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Abstract:

The pharmaceutical field is changing day by day, resulting in new, innovative, efficient,
fast and easy-to-use forms.

We will propose an innovative system allowing transdermal delivery with the same or
better capabilities as the oral route.

Firstly, the nanogels were prepared based on gelatin and xanthan aldehyde, during this
step, the nanogel making process was optimized using a plan of experiments.An
encapsulation rate of 93.78% was achieved for a polymer: ibuprofen ratio of 15%, a
gelatin: xanthan aldehyde ratio of 1: 2 and a gel time of 2h.

Then, the nanogels were characterized by: laser particle size distribution, zetametry,
FTIR spectroscopy, x-ray diffraction, scanning electron microscopy and
thermogravimetric analysis.

Finally, the in-vitro, ex vivo and in-vivo pharmacological characteristics of ibuprofen

could be improved after encapsulation in nanogels.



RESUME

Résumé :

Le domaine pharmaceutique évolue de jour en jour, ce qui a permis de produire
des nouvelles formes innovantes, efficaces, rapides et faciles a utiliser.

Nous allons proposés un systéme innovant permettent une délivrance
transdermique ayant les mémes ou de meilleurs capacités que la voie orale. En premier
lieu les nanogels ont été préparés a base de gélatine et xanthane aldéhyde, lors de cette
étape, le procédé¢ d’élaboration des nanogels a été optimis€¢ en utilisant un plan
d’expériences. Un taux d’encapsulation de 93,78 % a ¢été atteint pour un ratio
polymeére : ibuproféne de 15 %, un ratio de gélatine : xanthane aldéhyde de 1: 2 et un
temps de gélification de 2h.

Ensuite, les nanogels ont été caractérisés par : granulométrie laser, zé€tamétrie,
spectroscopie FTIR, diffraction des rayons x, microscopie ¢électronique a balayage et
analyses thermogravimétriques.

Enfin les caractéristiques pharmacologiques in-vitro, ex vivo et in-vivo de

I’ibuproféne ont pu étre améliorés apres 1’encapsulation dans les nanogels.
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INTRODUCTION GENERALE

L’innovation est au cceur du modéle économique de I’industrie pharmaceutique
mais I’essoufflement de la recherche, la compétitivé et les contraintes sur les budgets de
santé amenes cette industrie a faire évoluer son modele économique par la mise en place
de nouveaux concepts, molécules et formes galénique.

La délivrance de molécules thérapeutiques vers un organe, un tissu ou une
cellule malade constitue aujourd’hui un défi majeur pour le traitement des maladies
humaines. L’usage des médicaments sous leurs formes habituelles (comprimés, gélules
...) a présent¢ une efficacit¢ pendant longtemps mais il a aussi présenté des
inconvénients tels que les effets indésirables, la dégradation et I’élimination rapides des
médicaments a I’intérieur de I’organisme.

A T’heure actuelle ou de nouvelles prospections au niveau de I’organisme et la
conception de nouveaux équipements d’analyses ont concouru a la recherche de
nouvelles formulations, les micro et les nanoparticules permutant d’une part d’améliorer
les conditions de conservation du PA et d’autres part d’avoir une concentration précise
et utile de ce principe actif au sein de I’organisme et de cibler d’une maniére trés
judicieuse les cellules visées.

La nanotechnologie est 1’ingénierie de la production des matériaux a 1’échelle
atomique et moléculaire, c’est une technologie transformative ayant le potentiel de
stimuler I’innovation scientifique par le développement des nouvelles modalités
thérapeutiques plus efficaces et plus slires .La nanotechnologie est souvent décrite
comme potentiellement «révolutionnaire» en termes d’impact possible sur les méthodes
de production industrielle. [1]. Par ailleurs, 1’application de la nanotechnologie a la
délivrance des principes actifs pourrait largement changer la physionomie de I’industrie
pharmaceutique et biotechnologique dans un avenir proche. Dans les approches
thérapeutiques modernes, les nanotechnologies sont un des facteurs clés de la
vectorisation du médicament [2]. Le développement continu des nouveaux systémes de
libération est déterminé par le besoin d’optimiser 1’activité thérapeutique et minimiser

les effets secondaires des principes actifs[3].



Dans le domaine de la Santé, la conception et la préparation des nanogels ont
suscit¢ un vif intérét en applications pharmaceutiques en raison de leur structure
chimique et physique tridimensionnelle ajustable, de leurs bonnes propriétés
mécaniques, de leur teneur en eau élevée et de leur biocompatibilité [4-8].Les
molécules thérapeutiques d’intérét peuvent étre incorporées dans ces nanogels pour
modifier leurs propriétés physicochimiques et pharmacologiques.

Un principe actif insoluble en milieu aqueux peut étre solubilisé par
incorporation au sein d’un nanogel auquel on a ajouté des fonctions solubilisant le PA,
cela va ainsi contribuer a améliorer la biodisponibilité et 1’élimination du PA. [4]
Comme dans notre cas I’ibuproféne [3].

L’ibuproféne est I’'un des meilleurs principes actifs de la classedes anti-
inflammatoires non stéroidiens, bien adapté pour le traitement de la fiévre, la douleur, la
migraine et le rhumatisme articulaire. En plus, I’ibuproféne est rapidement absorbé dans
le corps et présente une demi-vie courte, ce qui nécessite des administrations répétées
[10].

La forme galénique la plus utilis€ pour la délivrance de I’ibuproféne est la voie
orale, effectivement cette forme pharmaceutique met en  valeur les propretés
pharmacologiques de cette molécule bioactive,mais le plus grand desinconvénients de
cette forme reste le contacte direct entre les d’ibuproféne et la muqueuse gastrique.
Comme pour tous les anti-inflammatoires, les troubles digestifs restent 1’effet
secondaire le plus important, pour remédier a ce probléme, il est pratiquement
inévitable de changer la voie d’administration.

A cette effet, nous allons proposés un systéme innovant permettent une
délivrance transdermique ayant les mémes ou de meilleurscapacités que la voie orale.

La premicre étape de ce travail est la préparation des nanogels a base de gélatine
et de xanthane aldéhyde ainsi que 1’optimisation des parameétres de leur ¢laboration en
utilisant un plan d’expériences.

La deuxieme ¢&tape est la caractérisation structurale des nanogels par
granulométrie laser, zétamétrie, spectroscopie FTIR,diffraction des rayons
x,microscopie ¢lectroniquea balayage et analyses thermogravimétriques.

La dernic¢re étape est I’évaluation des caractéristiques pharmacologiques et
I’efficacité thérapeutique de la formulation par 1’étude de la cinétique de dissolution in
vitro, étude de la diffusion transdermique ex-vivo et 1’évaluation de 1’activité anti-

inflammatoire.



