physiologiques, du tractus gastro-intestinal de I’homme,
influengant 1’absorption et le métabolisme d’un principe actif [128]

Section Longueur Surface Temps de pH Enzyme et autres
(m) exposée transit
(m?2) (h)

Préprandial ~ Postprandial

Pepsine, lipase,

Estomac 0,2 0,1 Variable 1,4-2,1 Jusqu'a 6-7 )
rennine, HCI.
Bile, trypsine,
chymotrypsine,
Duodénum 0,3 0,1 5,5-6,5 4,9-6,0 amylase, maltase,
lipase, nucléase,
(% peptidases.
-
o Erepsine, amylase,
£ . 3+1
£ Jéjunum 3 60 6,1-7,1 6,1-7,1 maltase, lactase,
0 i
e sucrase, peptidases.
1 Lipase, nucléase,
) nucléotidase,
Iléon - 60 7-8 7-8 o
entérokinase,
peptidases.
£ Caecum 0,05 6-7 6-7 -
g
£ 1,5 1-60
)
O Colon 0,25 ~8 ~8 -
Q

3.2 Les contraintes physiques

La deuxiéme barriere a I’administration orale est une barriere purement physique.
L’épithélium intestinal possede la plus grande surface d’échange entre le milieu extérieur et le
milieu intérieur (plus de 200 m™), résultant de son repliement en villosités et microvillosités a

la surface des entérocytes, cellules épithéliales majoritaires (figure 17).

Malgré I'importance de sa surface d’absorption, I’épithélium intestinal constitue une
barriére majeure a la libre diffusion des molécules. La nature hydrophile/hydrophobe du PA
joue un role dans son passage vers la circulation sanguine, par diffusion a travers les

membranes lipidiques.
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Figure 17 : Contraintes physiques rencontrées le long du tractus gastro-intestinal

En effet, cet épithélium est constitué d’'une monocouche continue d’entérocytes (80 %), de
cellules de Goblet (cellules a mucus, 15 %) et de cellules M liées entre elles par des jonctions
serrées qui uniformisent la surface épithéliale. L’épithélium joue donc un rdéle important de
protection de la muqueuse digestive constamment exposée a des éléments étrangers
(xénobiotiques, antigénes et micro-organismes). Entre ces trois types de cellules, différents

types de jonctions intercellulaires existent, parmi lesquelles :

« les jonctions étanches, « jonctions serrées » ou « zonula occludens » capables de
limiter la perméabilité de I'épithélium ;
« les jonctions d'ancrage, « zonula adherens » et « desmosomes », qui permettent

l'attachement mécanique des cellules entre elles ;

» les jonctions communicantes, « jonctions de type gap », qui permettent le passage de
signaux chimiques ou ¢électriques entre les cellules.

Afin de traverser I’épithélium et de rejoindre la circulation sanguine, les molécules
présentes dans la lumicre intestinale peuvent emprunter trois voies différentes: la voie
transcellulaire (2 travers les cellules) par transport actif ou par transport passif et la voie
paracellulaire (entre cellules adjacentes). Le passage transcellulaire peut étre envisagé par les

entérocytes ou les cellules M. Quant au passage paracellulaire, il nécessite la traversée des
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jonctions serrées (figure 18).

Absorption par les entérocytes Absorption par les plagues de Peyer
Voie paracellulaire Voie transcellulaire Voie lymphatique

- objets < 50 nm et 100-300 nm - objets > 300 nm via les cellules M

- hydrophiles - hydrophobes - objets > 1 uym

- positivement chargés

P v b * wiucus

Particules

Jonction
intercellulaire

Lymphocyte Macrophage

Figure 18 : Représentation schématique des trois voies de passage
trans-épithélial a partir de [110]

La voie de passage utilisée dépend majoritairement de 1’hydrophilie, de la taille, de la
forme et de la charge des composés. Les composés hydrophobes utilisent majoritairement la
voie transcellulaire tandis que les composés hydrophiles préferent le passage paracellulaire
par diffusion passive via les pores hydrophiles [111 ; 112]. Les pores hydrophiles, constituant
la voie paracellulaire, appelés jonctions serrées, scellent ’espace entre les cellules épithéliales
en formant une barriére protectrice permettant la diffusion des petits solutés. Les propriétés
négatives de I’espace intercellulaire privilégient le passage des composés cationiques par la
voie paracellulaire. Les travaux de Linnankoski [113] ont permis de déterminer la porosité
paracellulaire. Deux classes de pores ont été identifiées : des pores de petite taille 50-60 nm et
de taille supérieure a 100-300 nm.

L’organisation de I’épithélium intestinal est dépendant des fonctions qu’il occupe
(absorption des nutriments et protection vis-a-vis des composés exogenes). Cette structure
complexe rend I’absorption de principe actif d’autant plus difficile, qu’il faut réussir a lui
faire rejoindre la circulation sanguine en traversant 1’épithélium sans qu’il perde son activité
biologique. Le succeés dans la délivrance orale de l'insuline thérapeutique améliorerait la

qualité¢ de la vie de beaucoup de patients diabétiques qui doivent quotidiennement recevoir
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des injections d’ou I’intérét de poursuivre dans cette optique malgré les contraintes présentes.

Des nanoparticules a base de polymeres naturels biodégradables et bioassimilables sont
utilisés afin d’éviter leur accumulation dans I’organisme apres libération du principe actif.
Des modifications de surface peuvent étre envisagées afin d’augmenter leurs propriétés
mucoadhésives, faciliter leur passage a travers I'épithélium intestinal et leur apporter un effet
furtif afin d’augmenter la biodisponibilité du principe actif.

Les besoins ayant été identifi¢s, les nanoparticules devront répondre aux critéres suivants :

* Etre obtenues a partir d’un matériau naturel et bioassimilable,
* A l’aide d’un procédé¢ ne nécessitant ni solvant, ni additif,

* Contenir et protéger le principe actif (Glimépiride) avec un rendement d’encapsulation
maximal,

* Etre stable dans des conditions physiologiques, notamment en milieu intestinal (la
protection gastrique étant apportée par le vecteur),

* Présenter une taille inférieure & 500 nm leur permettant de traverser la barricre intestinale,

* Etre positivement chargées, de facon a maximiser leur passage a travers la barriere
intestinale,

* Et présenter une activité¢ hypoglycémiante.

Le vecteur doit conserver son intégrité¢ lors du passage de la bouche (pH neutre), de
I’estomac (pH acide) et une protection intestinale.

les nanoparticules sont amenées a étre en contact avec le milieu intestinal apres la
dégradation du vecteur dans I’intestin (pH proche de 8) permettant ainsi la libération des
nanoparticules qui doivent alors traverser la barriere intestinale pour rejoindre la circulation
sanguine et/ou systémique afin d’y libérer le Glimépiride.

Ce vecteur devrait également permettre d’accéder a une augmentation significative de la
biodisponibilit¢ du principe actif par le biais de modifications de la surface des

nanoparticules.
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Le terme diabéte peut désigner un groupe de maladies trés hétérogeénes qui n'ont
comme seul point commun que la présence d'une augmentation de la production d'urine,
nécessairement accompagnée par une soif excessive [114].

Le diabéte sucré est un dysfonctionnement du systeéme de régulation de la glycémie,
qui peut avoir des causes diverses (sécrétion d'insuline, réponse a l'insuline, cellules du
pancréas, etc.) et présente plusieurs formes, qui ont toutes en commun des urines abondantes
(polyurie). Le mot « diabéte » vient du grec ancien dia-baino, qui signifie « passer au
travers » [115].