I.1. Introduction

La nanotechnologie est un grand concept qui a permis d’amener de nouveaux
avantages pour des domaines de recherches et d’application, elle permet d’attirer des
investissements croissants de gouvernements et d’entreprises de nombreuses régions du
monde [11].

La nanotechnologie pharmaceutique permet de fournir des dispositifs et des
matériaux présentant des nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques en
raison de leur taille nanométrique, offrant donc I’avantage de protéger les médicaments
de la dégradation; soit de réduire le nombre de doses nécessaires et avoir un traitement
efficace [12].

La scéne industrielle des développements nanotechnologiques est trés prometteuse.
Elle devrait créer de nouveaux traitements, capable de changer le paysage
pharmaceutique et biotechnologique.

Différentes plates-formes nanotéchnologiques sont en étude, en développement ou
au stade clinique, et de nombreux domaines d’intérét ou il y aura des thérapies ciblées
efficacement et plus siires pour une multitude d'applications cliniques qui sera évolué

trés bientot au profit de I’humanité tout entiere [13].

I.2. Historique et évolution de la nanotechnologie pharmaceutique

Les réves humains et I’imagination donnent souvent naissance a des nouvelles
sciences et technologies, en XXIe siécle la nanotechnologie est née de tels réves [14].
Le concept de «nanométre» a été proposé pour la premicre fois par Richard Zsigmondy
qui a explicitement inventé le terme nanometre pour caractériser la taille des particules
[15]. A la fin des années 60, 1’équipe du professeur Peter Paul Speiser dans I‘institut
fédéral de la technologie a Zurich était la responsable du développement des premicres
nanocapsules contenant des particules virales. Dans les années 1977 et 1978, Richard
Oppenheim et Jennifer Marty ont développé des nanoparticules a base d‘albumine et
gélatine. En 1979, le chercheur belge Patrick Couvreur a pu fabriquer les premicres

nanoparticules biodégradables.
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En 1981 le chercheur américain Robert Gurny a synthétis¢ des nanoparticules
polymériques parentérale et dans les années 90 des chercheurs en Russie ont prouvé que
les nanoparticules polymériques enrobées en polysorbate 80 pouvaient traverser la
barriere hémato-encéphalique et ceci était considéré comme un développement
important dans le traitement de tumeurs cérébrales. Le premier médicament issu de la
nanotechnologie était commercialisé en 2005 sous le nom de 1°Abraxan (paclitaxel)

[12].

I.3. Définitions de la nanotechnologie

La nanotechnologie est un mot qui se compose de deux termes nano et technologie.
Le préfixe nano est dérivé du mot grec « nain » dans lequel le nanomeétre (nm) est égal
a un milliardiéme de métre, soit 10~ m [17].Cette science englobe les applications des
systemes nanométriques en tant que nanomatériaux et en tant que dispositifs [18]. Ces
nanosystémes peuvent pénétrer dans les espaces cellulaires et tissulaires pour atteindre
les organes ciblées tels que les poumons, le foie, la rate, 1’0s, le cerveau, la moelle

épiniere et la lymphe [19].

L.4. Intérét de la nanotechnologie

Le design nanométrique permet d’améliorer, modifier ou changer les caractéristiques

pharmacologiques et pharmacocinétique du médicament dans 1’organisme [20-24].
Cela offre de nombreux avantages tels que :

e [’augmentation de la surface ;

e [’amélioration de la solubilité ;

e [’augmentation du taux de dissolution ;

e [’augmentation de la biodisponibilité ;

e Laréduction du nombre de prise ;

e La protection du médicament contre la dégradation ;
e La rapidité de I’action thérapeutique ;

e La réalisation du ciblage des médicaments[16].



L.5. Classification des nanosystémes

La nanotechnologie pharmaceutique peut étre classée en deux catégories principales

d’outils nanotechnologiques, a savoir les nanomatériaux et les nanodispositifs.
L.5.1. Les nanomatériaux

Ces nanomatériaux peuvent étre catégorisés en fonction de trois parametres de base

qui sont la dimension, la structure et la composition de phase. [26]
1.5.1.1. selon la dimension
On trouve quatre différents groupes [27].

Le tableau I.1 présente la classification des nanosystémes pharmaceutiques d’une

maniére dimensionnelle.

Dimensions | Exemples Structures Applications
Zéro nano Spheres, o * Production de nanoparticules.
dimension | amas... 3% a7 P
€ " o« * % | Fonctionnalisation de
[28] e NS nanoparticules par structures
dendritiques.
Une nano Fibres, fils, * augmenter la stabilité.
dimension tiges...
« Utilisation dans les
[29-30] nanodimensions fibrilles et
fabrication des nanocomposites
polymériques.
Deux nano Films, planches, et
dimension  |réseaux... I l I | N _ ,
( » Utiliser en détection €lectronique et
[31] 1 optoélectronique.
Trois nano | Tri et tétra Pt « Utiliser dans la séparation, le
dimension gousses,peignes ‘\\\\W transfert catalytique, biomédical et
(32] nanométriques... \ - thermique




1.5.1.2. Selon la composition de phase.

Le tableau I.2 : présente le classement des nanomatériauxselon la composition de phase

suivante

Composition Exemples Structures Applications

Solides Particules et » augmenter la solubilité du
monophasiques | couches médicament.

amorphes. ) )
[33] » Augmenter la durée de vie des
drogues.
Solides Matrices * Livraison a long terme ou livraison

répétée des médicaments comme la
chimiothérapie et l'insuline.

multiphasiques | composites.

[34]
Systémes Colloides et w.» o= = |*Diagnostic et ciblage des
multiphasiques | fluides o e~ » | médicaments.

ferreux. =S 533 ] ) ]
[35] « % «. *® |« Livrer des vaccins, des anatoxines,

des anticancéreux, des genes et des
médicaments anti-VIH.