S [e——— RN TS Y
Wi flerema

Figure 19 : Prévision de la survenue d’un diabéte au moment le plus opportun

Figure 20 : Carte mondiale du diabéte

L'épidémie de diabéte mondiale prend des proportions pandémiques. On assiste
actuellement a une explosion des cotits de controle et de traitement de la maladie et de ses
complications, tandis que les pertes de productivité affectent I'économie mondiale. Les
méthodes actuelles de surveillance n'aident pas les diabétiques a contrdler efficacement la
maladie [116].

L'épidémie mondiale du diabéte
- 300 millions de malades dans le monde. Ce chiffre devrait doubler d'ici 2030[117].
- Cout mondial du diabéte : 232 milliards de dollars [118].

- 5éme cause majeure de décés aux Etats-Unis et 4éme cause de décés dans le monde
[119].
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Traitement du diabéte

Tableau 6 : Toutes les molécules antidiabétiques présentées par classe

Biguanides Metformin"Buformin‘Phenformin
Sensitizers TZDs/"glitazones" (PPAR) Pioglitazone, Rivoglitazone RosiglitazoneTroglitazone*
Dual PPAR agonists Aleglitazar'Muraglitazar’ Tesaglitazar®

Ist generation: Acetohexamide, Carbutamide,

Chlorpropamide, Metahexamide, Tolbutamide, Tolazamide.

Sulfonylureas 2nd generation: Glibenclamide (Glyburide)* Glibornuride,
K+ ATP Glipizide,Gliquidone,Glisoxepide,Glyclopyramide,
Insulin . o . .
Glimepiride,Gliclazide
Secretagogues
Meglitinides/"glinides" Nateglinide Repaglinide Mitiglinide
GLP-1 agonists  Exenatide Liraglutide Taspoglutide Albiglutide Lixisenatide
DPP-4 inhibitors Alogliptin Gemigliptin Linagliptin Saxagliptin Sitagliptin Vildagliptin
fast-acting (Insulin lispro Insulin aspart Insulin glulisine) short-acting (Regular insulin)
Analogs/other insulins  Jong-acting (Insulin glargine Insulin detemirNPH insulin) u/tra-long-acting (Insulin degludec’)
inhalable Exubera?
Alpha-glucosidase inhibitors Acarbose, Miglitol, Voglibose
Amylin analog Pramlintide
Other
SGLT2 inhibitors CanagliflozinDapagliflozin, Empagliflozin'Remogliflozin*Sergliflozin* Tofogliflozin'
Other Benfluorex*Tolrestat*

1 RENSEIGNEMENTS PHARMACEUTIQUES SUR LE GLIMEPIRIDE

Le Glimépiride est un antidiabétique sulfonylurée. Il est commercialis¢ comme
Amaryl par Sanofi-Aventis et LAVIDA par le laboratoire Saidal[120].

1.1 Substance pharmaceutique

Nom commerciale : amaryl

Dénomination commune : glimépiride

Nom chimique : 3-ethyl-4-methyl-N-(4-[N-((17,4r)-4-methylcyclohexylcarbamoyl)
sulfamoyl]phenethyl)-2-ox0-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-carboxamide

Formule moléculaire et masse moléculaire : C4H34N4OsS

Masse molaire : 490,62M
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Formule développée :

1.2 Propriétés physiochimiques :

Le glimépiride est une poudre cristalline, blanche a blanc jaunatre, inodore ou presque
inodore.

Le glimépiride est pratiquement insoluble dans I’eau 19.5 mg/I1.

Valeur pKa : 6,2 +£0,1 437 °C

Point de fusion : 207 °C

2 MODE D’ACTION ET PHARMACOLOGIE CLINIQUE

2.1 Mode d’action

AMARYL (glimépiride) exerce ses effets hypoglycémiants principalement en
stimulant la sécrétion d’insuline par les cellules B actives du pancréas. D’autres effets
extrapancréatiques peuvent également jouer un rdle dans le mode d’action du glimépiride.
Ces effets sont étayés a la fois par des études précliniques et cliniques qui ont prouvé que
I’administration de glimépiride peut accroitre la sensibilit¢é des tissus périphériques a
I’insuline. Ces données concordent avec les 18 résultats d’un essai de longue durée ayant
porté sur AMARYL et réalisé avec contrdle placebo apres répartition aléatoire des patients.
On a en effet constat¢ qu AMARYL avait amélioré¢ I’insulinémie et le taux de peptide C
postprandiaux, de méme que la maitrise générale de la glycémie sans augmentation notable de
I’insulinémie ni du taux de peptide C a jeun. On n’a toutefois pas enticrement élucidé le
mécanisme par lequel le glimépiride abaisse la glycémie dans le cadre d’un traitement de
longue durée.

2.2 Pharmacodynamique

L’administration a des sujets sains d’une dose unique de glimépiride par voie orale
aussi faible que 0,5 — 0,6 mg provoque un léger abaissement de la glycémie. Le temps
nécessaire a I’obtention de I’effet maximal (c.-a-d. pour atteindre le niveau de glycémie le
plus bas [Tmin]) est d’environ 2 a 3 heures. Chez des patients souffrant d’un diabéte de type 2
(appelé auparavant diabéte non insulino-dépendant ou DNID), le glimépiride administré par
voie orale (a raison d’une dose quotidienne unique de 1, de 2, de 4 ou de 8§ mg) a permis
d’abaisser la glycémie a jeun et la glycémie postprandiale apres 2 heures plus efficacement
qu’un placebo apres 14 jours de traitement. L’effet hypoglycémiant a persisté durant 24
heures dans tous les groupes de doses.

A Tissue d’études de plus grande envergure portant sur la détermination des doses, on
a établi que la glycémie et le taux d’hémoglobine glycosylée (HbAlc) étaient proportionnels a
la dose pour I’éventail posologique d’AMARYL allant de 1 a 4 mg, 1 fois par jour. Certains
patients, surtout ceux présentant une glycémie a jeun (GAJ) plus élevée au départ, peuvent
bénéficier de ’administration de doses d’AMARYL pouvant aller jusqu’a 8 mg, 1 fp.j. Le
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fait d’administrer AMARYL en une seule prise ou en deux prises quotidiennes n’a pas
entrainé de différence au chapitre de 1’abaissement de la glycémie ni du taux d’HbAlc.

Dans le cadre de 2 essais comparatifs avec placebo d’une durée de 14 semaines
réalisés aupres de 720 sujets, on a observé chez les patients traités par une dose d’AMARYL
de 8 mg, 1 fp.j., une baisse moyenne nette du taux d’HbAlc en unités absolues de 2,0 %
(0,02) par rapport aux patients recevant un placebo. L’age, le sexe, le poids et la race n’ont eu
aucune incidence sur I’efficacité.

Une étude comparative avec placebo et répartition aléatoire, d’une durée de 22
semaines, a été réalisée sur AMARYL aupres de sujets souffrant d’un diabéte de type 2 qui ne
répondaient pas a un régime alimentaire. Le traitement par AMARYL a permis d’améliorer
I’insulinémie et le taux de peptide C postprandiaux, et 75 % des patients sont parvenus a
équilibrer leur glycémie et leur taux d’HbAlc de fagon durable. Les résultats de 3 essais de
longue durée montrent qu’AMARYL, administré en traitement de longue durée d’un an (n =
986), est efficace pour maitriser la glycémie chez des patients diabétiques de type 2 répondant
au traitement par une sulfonylurée. Pendant la phase de prolongation d’essais de longue durée
a laquelle ont pris part des patients préalablement traités par AMARYL (n = 445), on n’a
observé aucune détérioration importante de la glycémie a jeun (GAJ) ou du taux d’HbAlc
apres 2,5 ans de traitement par AMARYL.