1.5.1.3. Selon la structure
Les nanostructures sont en outre un groupe qui englobe des nanomatériaux
polymériques et non polymériques [36] comprenant plusieurs types de nanosystémes
qui sont détaillés ci-apres.
1.5.1.3.1. Les dendriméres
Les dendriméres sont des molécules monodispersées qui se composent d’unesérie de
coquilles chimiques a savoir un petit noyau a I’intérieur [37].Ces nanostructures ont un
potentiel immense en tant qu'agent améliorant la solubilité [38].
1.5.1.3.2. Les nanoparticules solides lipidiques
Ces nanosystémes sont des particules de taille submicronique (50 a 1000 nm)
constituées de lipides qui restent a 1'état solide a température ambiante [39] et qui
présentent de nombreux avantages, tels que la bonne biocompatibilité, une faible

toxicité et une meilleure stabilité. [40]



Fig. I.1 : Structure d’une nanoparticule solide lipidique.
1.5.1.3.3. Les nanoparticules polymériques

Ce sont principalement des systémes vésiculaires ou sphériques dans lesquels les
molécules de médicament sont physiquement et uniformément dispersées dans des
systemes a matrice polymérique [41]. Ce type de nanoparticules présente une longue

durée de vie et une bonne stabilité au stockage. [42]

1.5.1.3.4. Les micelles polymériques

Les micelles polymériques sont des assemblages supramoléculaires de copolymeres
séquencés, présentant une structure de forme noyau-enveloppe. Les médicaments
peuvent étre répartis dans le noyau hydrophobe, tandis que la couche hydrophile externe
forme une dispersion stable dans les milieux aqueux [43-44].Ce nanosystéme présente
une bonne solubilité, une demi-vie prolongée et une accumulation sélective au site de la

tumeur avec une faible toxicité [45].

Hydrophobic core

Fig. 1.2 : Structure d’une micelle polymérique.

1.5.1.3.5. Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules sphériques de type lipidique d'une structure
bicouche lipidique ovale composée de phospholipides. Le liposome peut jouer un rdle
dans la protection des médicaments encapsulés contre la dégradation enzymatique,
l'augmentation de la solubilit¢ des médicaments lipophiles et amphiphiles et

I'amélioration de la pénétration du médicament [46].



Fig. 1.3 : Structure d’un liposome.
1.5.1.3.6. les nanoparticules de céramique

Ces nanoparticules sont généralement composées de matériaux céramiques. La taille
ultra faible des nanoparticules de céramique (> 50 nm) peut les aider a échapper aux
systémes réticulo-endothéliaux du corps. De plus, il n'y a pas de problémes de

gonflement et de changements de porosité lors des variations de pH [47].

1.5.1.3.7. Les nanotubes de carbone
Les nanotubes de carbone sont constitués exclusivement d'atomes de carbone
disposés en une série d'anneaux de benzéne condensés et enroulés dans une architecture
tubulair. .Ils possédent une structure ordonnée avec un allongement ¢levé, un poids
ultraléger, une résistance mécanique, une surface et une conductivité électrique et

thermique élevées [48-51].

) 5\\!‘\'\?&’\\\&"\‘ xl1
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W

Fig. 1.4 : Structure d’un nanotube de carbone

1.5.1.3.8. Les points quantiques

Les points quantiques peuvent étre préparés a partir de matériaux semi-conducteurs

par ¢électrochimie ou par synthése colloidale [52].

1.5.1.3.9. les nanoparticules d'or
Les nanoparticules d'or ont un noyau d'or inerte et non toxique pour cela elles
exploitent des propriétés physiques et chimiques uniques pour le transport et la

libération des produits pharmaceutiques[53].



1.5.1.3.10. Les nanocapsules
Les nanocapsules sont des structures sphériques creuses entourées par une membrane
polymérique [54]. Elles possedent une faible densité et une capacité de charge ¢levée
[55], elles permettent aussi de protéger les médicaments contre la dégradation, de
réduire la toxicité, d’assurer la libération controlée et de masquer les golts

désagréables [56].

1.5.1.3.11. Les nanogels
Les nanogels sont des réseaux polymériques nanométriques tridimensionnels
réticulés chimiquement ou physiquement avec une grande capacité de rétention d'eau.
Les nanogels sont stables, mous et gonflés, ils ont de bonnes propriétés mécaniques et

une biocompatibilité [57].

I_,—' Hydrophobic moieties
RV

A

Hydrophilic polymer

Fig.L5 : Structure d’un nanogel

1.5.1.3.12. Les nanoémulsions

Les nanoémulsions sont biodégradables, biocompatibles et faciles a produire
[58].Elles sont utilisées comme supports pour les médicaments lipophiles, comme
systeme pour I'administration a libération prolongée et sert aussi pour I’amélioration de

l'absorption gastro-intestinale [59].
1.5.2. Les nanodispositifs

Ces dispositifs sont divisés en trois groupes, comprenant les systémes micro
¢lectromécaniques / nano électromécaniques (MEMS / NEMS), le micro réseaux et les

respirocytes [60].
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1.6. Les méthodes d’élaboration des nanosystemes

Dans un rapport de 2006, 1’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire de
I’Environnement et du Travail classe les différents modes de synthése des
nanoparticules en fonction des procédés physiques et chimiques.

1.6.1. Méthodes physiques

1.6.1.1. Evaporation/condensation

Cette méthode consiste a évaporer un métal par chauffage puis a condenser la vapeur

métallique afin d’obtenir des nanopoudres formées de particules nanométriques

dispersées.

1.6.1.2. La pyrolyse laser
La pyrolyse laser est une méthode simple et efficace de synthése de poudres
nanométriques. Elle repose sur l'interaction entre un laser CO; et un flux de réactifs.
Cette méthode permet de donner une grande pureté chimique, une bonne homogénéité

physique et chimique, une vitesse de trempe rapide et une bonne souplesse d’utilisation.

1.6.1.3. Méthode aérosol
La synthése des nanoparticules peut étre obtenue par oxydation dans des flammes a
trés haute température ou plasma thermique a partir de précurseurs gazeux ou liquides
amenés sous forme d'aérosol. La durée de réaction est trés courte et permet 1’obtention

des particules pures avec un débit et un rendement intéressant.

1.6.2. Méthodes chimiques

1.6.2.1. Réactions en phase vapeur
Le procédé CVD (ChemicalVaporDeposition) permet I’¢laboration de couches
minces par réaction chimique entre un composé volatil du matériau a déposer et la

surface du substrat a recouvrir.

1.6.2.2. Réactions en milieu liquide
Il s’agit de la mise en solution des réactifs afin de former des nanoparticules par
modification des conditions physico-chimiques du milieu (pH, température,

concentration...)
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1.6.2.3. Méthode sol-gel
Le procédé sol-gel permet de fabriquer un polymeére inorganique par des réactions
chimiques simples, a une température comprise entre 20 et 150°C. La synthése est
effectuée a partir d'alcoolates de formule M(OR) n ou M est un métal et R un

groupement organique alkyle CnH2n+1.

1.6.2.4. Production de liposomes
Il s’agit de I'hydratation d'un film lipidique obtenu par évaporation d'un solvant
organique dans lequel les lipides sont dissous. L'hydratation de ce film conduit alors a la

séparation des fragments des bicouches lipidiques.