On a également réalis¢ une étude dans le but de comparer I’efficacité d’un traitement
associant AMARYL et la metformine a celle de chacun de ces agents utilisés en monothérapie
chez des diabétiques de type 2. Les résultats de cette étude montrent que 1’association de
glimépiride et de metformine est plus efficace que chacune des monothérapies en ce qui a trait
a ’amélioration du taux d’HbAlc, de la glycémie a jeun et de la glycémie postprandiale.

On a en outre compar¢ le traitement d’association par AMARYL et I’insuline (insuline
isophane

[NPH] : 70 % et insuline ordinaire : 30 %) a un traitement associant un placebo a de
I’insuline chez des patients présentant un échec thérapeutique secondaire et dont le poids
corporel était >130 % du poids idéal. Le protocole de 1’étude prévoyait d’abord
'administration de 5 a 10 unités d’insuline avec le repas principal du soir, la dose étant
ensuite augmentée hebdomadairement pour atteindre des cibles glycémiques a jeun
préétablies. Les patients des deux groupes de cette étude a double insu ont obtenu des
réductions similaires de la glycémie a jeun (GAJ), mais le groupe traité par I’association
d’AMARYL et d’insuline a bénéfici¢ d’un effet d’épargne insulinique de sorte qu’il a recu 38
% moins d’insuline.

Le traitement par AMARYLest efficace pour équilibrer la glycémie et n’entraine pas
d’altération du bilan lipidique chez les patients qui souffrent d’un diabete de type 2.

2.3 Pharmacocinétique
2.3.1 Absorption

A la suite de son administration par voie orale, le glimépiride est absorbé en totalité
(100 %) dans I’appareil gastro-intestinal. Des études sur I'administration de doses uniques par
voie orale a des sujets sains et de doses répétées par voie orale a des sujets souffrant d’un
diabete de type 2 ont permis de démontrer que le glimépiride était absorbé de fagon
significative dans 1’heure suivant son administration, les concentrations maximales (Cmax)
étant atteintes en 2 ou 3 heures. La prise du glimépiride a I’heure des repas s’est accompagnée
d’une légere prolongation (12 %) du Tmax moyen (temps requis pour atteindre la Cmax), et
d’une diminution peu marquée de la Cmax et de ’ASC (aire sous la courbe) (8 et 9%,
respectivement). Aprés I’administration orale de glimépiride a des volontaires sains, on a
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observé une variation intraindividuelle de la Cmax, de ’ASC et de la clairance totale (CL/f)
de 23 %, 17 % et 15 %, respectivement, la variabilité interindividuelle de ces mémes
parametres étant respectivement de 25 %, 29 % et 24%.

Le tableau ci-dessous indique les parametres pharmacocinétiques du glimépiride
obtenus dans une étude de proportionnalité des doses, en mode croisé, prévoyant
I’administration d’une dose unique (1, 2, 4 ou 8 mg) a des sujets sains, et dans une étude de
proportionnalité des doses, en mode parallele, portant sur I’administration d’une dose unique
et de doses multiples (4 et 8 mg) a des sujets souffrant d’un diabéte de type 2.

Tableau 7 : données cliniques

Volontaires Patients souffrant d’un diabéte de type 2
Dose unique Dose unique Doses multiples
(Jour 1) (Jour 10)
Moyenne + E.-T. Moyenne + E.-T. Moyenne + E.-T.
(n) (n) (n)
Ciax (ng/ml) 1 mg 103 +£34 {(12) - -
2 mg 177 £ 44 (12) - .
4 mg 308+63(12) 352 £222(12) 309 +£134 (12)
8 mg 551 £152(12) 591 £232(14) 578 £265 (11)
Ty (h) | mg 2,3+0,5(12) - -
2mg 2,4+0,5(12) -
4 mg 2,1£0,6(12) 2,08+0,51(12) 2,22 +£1,21 (12)
8 mg 2,8+1,2(12) 2,80+1,45(14) 3,46 +2,82 (11)
CL/f (mL/min) 1mg 55,3 +16,3(12) - -
2 mg 53,5+ 15,5(12) -
4 mg 53,6 +£10,6(12) 54,2 +£41,1(12) 63,4 £53,5 (12)
8 mg 56,5 £21,1 (12) 43,6 £13,0(14) 41,0+£11,2(11)
Vd/f (L) | mg 10,6 +1,8(12) - -
2mg 12,6 £2,9 (12) -
4 mg 15,7 +£5,4(12) 20,8+11,3(12) 40,2 £22,3 (12)
8 mg 20,9 +6,9(12) 18,9 + 14,1 (14) 33,8+12,6 (11)
tin (h) 1 mg 1,2 10,5 (12) - -
2mg 1,3+0,4(12) - -
4 mg 1,5+0,5(12) 5,30+£2,54(12) 8,82 14,36 (12)
8 mg 1,5 +£0,4(12) 4,69 +£2,61 (14) 9,63 £2,63 (11)

(n) = nombre de sujets
Vd/f= volume de distribution calculé apres 1’administration par voie orale

Ces données indiquent que le glimépiride ne s’accumule pas dans le sérum et que la
pharmacocinétique du médicament reste la méme qu’il soit administré a des sujets sains ou a
des malades souffrant d’un diabéte de type 2. La clairance a la suite de I’administration par
voie orale du glimépiride est restée constante pour la gamme posologique de 1 a 8 mg, ce qui
témoigne de la pharmacocinétique linéaire du médicament.

2.3.2 Distribution
On a établi le volume de distribution (Vd) du glimépiride a 8,8 L (113 mL/kg) et sa
clairance totale (CL) a 47,8 mL/min a la suite de son administration par voie intraveineuse a

des sujets sains. Le glimépiride se lie aux protéines plasmatiques dans une proportion
supérieure a 99,5 %.
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2.3.3 Métabolisme

Le glimépiride est completement métabolisé par oxydation aprés son administration
par voie intraveineuse ou orale. Les principaux métabolites sont un dérivé

cyclohexyl-hydroxy-méthyle (M1) et un dérivé carboxy (M2). Le cytochrome
P4502C9 intervient dans la biotransformation du glimépiride en son métabolite M1. Le
métabolite M1 est ensuite dégradé en métabolite M2 sous l'action d’une ou de plusieurs
enzymes cytosoliques. Le métabolite M1, mais pas le métabolite M2, posséde environ 1/3 de
I’activit¢ pharmacologique de la molécule mere chez un modele expérimental animal;
cependant, on ignore si I’effet hypoglycémiant du métabolite M1 est significatif sur le plan
clinique chez I’humain.

2.3.4 Excrétion

A la suite de I’administration par voie orale d’une dose unique de glimépiride marquée
au 14C, on a récupéré environ 60 % de la radioactivité totale dans 1’urine au bout de 7 jours,
le métabolite M1 (prédominant) et le métabolite M2 représentant de 80 % a 90 % de la dose
récupérée dans I'urine. Environ 40 % de la radioactivité totale s’est retrouvée dans les feces,
les métabolites M1 et M2 (prédominant) représentant environ 70 % de la proportion récupérée
dans les feces. On n’a pas observé d’excrétion biliaire notable du glimépiride ni de son
métabolite M1 aprés administration par voie intraveineuse.

3 EFFETS INDESIRABLES
3 .1 Apercu des effets indésirables du médicament

Le profil d’innocuit¢é d’AMARYL (glimépiride) a été évalué lors d’essais cliniques,
ainsi qu’au cours d’une période de surveillance postcommercialisation. Dans le cadre des
essais comparatifs, 2 013 patients ont été exposés 8 AMARYL aux Etats-Unis, 1 489 en
Europe, et 783 au Japon.

Plus de 1 800 de ces patients ont été traités pendant au moins 1 an.

La fréquence globale d’hypoglycémie chez les patients traités par AMARYL
(glimépiride) s’est établie a 14 % environ au cours d'essais comparatifs avec placebo, la
fréquence des réactions hypoglycémiques ayant varié entre 2,1 % et 3,1 % lors de 2 essais de
longue durée trés rigoureux et des réactions hypoglycémiques ayant été rapportées chez 22 %
et 51 % des patients respectivement lors d’essais cliniques dont le protocole prévoyait
I’administration concomitante d’AMARYL et de metformine ou d’insuline.

Les effets indésirables survenus le plus souvent lors des essais comparatifs avec
placebo réalisés aux Etats-Unis ont été les suivants : étourdissements (1,7 %), asthénie (1,6
%), céphalées (1,5 %) et nausées (1,1 %).

Les effets indésirables graves suivants ont été signalés avec AMARYL :

Hypoglycémie grave pouvant étre prolongée, voire potentiellement fatale.

Atteinte de la fonction hépatique (p. ex., avec cholestase et ictére), ainsi qu’hépatite
pouvant évoluer en une insuffisance hépatique potentiellement fatale.

Réactions cutanées graves avec dyspnée et hypotension, évoluant parfois vers un état
de choc.

Une agranulocytose ou une pancytopénie peuvent apparaitre. En outre, des cas graves
de thrombocytopénie avec une numération plaquettaire inférieure a 10 000/uL et des cas de
purpura thrombocytopénique ont été signalés.
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3.2 Effets indésirables du médicament observés au cours des essais cliniques

Puisque les essais cliniques sont menés dans des conditions trés particulieres, les taux
des effets indésirables au médicament qui y sont observés peuvent ne pas refléter les taux
observés en pratique et ne doivent pas étre comparés aux taux observés dans le cadre des
essais cliniques portant sur un autre médicament. Les renseignements sur les effets
indésirables d’un médicament qui sont tirés d’essais cliniques s’averent utiles pour la
détermination des manifestations indésirables liées aux médicaments et pour 1’estimation des
taux.

La fréquence globale d’hypoglycémie chez les patients traités par AMARYL
(glimépiride) au cours d'essais comparatifs s’est établie a 14 % environ comparativement a
2% pour le placebo.

Dans 2 essais de longue durée (2 a 2,5 ans) trés rigoureux, la fréquence des réactions
hypoglycémiques a varié entre 2,1 % et 3,1 %. Au cours des essais cliniques dont le protocole
prévoyait I’administration concomitante d’AMARYL et de metformine ou d’insuline, on a
rapporté des réactions hypoglycémiques chez 22 % et 51 % des patients respectivement.

Le tableau ci-dessous présente les effets indésirables (autres que I’hypoglycémie)
ayant un lien de causalité possible ou probable avec le médicament expérimental, survenus
chez plus de 1% des patients traités par AMARYL au cours des essais cliniques comparatifs
avec placebo réalisés aux Etats-Unis.

Tableau 8 : Effets indésirables survenus chez > 1% des patients traités par AMARYL

AMARYL Placebe
N de patients N de patients
(n = 746) (%) (n =294) (%)
Etourdissements 13 1,7 1 0,3
Asthénie 12 1,6 3 1,0
Céphalées 11 1,5 4 1.4
Nausées 8 1,1 0 0,0

» Systéme endocrinien/métabolisme :

L'administration de sulfonylurées peut s’accompagner de porphyrie hépatique ou de
réactions rappelant la réponse au disulfirame ; ces réactions n’ont toutefois pas été rapportées
avec

AMARYL (glimépiride) jusqu’a maintenant. On a signalé des cas d’hyponatrémie a la
suite de l'administration du glimépiride et d’autres sulfonylurées, le plus souvent chez des
patients qui suivaient d’autres traitements médicamenteux ou qui souffraient de maladies
reconnues pour causer une hyponatrémie ou pour augmenter la sécrétion de I’hormone
antidiurétique (ADH).

Aucun cas de syndrome de sécrétion inappropriée d’ADH (SIADH) n’a été signalé
avec AMARYL, mais on a observé ce déréglement a la suite de ’administration d’autres
sulfonylurées ce qui suggeére que ces composés peuvent accroitre I’action périphérique
(antidiurétique) de I’ADH ou en augmenter la sécrétion, ou exercer ces deux effets a la fois.

> Appareil digestif :

Des troubles gastro-intestinaux comme les nausées ou la plénitude gastrique peuvent
parfois se produire. On a également rapporté des vomissements, des douleurs gastro-
intestinales et de la diarrhée. Cependant, la fréquence de ces réactions a été similaire a celle
observée dans le groupe placebo. On a signalé dans de rares cas une hausse des taux des
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enzymes hépatiques. Les sulfonylurées, incluant AMARYL (glimépiride), peuvent aussi, dans
des cas isolés, entralner un dysfonctionnement hépatique (s’accompagnant p. ex. d’une
cholestase et d’un ictére), ainsi qu’une hépatite pouvant évoluer vers une insuffisance
hépatique potentiellement fatale.

> Peau et annexes cutanées :

Des réactions cutanées allergiques ou pseudoallergiques telles que prurit, éruptions
cutanées, érythéme, urticaire, vascularite et éruptions morbilliformes ou maculopapuleuses
ont ¢té signalées chez moins de 1 % des patients. Ces réactions bénignes peuvent parfois
évoluer en réactions graves, avec dyspnée et hypotension, pouvant aller jusqu’au choc. Elles
peuvent aussi étre passageres et disparaitre en dépit de la poursuite du traitement par
AMARYL. Par contre, si ces réactions cutanées persistent, on doit cesser l'administration du
médicament. Par ailleurs, méme si aucun cas de porphyrie cutanée tardive n’a été rapporté
avec AMARYL, on en a déja signalé avec des sulfonylurées.

> Autres effets indésirables :

L'emploi ’AMARYL peut s’accompagner de troubles visuels, plus particulierement
de vue brouillée ou de troubles de ’accommodation, ou de ces 2 effets a la fois. Ces effets
releveraient des fluctuations de la glycémie et seraient plus marqués au début du traitement.
Ces troubles affectent également les diabétiques non traités et le traitement peut en fait les
atténuer. La fréquence de vue brouillée relevée au cours des essais cliniques comparatifs avec
placebo a été de 3,4 % dans le groupe placebo et de 1,7 % dans le groupe traité par
AMARYL.

» Effets indésirables peu courants du médicament observés au cours des
essais cliniques (<1 %)

Les effets cliniques indésirables survenus a une fréquence inférieure a 1 % chez les
patients traités par AMARYL dans le cadre des essais réalisés aux Etats-Unis sont présentés
ci-dessous par systeme ou appareil.