1.6.2.5. Méthodes solvo-thermale et hydro-thermale
Ce procédé consiste a employer un solvant sous haute pression (entre 1 atm et 10
000 atm) et a une température comprise entre 100 et 1000°C au sein d’un autoclave.
Cette méthode garantit un meilleur controle de la taille, de la forme et une meilleure

qualité de fabrication des cristaux [61].

I.7. Les techniques de caractérisations des nanosystémes pharmaceutiques

Les nanosystémes pharmaceutiques doivent étre étudiés selon une approche
multidisciplinaire comprenant différentes étapes.

I.7.1. La caractérisation physico-chimique

I.7.1.1.Taille et morphologie

by

e Microscope électronique a balayage : 1eMEB permet de fournir des
informations morphologiques et surfaciques d’une manic¢re tridimensionnelles.
L’échantillon est scanné avec un faisceau d’¢électrons et les caractéristiques de surface
sont obtenues a partir des ¢€lectrons secondaires émis par la surface de 1'échantillon.
[62].

e Microscope électronique atransmission : le MET donne une image en
deux dimensions lorsqu'un faisceau d'électrons est transmis a travers un échantillon.
Cependant, ce microscope est capable de générer des images avec une résolution
supérieure a celle du MEB qui est comprise entre 5 a 10 nm [63].

e Microscope a force atomique : IeAFM est configuré par une pointe effilée

et montée sur un dispositif de balayage appelé scanner xyz, qui permet un
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positionnement tridimensionnel dans les directions X, y et z avec une précision
subatomique [64].

e Chromatographie sur gel : la chromatographie d’exclusion est un procédé
de séparation des molécules en solution en fonction de la taille. La séparation se fait par
des échanges répétés des molécules du soluté entre le solvant de la phase mobile et le
méme solvant immobilisé a I’intérieur du support (phase stationnaire)[65].L’intérét de
cette analyse est centré sur 1’application de la technique de mesure de la taille (rayon de
Stokes) et du poids moléculaire. [66].

¢ Diffusion dynamique de la lumiére: La DLS est une technique non
invasive bien établie pour mesurer la distribution en taille des nanoparticules. Elle
s’appuie sur I’effet de décalage, lorsque la lumiére monochromatique (laser) frappe des
particules en mouvement brownien dans une suspension colloidale. L’intégration d’une
unité de potentiel Zéta a I'équipement DLS permet d’étudier simultanément la charge de
surface [67].

¢ Diffraction des rayons X : La DRX est couramment utilisée dans les études
structurelles pour déterminer la disposition atomique dans les échantillons et pour

identifier les substances inconnues [68].

1.7.1.2. Spectroscopie

e UV-vis: les spectrophotometres utilisés pour 1’étude des régions
ultraviolettes et visibles sont constitués d’un systéme optique susceptible de fournir un
rayonnement monochromatique dans la région 200-800 nm, et d’un dispositif approprié
a la mesure de I’absorbance

¢ IR : les spectrophotométres infrarouges sont adaptés aux mesures de spectres
dans la région de 4000-650 cm ' (2,5-15,4 um) ou éventuellement jusqu’a 200 cm ' (50
pum).

e RMN : la spectrométrie de résonance magnétique nucléaire repose sur la
propriété qu’ont des noyaux tels 1H, 13C, 19F, 31P de posséder un moment magnétique
nucléaire permanent placés dans un champ magnétique extérieur (champ directeur), ils
prennent par rapport a celui-ci certaines orientations bien définies auxquelles
correspondent des niveaux d’énergie distincts.

e Spectroscopie de masse : La spectrométriec de masse est fondée sur la

mesure directe du rapport de la masse au nombre de charges élémentaires. Elle
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s’exprime en unités de masse atomique. Les informations obtenues par cette méthode

peuvent €tre qualitatives ou quantitatives [69].

1.7.1.3. Analyse thermique
e Analyse thermogravimétrique : la quantification par ATG est basée sur
une mesure simple du pourcentage de poids perdu a cause de la volatilisation du
médicament, dans laquelle les échantillons sont chauffés dans la plage allant de 40 a
700 ° C a une vitesse constante.
e Analyse thermique différentielle : La ATD permet de déterminer les
caractéristiques de la température et de donner une indication qualitative de la chaleur

due a la réaction [70].

I.7.2. Caractérisation pharmaceutique
1.7.2.1. Efficacité de ’incorporation/taux d’encapsulation

Le contenu incorporé dans le médicament peut étre déterminé en mesurant la masse
de I’échantillon avant et apres le gonflement dans des solutions de médicament [71].

L'efficacité de I'incorporation du médicament a été calculée par 1’équation suivante :

_Lg,
1 % ==x100

Ou Lu est la masse initiale du médicament et Lg est la masse du médicament incorporé

[73].

1.7.2.2. Stérilité etpouvoir pyrogéne
La FDA (Food and Drug Administration) recommande actuellement deux types
d’essais de pyrogenes: un essai basé sur le lysat d’Amebocyte de lumulus (LAL) [74],

sensible aux endotoxines et en picogrammes, et le test de pyrogéne de lapin [75].
1.7.2.3. Cinétique de diffusion in vitro

L’étude in-vitropermet de donner la possibilité de controler tous les parameétres
influencant la pénétration des molécules a savoirla température, la concentration, la
formulation,le pH...Elle permet ainsi d’établir différents profils de perméation suivant

les différents parameétres établis. Une fois cette premicre phase est validée, une
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expérimentation in-vivosur animal est a envisager avant les premiers essais sur

I’homme[76,77].
1.7.2.4. Cinétique de diffusion Ex-vivo

La libération du médicament a partir des produits transdermiques est souvent évaluée
in vitro avec des cellules de diffusion. La figurel.6 montre un schéma de la cellule de
Franz consistant en une chambre de récepteur de 100-10 ml de volume et une chambre
de donneur qui sont séparées par une membrane ressemblant a la peau. En tant que
modele représentatif, la chambre du récepteur est remplie d'une solution tampon au
phosphate 0,1M a pH 7,4 et la température du dispositif est maintenue a 32 + 0,5 ° C.
La solution dans la chambre du récepteur est agitée a 1’aide d’un agitateur magnétique
avec un barreau magnétique tournant a taux constant de 60 tpm. L'échantillon est
distribué¢ de manieére homogene sur la membrane ressemblant a la peau. Le processus de
libération est démarré par 1’addition d’un volume donné de solution tampon a la
chambre du donneur. Par la suite, des prélévements sont retirés a des moments
présélectionnés pour suivre le processus. Ces solutions sont analysées par spectroscopie
ou par chromatographie pour quantifier le contenu en médicament [78]. La diffusion a
travers la membrane est progressive et les processus peuvent durer plusieurs jours, ce

qui est tres intéressant du point de vue pharmaceutique.

Principe actif -

4

Compartiment
donneur

Membrane g

»
ala{ian\
o

as7

Quveriure ¢

‘
prélevemer

Compartimer
—  reécepteur

= Agitateur magn

Fig. 1.6 : Schéma d'une cellule de Franz



15

I.8. Application des nanosystémes pharmaceutiques

Les nanosystémes pharmaceutiques sont utilisées pour plusieurs applications
thérapeutiques telles que :

e Traitement oculaires : utilisation des nanoparticules polymériques qui présentent
une stabilité accrue et une demi-vie d’élimination plus longue dans le liquide lacrymal
(jusqu’a 20 min) par rapport aux médicaments classiques [79].

e Traitement pulmonaire : par inhalation d’aérosols [80-82].

e Traitement du systéme nerveux centraux : utilisation des liposomes qui peuvent
traverser la barriere hémato-encéphalique[83].

e Traitement du cancer : utilisation des nanosystémes, des nanovaccins, des nano
spheres magnétiques et des dendriméres ...etc.

e Traitement de la thrombose vasculaire: utilisation des nanoparticules

thrombotiques qui permet de briser la fibrine et de disperser le caillot. [84]

e Application pour la thérapie génique : les formulations nanoparticulaires telles que
les micelles permettent une libération continue et contrélée avec un effet minimal

d’éclatement [85].



16

I1.1. Introduction

Avec l'avénement de la nanotechnologie, 1'administration transdermique des
médicaments est devenue de plus en plus une voie trés avantageuse par rapport aux
autres voies d'administration traditionnelles [86].En raison de sa nature non invasive,
cette voie permet au patient de mieux suivre son traitement et de s’auto-administrer les
différents médicaments [87].

L'apparition de ces systémes thérapeutiques transdermiques a largement
contribué au développement de 'administration par voie transcutanée. La couche cornée
de la peau humaine, forme une barriére forte pour les substances exogenes dans laquelle
plusieurs approches ont été adoptées pour la vaincre.

La recherche s'oriente aussi vers l'application de techniques de diffusion
«activey faisant appel a une stimulation énergétique comme [’iontophorése ou
I’¢lectroporation pour augmenter le passage des principes actifs peu ou pas du tout

absorbésa travers la peau [88].

I1.2. Structure de la peau

La peau est I’organe du corps le plus accessible et le plus vaste, avec une
surface de 1,7 m ?, représentant 16% de la masse corporelle totale d’une personne
moyenne.Elle peut étre divisée en trois régions principales : 1'épiderme, qui contient
la couche cornée; le derme qui confere la force et élasticité a la peau et I'hypoderme
qui est la couche la plus profonde et qui garantit la protection contre les chocs

physiques, l'isolation thermique [89,90,91].

Kératinocytes

Cellule de Langerhans Kéralinocyte
qui desquame

Couche comnée

] Couche granuleuse

Couche épineuse

EPIDERME

Couche basale

Lame basale

Mélanocyte Cellule de Merkel

Figll.1. Anatomie de la peau
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I1.3. Voies de pénétration du médicament a travers la peau

Il existe deux voies possibles de pénétration du médicament a travers la peau :

e La voie transépidermique : elle implique le passage des molécules a travers la
couche cornée, barriére a la fois architecturale, multicouche et multicellulaire
[92].

e La voie transappendégée : elle implique le passage des molécules a travers les

glandes sudoripares et a travers les follicules pileux [ 93, 94 ].

Intracellular route Intercellular route

Homy cells Follicular route \ $ Llp remtriy
Eccrine route
y ) Fatty Ceramide
"% - ¥
\,)"l ﬂ) ) '}' ﬁ\f Y\; Plasma cell a:‘if Aq;‘ueou- T
of =\ gl ) membrane cytoplasm
o Ty K .
o o s E
A S

Intercelullar_|
space
Keratin -

Rty S
R avinde s

i {
v

4 l Cholesterol Lipid

Lipids Aqueous

Figll.2 : Voies possibles pour la pénétration du médicament a travers la peau.

I1.4. Diffusion a travers la peau

La diffusion est un processus cinétique passif qui détermine le mouvement de
molécules sous I’effet d’un gradient de concentration ; d’une région de concentration
¢levée vers une région moins concentrée. La diffusion en régime permanent est décrite

par la premiére loi de Fick :

J=-AD (%)

Cette équation décrit le taux de transfert (le flux J) d’une substance par unité de

surface A de la membrane, qui est proportionnel au coefficient de diffusion du milieu et

. . L dc
au gradient de concentration mesurée a travers une membrane ( x ).
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A ce stade, il est important de rappelerl’équation de la vitesse de stokes-Einstein.
D= RT
6TNO y
J : Flux de diffusion
D: Coefficient de diffusion des médicaments
dC/dX : Gradient de concentration sur distance x
R : Constante de gaz
T : Température
Ny . Nombre d’ Avogadro
I]: Viscosité de la solution [95]

I1.5. Définition de la délivrance transdermique du médicament

La délivrance transdermique est une méthode indolore d'administration des
médicaments par voie systémique, consistant a appliquer une formulation
médicamenteuse sur une peau saine et intacte. Le médicament pénétre initialement
dans la couche cornée, puis passe a travers 1'épiderme et le derme plus profond sans

accumulation de médicament dans la couche dermique [96].

I1.6. L’intérét de la délivrance transdermique

L’administration des médicaments par voie transdermique se voit comme une
alternative intéressante et prometteuse par rapport aux autres voies pour les raisons

suivantes [97]:

e Evitement de I’effet du premier passage hépatique, pulmonaire et gastrique ;

e Administration controlée sur une période prolongée de temps en évitant d’atteindre
des niveaux toxiques ;

e Réduction des effets indésirables systémiques ;

e Augmentation de I’observance du patient ;

e Alternative en cas d’impossibilit¢ d’administrer par la voie orale (nausée ou
Inconscience) ; [98]

e L’administration transdermique permet d’administrer les médicaments avec des

systemes programmables de derniére génération ;
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e Les systémes transdermiques sont généralement peu coliteux par rapport aux autres
traitements ;
e La voie transdermique permet I’utilisation d’'un médicament relativement puissant

avec un risque minimal de toxicité pour le systeme [99,100].