» Organisme entier : douleurs abdominales, anomalies des résultats de
laboratoire et douleurs aux membres
> Appareil cardiovasculaire : palpitations et vasodilatation
» Appareil digestif : diarrhée, augmentation de 1’appétit, dyspepsie, anorexie et
douleurs gastrointestinales
» Meétabolisme et nutrition : réactions hypoglycémiques et hyperglycémie
» Systéme nerveux : tremblements, insomnie, transpiration profuse, nervosité,
sécheresse de la bouche, bouffées vasomotrices et paresthésie
Peau et annexes cutanées : prurit et urticaire
Organes des sens : vue brouillée
Appareil génito-urinaire : pollakiurie et nycturie

YV VYV

% Résultats hématologiques et biologiques anormaux
Hausse des concentrations sériques d’alanine-aminotransférase (ALT) :
Dans des essais sur AMARYL controlés par placebo, 1,9 % des sujets traités par
AMARYL et 0,8 % des sujets ayant recu un placebo ont eu une hausse des concentrations
sériques d’ALT dépassant deux fois la limite supérieure de I’intervalle normal de référence.
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% Effets indésirables du médicament signalés aprés la
commercialisation du produit
Les effets indésirables suivants, non observés au cours des essais cliniques, ont été
signalés au cours de la période de surveillance postcommercialisation :

» Appareil circulatoire : Des modifications du tableau hématologique sont
possibles. De rares cas (> 1/10 000 et < 1/1 000) de thrombocytopénie et des
cas isolés (< 1/10 000) de leucopénie, d’anémie hémolytique,
d’érythrocytopénie, de granulocytopénie, d’agranulocytose ou de pancytopénie
peuvent survenir. Des cas graves de thrombocytopénie avec une numération
plaquettaire inférieure a 10 000/uL et des cas de purpura thrombopénique ont
¢été rapportés.

» Peau : Des cas isolés (< 1/10 000) de vascularite ou d’hypersensibilité a la
lumiere peuvent survenir.

» Autres : Des cas isolés (< 1/10 000) de baisse de la concentration sérique de
sodium peuvent survenir.
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Chapitre 6

Matériels et méthodes

L’objectif de cette partie du travail consiste a préparer des nanocapsules chargées en

GLIM par deux procédés différents le premier est le procédé de gélation du chitosane par

I’acétate de sodium et le deuxiéme procédé est la désolvation en deux étapes de la gélatine.

Ces deux procédés ont été optimisés par un plan d’expériences.

1. Matériels

1.1. Le Chitosane

Le Chitosane utilisé est issu d’extraction par la méthode chimique a partir des

carapaces de crevettes, les 3 étapes de ce procédé chimique ainsi qu’une quatrieme étape

consistant a la caractérisation physicochimique du chitosane obtenu sont données dans le

tableau suivant :

Tableau 9 : méthode de préparation et de caractérisations du chitosane utilisé pour la

nanoencapsulation.

Opérations

Protocole utilisé

Référence

bibliographique

Caractéristiques du
chitosane utilisé pour

la nanoencapsulation

Etape 1 : Prétraitement des carapaces

lavage, séchage, broyage et tamisage. (Mukherjee, 2002) [121]

Etape 2 : Extraction de la chitine

Déminéralisation

En utilisant ’acide

chlorhydrique

(No et al., 1995) [122]

Déprotéinisation

Avec soude + chauffage

(Benhabiles et al., 2012)
[123]

Décoloration Avec acétone + (No et al., 1995). [122]
hypochlorite de sodium.
Etape 3 : Préparation du chitosane
Déacytilation Soude concentré + Kurita et al. (2003). [124]

chauffage

Etape 4 : Détermination des caractéristiques du chitosane

Taux de protéines

La méthode Kjeldahl

(AOAC, 1990). [125]

0.62 %
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Taux de la Teste des cendres (AOAC, 1995) [126] 0.07 %
matiére minérale
Degré de Spectroscopie infrarouge | (Sabnis and Block 1997) 87 %
déacytilation a transformation de et (Baxter, Dillon, Taylor,
fourrier & Roberts, 1992) [127]
[128]
Poids moléculaire | Granulométrie laser (Kabaoui et al. 2015) [129] 11 Daltons
1.2. La Gélatine

La gélatine utilisée est d’origine bovine (type B) avec un pH isoélectrique de 3 a 3.2.
1.3. Autres produits

Le formaldéhyde, le citrate de sodium, I’acétone, I’acide acétique, la soude, I’acide
chlorhydrique, I’éthanol, I’hypochlorite de sodium ainsi que I’eau distillé sont tous de grade

analytique.

2. Formulation des nanoparticules

2.1. Formulation des nanoparticules a base de chitosane

2.1.1. Protocole expérimental

Une solution de chitosane est préparé dans de 1’acide acétique a 2%, le GLIM est
directement ajouté dans cette solution sous forte agitation. Aprés homogénéisation 100 ml
d’une solution de citrate de sodium est ajouté, I’agitation est maintenu durant une heure
ensuite les nanoparticules sont récupéré par centrifugation a 10000 RPM durant 15 minutes,

I’opération de lavage est effectué 3 fois, ensuite les nanoparticules sont séchées sous vide.

2.1.2. Organisations des essais sous forme de plan d’expériences
% Facteurs pris en considération dans le plan d’expérience :
- F1 : le ratio Chitosane : Glimépiride.

- F2 : la quantité de ’agent de réticulation (1’acétate de sodium)
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% Réponses prise en considération dans le plan d’expérience :
- R1 : Le taux d’encapsulation de GLIM.
- R2 : Le diamétre des nanoparticules
Les essais du plan d’expériences sont présentés dans le tableau 10
Tableau 10 : matrice des expériences du plan factoriel pour I’optimisation des

nanoparticules de chitosane.

Essais F1 F2 Ratio Quantité de I’acétate de
Chitosane/Glimépiride sodium (100 ml)
1 +1 +1 1:3 3%
2 -1 +1 1:1 3%
3 +1 -1 1:3 2%
4 -1 -1 1:1 2%
5 0 0 1:2 2.5%

2.2. Formulation des nanoparticules a base de gélatine

2.2.1. Protocole expérimental

Une solution de GLIM solubilisé dans de I’acétone est émulsionnée dans une solution
de gélatine a 40°C (cette température représente la température de dénaturation de la gélatine)
[130]. L’émulsion est agitée a 500 RPM pendant 5 min. Une eau tiede (40°C) est
graduellement additionnée pour diluer la concentration colloidale jusqu’a une valeur
inférieure a 30% [131].

Le pH du mélange est ajusté a 3 (I’intervalle du pH isoélectrique de la gélatine) par
addition goutte a goutte d’une solution d’acide acétique (10%v/v). Le mélange est ensuite
refroidit jusqu’a 5°C tout en maintenant I’agitation.

On ajoute les produits suivants :

1- du formaldéhyde qui représente I’agent durcisseur, on agite puis on laisse reposer
durant divers temps de durcissement [132].

2- Pour ajuster le pH de la solution a 9, de ’hydroxyde de sodium a (20%w/v) est

ajouté afin d’inhiber les agrégations
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Ensuite les nanoparticules sont récupérées par centrifugation a 10000 RPM durant 15
minutes, ’opération de lavage est effectuée 3 fois, ensuite les nanoparticules sont séchées

sous vide [133].
2.2.2. Organisations des essais sous forme de plan d’expériences

Facteurs pris en considération dans le plan d’expérience :
- le ratio Gélatine : Glimépiride .

- la quantité de I’agent de durcissement (le formaldéhyde).

Réponses prise en considération dans le plan d’expérience :
- Le taux d’encapsulation de GLIM.
- Le diamétre le plus homogeéne (population des nanoparticules ayant le

méme diamétre).

Les essais du plan d’expériences sont présentés dans le tableau 11
Tableau 11 : matrice des expériences du plan factoriel pour I’optimisation des

nanoparticules de gélatine.

Essais F1 F2 Ratio Quantité du
Gélatine/Glimépiride formaldéhyde

1 +1 +1 1:3 0.4 ml

2 -1 +1 1:1 0.4 ml

3 +1 -1 1:3 0.2 ml

4 -1 -1 1:1 0.2 ml

5 0 0 1:2 0.3 ml

3. Caractérisation physicochimique des nanoparticules

3.1 Détermination du taux d’encapsulation
La teneur en GLIM est déterminée a ’aide d’un spectrophotometre UV-VIS «Agilent
8453 UV-Vis spectrophotometer» en mesurant ’absorbance a 228 nm apres une convenable

dilution [134]. Les résultats des taux d’encapsulation sont présentés dans les tableaux 12 et

13.
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3.1.1 Courbe d’étalonnage du glimépiride

Elle permet de mesurer la concentration du principe actif GLIM dans ’étude in vitro.

Les résultats sont exprimés dans la figure 34.
3.1.2 Préparation des solutions

La solution mére (solution de 10 pg de glimépéride dans 1 ml d’eau): dans une fiole
jaugée de 100 ml on met 100 mg de glimépiride on compléte avec du methanol jusqu’au trait
de jauge, aprés homogénéisation de la solution sous ultrason pendant 5 min, a I’aide d’une
éprouvette on préleve 10 ml de cette solution qu’on met dans une fiole jaugée de 1 1 on
complete avec la solution de tampon phosphate jusqu’au trait de jauge, on met la fiole sous

agitation magnétique pendant 10 min puis sous ultrason pendant 5 min [135,136,137].

La solution tampon phosphate pH 7.4 : (selon la pharmacopée britannique) dans une
fiole jaugée de 200 ml on met 50 ml de solution de « KH,PO4 » 0,2 M et 39.1ml de solution

de « NaOH » 0,2M, puis on compléte avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

La solution de « KH,PO4 » 0,2 M : on met 27.22g de KH,PO, dans une fiole jaugée de

11 puis on compléte avec de 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

La solution de « NaOH » 0,2M : on met 8g d’ NaOH dans une fiole jaugée de 11 puis

on complete avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.
Les dilutions de la solution mére avec la solution tampon phosphate pH 7.4:

- (solution de 8 pg de glimépéride dans 1ml d’eau) : on met 80ml de la solution
mere dans une fiole jaugée de 100 ml puis on compléte avec la solution tampon
phosphate jusqu’au trait de jauge.

- (solution de 6 pg de glimépéride dans 1ml d’eau) : on met 60ml de la solution
mere dans une fiole jaugée de 100 ml puis on compléte avec la solution tampon
phosphate jusqu’au trait de jauge.

- (solution de 4 pg de glimépéride dans 1ml d’eau) : on met 40ml de la solution
mere dans une fiole jaugée de 100 ml puis on compléte avec la solution tampon
phosphate jusqu’au trait de jauge.

- (solution de 2 pg de glimépéride dans Iml d’eau) : on met 20ml de la
solution mere dans une fiole jaugée de 100 ml puis on compléte avec la solution

tampon phosphate jusqu’au trait de jauge.
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3.1.3 Lecture des absorbances des solutions de glimépiride

On mesure les absorbances des solutions de glimépiride (2, 4, 6, 8 et 10 pg/ml) a 228
nm a ’aide d’un spectrophotométre UV-VIS «Agilent 8453 UV-Vis spectrophotometer»

[138].

Figure 20 : Agilent 8453 UV-Vis spectrophotometer.

3.2 Détermination de la granulométrie

La distribution granulométrique des nanocapsules est déterminée a I’aide d’un
Granulomeétre laser ANALYSETTE 22 NanoTec plus (figure 21) [139]. L’échantillon est
dispersé dans de I’eau puis il est introduit dans le bain de 1’appareil petit a petit jusqu'a ce que
la concentration des nanoparticules dans la cellule devienne significative, puis on fait la

lecture [140]. Les résultats des taux d’encapsulation sont présentés dans les tableaux 12 et 13.
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Figure 21 : Granulométre laser ANALYSETTE 22 NanoTec plus.

4. Caractérisation pharmacologique et biologique des nanoparticules

4.1 Etude de la cinétique de dissolution in vitro
La cinétique de dissolution est effectuée a I’aide d’un dissolutest «Electrolab TDT-

O8L dissolution apparatus» (figure 22), en utilisant le systéme de palette (paddle).

Les conditions opératoires sont 37 = 0.5°C, 50 RPM, 2h dans I’'HCI pH= 1.2 puis 6h
dans le tampon phosphate pH=6,1 [141].

L’équivalent de 45mg en GLIM en microcapsule est mis dans le vase du dissolutest.
Un prélevement de Sml est effectué chaque heure pendant 6h, le prélévement est filtré a ’aide
d’un filtre a seringue millipore de 0.45um puis son absorbance est mesurée a 228nm apres

une dilution adéquate.

Les résultats de la cinétique de dissolution sont illustrés dans les figures 24 et 25.
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¥

Figure 22 : appareil de dissolution Electrolab TDT- O8L.

4.2. Evaluation de la bioadhésion ex vivo

La bioadhésion des nanoparticules est déterminée par la méthode ex vivo décrite par
Rao and Buri [142], 10 cm d’intestin de rat est sectionné et lavé avec une eau saline
isotonique (NaCl 0.9%). Les nanoparticules sont placées a la surface de la muqueuse
intestinale ensuite le systéme est incubé a 37°C a une humidité relative de 80% durant 120
min. Aprés incubation, les pieces de I’intestin sont rincées avec un tampon phosphate par un

débit de 20 ml/min durant 2 minutes a I’aide d’une pompe péristaltique.

Adhésion des
nanoparticules sur la
mugueuse intestinale

Figure 23 : photographie de I’intestin de rat tapissé par les nanoparticules.
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Chapitre 7 Résultats et Discussion

Dans ce chapitre nous allons donner les résultats des plans d’expériences effectués
précédemment dans le chapitre 6, I’efficacité du plan d’expériences est prouvée et I’optimum

a été analysé par les différentes méthodes.
1. Formulation des nanoparticules de chitosane

Apres avoir effectué des essais de formulations, les réponses prises en considération
dans le plan d’expériences ont été introduites sur le logiciel MODDESG, la matrice résultante

est représentée dans le tableau 12.

Tableau 12 : Essais du plan d’expérience : matrice des facteurs et des réponses pris en

considération dans le plan d’expériences

Essais F1 F2 R1 : taux d’encapsulation R2: diamétre des
nanoparticules
1 +1 +1 67.1% 61nm
2 -1 +1 31.1% 39 nm
3 +1 -1 62.6% 69 nm
4 -1 -1 23.4% 42 nm
5 0 0 42.8% 53 nm

1.1. Effets des facteurs sur le taux d’encapsulation

Scaled & Gentered Coefficients fortauxdencapsulation

ratio
AR
ratio*A.R

=5 RO=0.863 R Adj.=0.454
D=1 00=-10.092  RSD=17.4704 Conf. lev.=0.5

Figure 24 : Influence des coefficients des facteurs sur le taux d’encapsulation
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La figure 24 représente I’'influence du ratio chitosane/glimepiride, et la quantité de
I’agent de durcissement sur le taux d’encapsulation. Nous observons une influence positive
du ratio et de la quantité de ’agent de durcissement qui est de 21.76 et 2.94 respectivement, et

une influence presque nulle de I’interaction.
Les valeurs des différents coefficients du modeéle sont données dans le tableau 13.

Les coefficients du Ratio et de I’Agent de durcissement signifient une influence

positive de I’augmentation du taux d’encapsulation.