I1.7. Facteurs influant sur I'administration transdermique de médicaments

L'administration des médicaments a travers la peau a suscité beaucoup d'intérét
au cours de la derni¢re décennie. Cette voie d’administration peut étre influencé par

plusieurs facteurs tels que :

I1.7.1. Propriétés physicochimiques de la fraction active

I1.7.1.1. Coefficient de partage

Les médicaments possédent une solubilit¢ dans l'eau et dans les lipides. Le
coefficient de partage idéal pour I'administration transdermique intermédiaire est log
K'™ Pour les médicaments fortement lipophiles (log k > 3), la voie intracellulaire est
favorable alors que pour les médicaments hydrophiles (log k < 1), elle est imprégnée par
voie transcellulaire.

11.7.1.2. Taille moléculaire

La taille moléculaire d’un médicament est inversement proportionnelle au flux
transdermique. La taille moléculaire idéale de la molécule médicamenteuse pour
I'administration transdermique est < 400nm.

I1.7.1.3 Solubilité et point de fusion

La plupart des solutés organiques ont un point de fusion élevé et une faible
solubilité & une température et une pression normales. Le médicament lipophile pénétre
plus rapidement que les substances hydrophiles, mais il devrait également présenter la
solubilité dans I’eau.

I1.7.1.4 Ionisation

Le médicament syndiqué imprégne la peau selon I'hypothése pH-Partition.

11.7.1.5 Coefficient de diffusion

A une température constante, le coefficient de diffusion du médicament dépend
principalement des propriétés du médicament, du milieu de diffusion et de leur

interaction.
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I1.7.2 Propriétés physicochimiques de 1I'administration du médicament

e Le taux de perméation peut étre influencé soit par la nature du PA, le pH et le
coefficient de partage.

e La composition du systeme d'administration du médicament peut ne pas
affecter les propriétés de libération mais peut affecter la fonctionnalit¢ de sa
perméabilité.

e La majorité des médicaments ne pénétrera pas dans la peau pour un usage
thérapeutique dans laquelle certains activateurs sont utilisés pour une action synergique

sans montrer leurs propriétés.
I1.7.3. Propriétés physiologiques

a. Propriétés de la barriere cutanée chez le nouveau-né et le jeune nourrisson qui

est hydrophobe, sec, rugueux et qui se stabilise a 1'age de 3 mois.

b. Propriétés de la peau chez les agée tels que : La diminution de la teneur en
humidité, la destruction de jonction épidermique et la réduction de la surface
disponible pour la transmission dans le derme.

c. Les différences raciales entre les peaux noires et blanches.

d. Température de la peau [101].
I1.8.Caractérisation du systéme de délivrance transdermique

Les systemes d'administration transdermique sont caractérisés selon les méthodes
suivantes :

11.8.1. Détermination de la solubilité du médicament

La détermination de la solubilité du médicament dans la matrice transdermique

au début du processus de formulation peut éviter les problémes d’instabilités.
I1.8.2. Mesures micrométriques
I1.8.2.1. Analyse de la taille des particules, de la forme et du potentiel zéta

La taille et la forme de la formulation peut également étre déterminée en utilisant
une diffusion de lumiére dynamique et cela peut étre utile pour évaluer les propriétés de

la délivrance transdermique [102].
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I1.8.2.2 Aire de surface spécifique

Les méthodes de mesure de la surface spécifique ont été développées pour

sonder les surfaces convolutées par adsorption par un gaz ou un liquide [103-105].
I1.8.3. Visualisation en microscopie électronique a transmission

Une combinaison de microscopie électronique a transmission (MET) et de
fracturation par congélation, également appelée microscopie électronique a fracture
congelée (FFEM), pourrait étre utilisée pour visualiser les structures cutanées et

certaines perturbations de la peau [106].
I11.8.4. Stabilité

La température de la formulation et les conditions de stockage ont une incidence
sur la stabilit¢ physique des préparations a base de nanoparticules, ainsi que les
caractéristiques optiques et la viscosité sont également importantes. Pour cela les
instabilités dans les différentes formulations doivent étre surveillées et évaluées d’une

manicre répétée dans le temps et dans des conditions de stockage variables [107,108].
I1.8.5. Chromatographie liquide a haute pression (HPLC)

Il est utilisé pour surveiller la stabilité de la substance médicamenteuse pure et

des médicaments en formulation avec une quantification du produit de dégradation.
I1.8.6. Chromatographie en phase liquide — spectrométrie de masse (LC / MS)

La spectrométric de masse associée a la chromatographie en phase liquide
fournit une méthode de caractérisation des impuretés dans les médicaments et les
excipients de formulation [109]. Il fournit des méthodes trés sensibles et spécifiques
pour la détermination des médicaments et de leurs métabolites dans les liquides et tissus

biologiques.
I1.8.7. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

FTIR est utilis¢ pour étudier l'organisation lipidique latérale de la matrice
lipidique intercellulaire dans la couche cornée, essentielle pour la fonction barriere de la
couche cornée. Les vibrations d’étirement permettent de déterminer si les lipides sont en

tassement ordonné ou désordonné tandis que les vibrations de cisaillement et de
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balancement fournissent des informations détaillées sur la présence de phases

orthorhombiques.
I1.8.8. FTIR a réflectance totale atténuée (ATR-FTIR)

Avec cette technique, il est possible d'effectuer des mesures in vivo sur la
couche cornée, car la peau peut étre placée sur le cristal d'ATR [110-112], comme il est
possible de I'utiliser pour déterminer les effets des substances appliquées localement sur

la matrice lipidique dans la couche cornée.
I1.8.9. Analyse calorimétrique différentielle (DSC)

Cette technologie est utilisée pour évaluer le degré de perturbation des lipides
cutanés a la suite de la pénétration d'une formulation ou d'un médicament a travers la

peau.
I1.8.10. Diffraction des rayons X aux petits angles (SAXD)

Cette technique est utilisée pour analyser l'ordre a long terme de la structure
cristalline des lipides. Des analyses structurelles des lipides intercellulaires dans la
couche cornée de mammiferes par diffraction des rayons X ont montré des modéles de

structure lipidique plus détaillés [113].

I1.8.11. Le test d'irritation cutanée

Il s’agit d’un test requis pour les yeux et la peau a afin de vérifier le degré

d’irritation [114].

11.8.12. L’occlusivité

Il est nécessaire de déterminer 'occlusivité d'une formulation de nanoparticules
pour application topique, car elle affecte directement la libération et la pénétration du
produit encapsulé. Dans des conditions occlusives, la peau est plus hydratée et le
transport du médicament pourrait étre plus rapide [115].

I1.8.13. Tartinabilité

Pour évaluer la capacité d'étalement d'une préparation semi-solide topique ou
mugqueuse, il convient de prendre en compte la dureté ou la fermeté de la formulation, le

taux et le temps de cisaillement produits lors du maculage et la température du site
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cible. [116].La vitesse d'étalement dépend également de la viscosité de la formulation,

de la vitesse d'évaporation du solvant et de la vitesse d'augmentation de la viscosité avec

la concentration résultant de 1’évaporation [117].

I1.8.14. Rhéologie

La caractérisation des propriétés rhéologiques du systéme est importante non

seulement pour la conception du produit et son application, mais également pour son

traitement et pour garantir une longue durée de vie.ll est donc nécessaire d’explorer les

changements rhéologiques que nos formulations pourraient subir lorsqu’elles sont

soumises a des forces externes [118].

I1.9. Les nanosystemes pharmaceutiques pour la délivrance transdermique

Les systémes nanoparticulaires peuvent étre administrés dans presque tous les

types de voies [119,120], y compris la voie transdermique, offrant donc plusieurs avantages

par rapport aux autres systémes d’administration, mais avec ses propres limites [121,122].

Les principaux nanosystemes abordés lors de la recherche d'une administration

transdermique de médicament sont nombreux tels que : les liposomes, les transféromes, les

¢thosomes, les niosomes, les dendriméres, les nanoparticules et les nanoémulsions. Tous les

types cités sont détaillés dans le tableau II.1 ci-apres.

Tableau II.1 : Différent nanosystémes pharmaceutique pour la délivrance transdermique

Nanosystemes

Applications

Les liposomes

Les liposomes ont ¢été utilisés avec succeés pour transporter des
médicaments a travers la peau [123] et pour encapsuler les
médicaments lipophiles et hydrophiles. En outre, ils sont utilisés pour

de nombreuses applications antifongiques et anticancéreuses [124].

Les transférsomes

Les liposomes déformables sont capables d’améliorer
I’administration cutanée in vitro de divers médicaments [125-127] et

de pénétrer in vivo sur une peau intacte [128-130].

Les éthosomes

L’idée de fabriquer un autre type de liposome flexible a été 1’objectif
de beaucoup de scientifiques. Les éthosomes, qui contiennent de
I’alcool dans la bicouche lipidique, les rendent plus flexibles
[131].1Is permettent de libérer des molécules lipophiles et d’atteindre

les couches les plus profondes de la peau [132,133].
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Les niosomes

Les niosomes ont un bon potentiel du ciblage cutané et un temps de
résidcence plus ¢élevé. Elles sont créées pour rendre les liposomes
moins rigides et laisser ces systémes bicouches aller 1a ou les

liposomes ne peuvent pas aller [114].

Les dendrimeéres

Les dendrimeres constituent une trés bonne alternative aux systémes
transdermiques a cause de la structure de ces molécules qui donnent
des formes, des tailles et des poids moléculaires relativement
uniformes| 134].1ls agissent également comme des agents augmentant
la solubilité, augmentant la pénétration des médicaments lipophiles et

pour évaluer la biocompatibilité et la toxicité [135].

Les
nanosystemesnanop

articulaires

Ces nanoparticules Solide lipidiques et les transporteurs lipidiques
nanostructuréssont  trés bonnes pour une administration
transdermique, car elles peuvent étre fabriquées sur mesure en
différentes tailles dans laquelle il est possible de modifier leur
polarité de surface d’atteindre les régions cutanées les plus profondes

[136].

Les nanoémulsions

En général, 'utilisation de ses nanoporteurs pour I’administration
transdermique est due en raison de la réduite de I’énergie de surface,
la composition de leur molécules attachées. Elles sont non toxiques
et non irritants et peuvent étre applique facilement sur la peau [137 -

139].

I1.10. Technique de diffusion transdermique

I1.10.1. Les patchs transdermiques

Un patch transdermique ou un patch cutané est un patch adhésif médicamenteux

qui est placé sur la peau pour délivrer une dose spécifique de médicament pour un effet

local ou systémique.

Les composants de base d’un patch transdermique sont :

e Matrice polymérique : elle est fabriquée sous forme de stratifiés dans

lesquels un réservoir de médicament ou une matrice médicament-polymeére est pris en

sandwich entre deux couches de polymeéres.




25

e Drogue : Le critére le plus important pour les timbres transdermiques est
que le médicament doit posséder les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques

appropriées.

e Activateurs de perméation
L’augmentation de la perméabilit¢ de la couche cornée est obtenue par 1’introduction
des activateurs de pénétration de médicament qui interagissent avec les composants

structurels de la couche cornée.

o Adhésif sensible a la pression :

I1 garantit le maintien d’un contact intime entre le patch et la surface de la peau.

o Stratifié de support : la fonction principale du stratifi¢ est de fournir un

support qui doit étre résistant aux produits chimiques et compatible avec les excipients.

e Doublure : la doublure antiadhésive est composée d'une couche de base qui
peut étre non occlusive et une couche de revétement antiadhésif composée de silicium

ou de téflon. Le revétement antiadhésif empéche la perte du médicament.

e Autres excipients : divers solvants sont utilisés pour préparer le réservoir de
médicament. De plus, des plastifiants sont ajoutés pour conférer une plasticité au timbre

transdermique.

11.10.2. Types de patchs transdermiques
11.10.2.1. Adhésif a couche unique

La couche adhésive de ce systéme contient également le médicament. Dans
ce type de patch, la couche adhésive sert non seulement a coller mais est ¢galement
responsable de la libération du médicament. La couche adhésive est entourée d'une

doublure temporaire et d'un support.
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11.10.2.2. Drogue multicouche dans 1'adhésif

Le systéme multicouche est différent, toutefois, il ajoute une autre couche de
médicament dans 1'adhésif, généralement séparée par une membrane (mais pas dans
tous les cas). Ce patch a également une couche de doublure temporaire et un support

permanent.

11.10.2.3. Réservoir

Le systeme transdermique a réservoir comporte une couche de médicament
séparée. La couche de médicament est un compartiment liquide contenant une solution
ou une suspension de médicament séparée par la couche adhésive. Ce patch est
¢galement soutenu par la couche de support. Dans ce type de systéme, le taux de

libération est nul.

11.10.2.4. Matrice

Ce systéme matriciel comprend une couche de médicament composée d’une
matrice semi-solide contenant une solution ou une suspension de médicament. La
couche adhésive dans ce patch entoure la couche de médicament la recouvrant

partiellement.