Tableau 13 : Les valeurs des différents coefficients du modéle

taux

d'encapsulation | Coeff. SC | Std. Err. P Conf. int(£)
Constant 43.544 7.813 0.113025 99.2736
ratio 21.7675 8.7352 0.242948 110.991
AR 2.9475 8.7352 0.792824 110.991
ratio*A.R -0.312497 |8.7352 0.977235 110.991
N=5 Q2= -10.092 | Cond. no. 1.1180
DF =1 R2 = 0.863 Y-miss = 0

R2 Adj. = [0.454 RSD = 17.4704

Conf. lev. 0.95

% Modéle mathématique :
Taux d'encapsulation = 43.544 + 21.7675%* ratio + 2.9475 * A.R - 0.312497* ratio*A.R

Y=a, taixita:x>taia:xix:
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Contour Plot

taux d'encapsulation

C

gent de r ticulatio

1.0 1.0 2.0 2.0 3.0
ratio Chitesane « Glim pi

Figure 25 : Isoréponse représentant le taux d’encapsulation en fonction de la quantité de

I’agent de durcissement et du ratio.

Plus le ratio est grand (la quantité du chitosane est plus importante que celle du
glimépiride) et plus la quantité de I’agent de durcissement est grande, le taux d’encapsulation

est plus important.

1.2. Effets des facteurs sur le diamétre des nanoparticules

Scaled & Centered Coeficients for diamétre

il

0 |
|

nm

Pt

N=5 R2=0.989  R2 Adj.=0.957
DF=1 02=0.119  RSD=2.9069  Conf. lev.=0.95

Figure 26 : Influence des coefficients des facteurs sur le diamétre
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Résultats et Discussion

La figure 26 représente I’influence du ratio et de la quantité de I’agent de durcissement

sur le diametre. Nous observons une influence positive du ratio et de ’interaction. Par

conséquent, on a une influence négative de la quantité de I’agent de durcissement.

L’explication est confirmée dans 1’isoréponse du diameétre Figure 27.

Tableau 14 : Les valeurs des différents coefficients du modéle

% Modéle mathématique :

Diamétre Coeff. SC |Std. Err. |P Conf. int(+)
Constant 53.6 1.3 0.0154374 | 16.5181
ratio 13.75 1.45345 10.067045 18.4678
AR -1.75 1.45345 10.441233 18.4678
ratio*A.R 0.750003 | 1.45345 ]0.696728 18.4678
N=5 Q2= 0.119 Cond. no.= |1.1180
DF =1 R2 = 0.989 Y-miss = 0

R2 Adj.= |0.957 RSD = 2.9069

Conf. lev. = ]0.95

Diameétre = 53.6 + 13.75* ratio-1.75 * A.R + 0.750003* ratio*A.R
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Contour Plot

diam étre

I"agent de r ticulation

1.0 1.0 2.0 2.0 3.0

ratio Chitasane = Glim pi

Figure 27 : Isoréponse représentant le diametre en fonction de la quantité de ’agent de

durcissement et du ratio

Plus le ratio est grande et plus la quantité de I’agent de durcissement est petit, le

diamétre est plus important.

1.3. Etude statistique du plan d’expériences

Aprés la réalisation d’un plan expérimental, il faut analyser les résultats obtenus,
L’analyse des réponses a été faite en se basant en premier lieu sur le coefficient de corrélation

*, il faut qu’il soit le plus élevé possible (supérieur a 0,5).
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Investigation: Unitied (MLR) T r
Summary of Fi o

taux d'encapsulation diamétre

N=5 Cond. no.=1.1180
DF=1 Y-miss=0

Figure 28 : Histogramme des coefficients de corrélation et la prédictibilité du modele

Nous observons que les coefficients de corrélation, pour les deux réponses, sont
proches de 1, les coefficients de prédiction restent assez faibles. Nous pouvons déduire que le
modele obtenu a une bonne corrélation avec les résultats expérimentaux. Ceci dit, il est

difficile de prédire des résultats en dehors de I’intervalle des facteurs imposés.

R/

< Conclusion
D’aprés les résultats on constate que I’essai optimum est 1’essai 1 avec un taux

d’encapsulation de 67,2%.

2. Formulation des nanoparticules de Gélatine

Apres avoir effectué des essais de formulations, les réponses prises en considération dans le
plan d’expériences ont été introduites sur le logiciel MODDEG, la matrice résultante est

représentée dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Essais du plan d’expérience : matrice des facteurs et des réponses pris en

considération dans le plan d’expériences

R1: taux | R2: diameétre des
Essais F1 F2 d’encapsulation | nanoparticules
1 +1 +1 97,4% 87 nm
2 -1 +1 67,2% 39 nm
3 +1 -1 62,1% 76 nm
4 -1 -1 88% 34 nm
5 0 0 69,2% 45 nm

2.1. Effets des facteurs sur le taux d’encapsulation

Scaled & Centered Coeficients for tauxd encapstlation

ratio
Agent

ratio"Agent

N=5 R2=0.921  R2 Adj.=0.682
D=1 02=-5.452  RSD=8.4971  Conf. lev.=0.95

Figure 29: Influence des coefficients des facteurs sur le taux d’encapsulation

La figure 29 représente I'influence du ratio Gélatine/Glimépiride, et la quantité de

I’agent de durcissement sur le taux d’encapsulation.

Nous observons une influence positive du ratio, de la quantit¢é de 1’agent de

durcissement et de 1’interaction.
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Les valeurs des différents coefficients du modéle sont donnes dans le tableau 16.

Résultats et Discussion

Les coefficients du Ratio et de I’Agent de durcissement signifient une influence

positive de I’augmentation du taux d’encapsulation.

Tableau 16 : Les valeurs des différents coefficients du modéle

taux d'encapsulation | Coeff. SC | Std. Err. [P Conf. int(+)
Constant 76.6 3.8 0.0315558 |48.2836
ratio 1.00001 4.24853 |0.852833 53.9827
Agent 3.5 4.24853 |0.561309 53.9827
ratio*Agent 14 4.24853 | 0.18757 53.9827
N=5 Q2= -5.452 Cond. no.= |1.1180
DF =1 = 0.921 Y-miss = 0

R2 Adj. = ]0.682 RSD = 8.4971

Conf. lev. = ]0.95

% Modéle mathématique :
Taux d'encapsulation = 76.6 + 1.00001* ratio + 3.5 * A.R + 14 * ratio*A.R

0.40—
U—ﬁ@:{?

0.38
0-34
0-32-
0.30]
028
0.26]

AH Eﬂk C‘E du?’[\‘ﬁﬁem = Hi:

0-74—
0.22

taux d'encapsulation

2 8 @m@
I ! I 1 I

0-70-]
]

Figure 30 : Isoréponse représentant le taux d’encapsulation en fonction de la quantité de

g

1.3 2- 25 >0
ratio G oloting: glim pirl

I’agent de durcissement et du ratio.
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Plus le ratio est grand (la quantité du gélatine est plus importante que celle du
glimépiride) et plus la quantité de I’agent de durcissement est grande, le taux d’encapsulation

et plus important.

2.2, Effets des facteurs sur le diamétre des nanoparticules

Scaled & Centered Coeffcients for diameétre

ratio
Agent

ratio"Agent

li=5 R=0.930 R Ady.=0.720
D=1 02=-4.630  RSD=12.5220 Conf. lev.=0.%

Figure 31 : Influence des coefficients des facteurs sur le diamétre

La figure 31 représente I’influence du ratio et de la quantité de I’agent de durcissement
sur le diametre. Nous observons une influence positive du ratio, de la quantité de I’agent de

durcissement et de 1’interaction.

L’explication est confirmée dans 1’isoréponse du diameétre Figure 32.
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Résultats et Discussion

Tableau 17 : Les valeurs des différents coefficients du modéle
diameétre Coeff. SC Std. Err. P Conf. int(+)
Constant 56.2 5.6 0.0632267 71.1548
ratio 22.5 6.26099 0.172779 79.5534
Agent 4.00001 6.26099 0.638071 79.5534
ratio*Agent 1.5 6.26099 0.850301 79.5535
N=5 Q2= -4.650 Cond. no. = 1.1180
DF=1 R2 = 0.930 Y-miss = 0

R2 Adj. = 0.722 RSD = 12.5220
Conf. lev. = 0.95

% Modéle mathématique :

Diamétre = 56.2+ 22.5* ratio + 4.00001* A.R + 1.5* ratio*A.R

AH En k dE d \_HFI:\AEEGI_W E !_\k

diam etre

10

1.3 Z-D

25

rabio G loline: glim pir

durcissement et du ratio

5.0

Figure 32 : Isoréponse représentant le diametre en fonction de la quantité de ’agent de

Plus le ratio et la quantité de I’agent de durcissement sont grands, le diamétre est plus

important.
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2.3. Etude statistique du plan d’expériences

Apres la réalisation d’un plan expérimental, il faut analyser les résultats obtenus,
L’analyse des réponses a été faite en se basant en premier lieu sur le coefficient de corrélation

R* , il faut qu’il soit le plus élevé possible (supérieur a 0,5).

Inestigaton:United (VLR [ ]
Summary of Fit [ ]

=23

1007

taux d'encapsulation diamétre

N=5 Cond. no.=1,1180
DF=1 Y-miss=0

Figure 33 : Histogramme des coefficients de corrélation et la prédictibilité du modéle

Nous observons que les coefficients de corrélation, pour les deux réponses, sont
proches de 1, les coefficients de prédiction restent assez faibles, des valeurs négatives. Nous
pouvons déduire que le modele obtenu a une bonne corrélation avec les résultats
expérimentaux. Ceci dit, il est impossible de prédire des résultats en dehors de I’intervalle des

facteurs imposés.
Conclusion

D’aprés les résultats on constate que I’essai optimum est ’essai 1 avec un taux

d’encapsulation de 97,4%.
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3. Courbe d’étalonnage du Glimépiride dans le tampon phosphate

Tableau 18 : Données de la courbe d’étalonnage du GLIM dans le tampon phosphate

N° solution Concentration [GLIM] (pg/ml) Absorbance a 228 nm
1 2 0.094302
2 4 0.186881
3 6 0.280840
4 8 0.382070
5 10 0.481560

0,6
EO,S
-]
S /
0,4
3 A
<0,3 /

0,2

o /

0 T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
concentration du glimepiride(ug/ml)

Figure 34 : Courbe d’étalonnage du GLIM dans le tampon phosphate.

La linéarité¢ de la courbe d’étalonnage est vérifiée (figure 34), c’est une droite qui

passe par ’origine.

4. Etude in vitro de la cinétique de dissolution

Les résultats de la cinétique de dissolution sont illustrés dans la figure 35.
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—a— Chitosane
—e— Gélatine

100

80+

60

[GLIM] %

40 4

204

temps (H)

Figure 35 : Etude de la cinétique de dissolution in-vitro du Glimépiride a partir des

nanoparticules.

La figure montre une trés bonne dissolution a un pH acide (simulation de 1’estomac)
durant les deux premicres heures, ensuite a pH 6.2 (simulation de I’intestin) la dissolution
devient moins importante mais avec un rythme bien régulier, on remarque que le principe
actif se diffuse plus efficacement a travers les nanoparticules de gélatine pour aboutir apres
24h a un taux de 99,3 pour la gélatine et 76,2 pour le chitosane. Cette cinétique de dissolution
est justifiée car la libération s’est faite a un pH voisin au pH isoélectrique de la protéine d’ou

I’obtention d’une perméabilité précoce des nanoparticules.

5. Evaluation de la bioadhésion ex vivo

La bioadhésion des nanoparticules déterminé par la méthode ex vivo a montré une
bioadhésion de 94% pour le chitosane et de 86% pour la gélatine. Les résultats permettent de
concrétisé I’'intérét de la libération prolongé et surtouts de s’assurer que les nanoparticules ne

seront pas évacué avant le passage des 24h apres administration.
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Conclusion générale

Ce travail a uniquement porté sur le développement du systéme particulaire avec des
propriétés requises, ayant pour but de contenir et de protéger le glimépiride afin de le libérer
sur le bon site, ce qui améliore a la fois ’efficacité, la biodisponibilité¢ et des économies sur
les matieres premieres ; engendrant une meilleure prescription a de faible dose aux sujets. Les
matieres enrobantes, qui sont dans notre cas la gélatine et le chitosane, sont trés abondantes

dans la nature.

Afin de répondre a ces critéres, différentes études ont été réalisées pour conduire a
I’obtention de ce systeme. Le chitosane a été choisi commepolymére naturel d’origine
animale, présentant un caractére bioassimilable clairement identifié. Dans cette ébauche,
notre chitosane a été obtenu d’une extraction de chitine a partir des carapaces de crevettes
fraiches, suivie par une déacétylation par la méthode chimique.Bien siir, le chitosane est
caractérisé avant son utilisation par :Analyse FTIR, Méthode Kjeldahl, Test de cendre ainsi
que la granulométrie laser. Quant a la gélatine, on I’a utilisée comme maticre préte, d’origine

bovine (type B) avec un pH isoélectrique de 3 a 3,2.

Par deux matériaux et deux méthodes différentes, on est parvenu a encapsuler le
glimépiride par gélation ionotropique du chitosane et dissolution en deux étapes de la
gélatine, cela aprés une étude d’optimisation, en élaborant un plan factoriel a deux niveaux.
Les résultats ont montré un meilleur taux d’encapsulation pour le chitosane soit 67,1% avecun
diametre de nanoparticules égal a 61nm, comparé a I’essai optimum obtenu avec la gélatine
97.4% avec une taille de nanoparticules & 87nm.On déduit que la gélatine est le matériau

adéquat pour I’encapsulation du glimépiride avec un taux tres éleve.

De plus, une étude in vitroa été réaliséeafin de mettre en lumiére la cinétique de
dissolution du glimépiride a partir des nanoparticules.On remarque presque la méme allure
avec les deux matériaux mais avec une meilleure efficacité de diffusion du glimépiride avec la
gélatine qui culmine apres 24 heures a un taux de 99,3% tant dis qu’avec le chitosane pas plus
de 76,2%, cela s’explique par le fait que la libération s’est produite a un pH proche au pH

iso¢lectrique de la gélatine d’ou une libération prématurée est prédite.

Une bonne cinétique de libération seule n’est pas suffisante pour dire que la gélatine
est le matériau de choix pour I’encapsulation de notre principe actif. Des analyses de

bioadhésion ex vivo ont montré une bonne adhésion au niveau de la muqueuse intestinale vis-
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a-vis du chitosane, soit 94% et que 84% pour la gélatine. Cela s’explique du fait que les
nanoparticules a base de gélatine contiennent non seulement des charges positives en majorité
et des charges négatives en minorité, distribuées de fagon aléatoire le long des chaines de la
gélatine. Quant au chitosane, les nanoparticules sont cependant chargées positivement a la
surface (polycation), ce qui leurs conférent une meilleure adhérence avec I’épithélium
intestinal, qui est chargé négativement.

D’apres les analyses in vitro et ex vivo, on déduit que la gélatine, bien qu’elle
encapsule bien et permet une meilleure diffusion du glimépiride, elle ne certifie pas un bon
ciblage, pas aussi bien que le chitosane, malgré un faible taux d’encapsulation et une diffusion
moins rapide néanmoins il adhére bien sur le bon site.

A la fin et pour répondre a notre problématique, une bonne efficacité peut étre
obtenue, une bonne biodisponibilité aussi, en employant le chitosane. D’autres études plus
poussées sur I’optimisation du taux d’encapsulation afin de permettre une diffusion améliorée

est a envisager a I’avenir.
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