11.10.2.5. Patch Vapeur

Dans ce type de patch, la couche adhésive sert non seulement a faire adhérer les
différentes couches, mais également a libérer de la vapeur. Les patchs de vapeurs

libérent des huiles essentielles et sont principalement utilisés en cas de décongestion

[140].
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support

réservoir de médicament

‘ membrane de libération
du medicament

colle de contact

Figure I1.3 : Patch transdermique

I1.11. Les techniques avancées pour ’amélioration de la livraison transdermique
Ces techniques sont basées sur 1’utilisation d’une source d’énergie extérieure pour

contourner la barriére cutanée.

II.11.1. Electroporation

L’¢lectroporation « EP » est une approche pour la délivrance cellulaire [141].
Elle est réalisée soit parla compression mécanique des membranes cellulaires sous
I’effet d’un champ électrique, soit par la théorie qui permet de créer des pores aqueux

dans la bicouche de lipides et dans le cytoplasme [142-143].

Avant champ électrique Aprés champ électrique
Milieu extracellulaire ~OC SOOPE

. Cytoplasme

Cytoplasme

Figure I1.4 : Changement dans la structure de la bicouche de phospholipide et de la

membrane cellulaire avant et apres application d’un champ électrique pulse [144]
I1.11.2. Les microaiguilles

Généralement, les microaiguilles peuvent étre classées en 4 catégories :

o Solides (Poke and Patch) : Utilisées comme un prétraitement de la peau.
Apres avoir inséré et enlevé les microaiguilles.

o Enrobées de médicament : ce sont des microaiguilles enrobées permet une

diffusion instantanée apres un contact de peau.
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. Solubles : sont fabriquées de polymeéres biodégradables. Ce polymeére
encapsule le principe actif qui est dissout dans le corps en méme temps que les
microaiguilles.

o Creuses : Ce mécanisme fournit un conduit direct pour faire passer les

médicaments sous la peau [145].

Solid MM Coated MMN Dissolving MMN Hollow MMM

siratwum comewm & —=
viable epidermis

dernrmiis

Figure ILS : Les différents types de microaiguilles [145]
I1.11.3. Sonophorese

La sonophorése utilise les ultrasons pour améliorer le transport topique ou
transdermique des médicaments en changeant la structure de la peau ou en favorisant un

flux convectif a travers la peau.

Figurell.6 : La méthode sonophorése [146]
I1.11.4. Ionophorése

L’ionophorése est un procédé électrique non-invasif qui facilite le mouvement
des ions et molécules a travers une membrane sous 1’effet d’un faible courant électrique

constant et acceptable physiologiquement.

Electric @@ ® ®
field ®\@pe
© —

Skin

Blood vessels )

Figure I1.7 : La technique ionphorése [147]



29

1I1.1 Introduction

L’administration des médicaments a travers la peau est un concept prometteur
depuis longtemps, vu la facilit¢ d’acces, la grande surface de la peau et la grande
exposition aux réseaux circulatoires et lymphatiques, ainsi que son parcours est non
invasif [148].

L'administration transdermique revét une grande importance pour les
médicaments susceptibles de provoquer des effets indésirables systémiques, tels que les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) [149].

Ce chapitre présente un bref apercu sur cette molécule active, sur 1’état actuel
des formes posologiques, sur satoxicité remarquable et sur les différentesapplications
thérapeutiques.

Enfin une tentative a été faite pour mettre I'accent sur I'administration de ce
médicament par voie transdermique, qui surmonte les limitations des voies
d'administration actuellement disponibles pour obtenir une meilleure action
thérapeutique a tres faible dose.

I11.2. Définition de I’ibuproféne

L'ibuproféne est un médicament appartenant a la série des acides
phénylalcanoiques substitués [150]; [151 schéma III. C’est un anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS) chiral, analgésique et antipyrétique [150].

CHs

OH
CHa

HsC

Fig II1.1. Structure chimique de l'ibuproféne

I1 est aussi appelé l'acide alpha-méthyl-4- (2-méthylpropyl) benzénéthanoique

I11.3. Propriétés physiques et chimiques de I’ibuproféne

L’ibuproféne est disponible sous forme d’une poudre blanche cristallisée. C’est un
solide faiblement cireux avec une faible odeur et un gott fort et caractéristique [152].
C'est un acide faible, utilisable sous forme de sel. L'ibuproféne est relativement
insoluble dans l'eau mais il est soluble dans la plupart des solvants organiques [153]. Le

tableau suivant rapporte la solubilité de I’ibuproféne dans quelques solvants organiques.
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Tableau III.1 : Solubilité de I’ibuproféne dans quelques solvants organiques [152].

Solvant Solubilit¢ de I’ibuproféene a température
ambiante (%)

Acétone >10

Ethanol >10

Octanol 33.0

Hexane 3,3

Eau distillée <0,1

L’ibuproféne est une poudre essentiellement non-hygroscopique, car des expériences de
stockage de celle-ci dans des endroits de différents pourcentages d’humidité (0, 31, 58,

86, 94 et 100 %) pendant 3 mois ont montré que la masse de 1’IB reste constante [152].

I11.4. Mécanisme d'action de I'ibuproféne

Le mécanisme d'action de l'ibuproféne dans différents buts thérapeutiques est
bien établi. Il se présente comme un inhibiteur réversible et non sélectif des isoenzymes
de la cyclooxygénase (COX-1) et de la COX-2, responsables de la conversion de 'acide
arachidonique en prostaglandines, notamment le thromboxane et la prostacycline. Les
prostaglandines jouent un rdle clé dans la pyrexie, l'inflammation et la sensation de
douleur. Les effets analgésiques et antipyrétiques de l'ibuproféne sont attribués a

l'inhibition des prostaglandines PGE2 et PGI2 [154].

I1L.5. Voies d’administration d’ibuproféne et leur pharmacocinétique
I11.5.1. La voie orale
L'ibuproféne est le plus souvent administré par voie orale sous différentes
formes: comprimés classiques et a croquer, suspensions orales ou capsules. Bien que sa
solubilité reste un probléme, puisque il s'agit d'un acide carboxylique dans un milieu

acide aqueux [155].

I11.5.2. La voie cutanée et transdermique
L'administration des médicaments par voie cutanée est une approche appropriée
pour limiter 'effet thérapeutique au site affecté tout en limitant 1'absorption systémique.

Inversement, 1’administration transdermique des médicaments est un moyen
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d’administration systémique des médicaments favorable en raison de sa capacité a éviter
le métabolisme de premier passage [156].
II1.5.3. La voie intraveineuse (IV)

Les préparations injectables d'ibuproféne sont des solutions disponibles dans le
commerce sous forme de préparations non dosées. Ces formulations intraveineuses
conviennent a une analgésie rapide; cependant, il est difficile a les formuler sous forme
de liquide injectable en raison de la faible solubilité¢ dans I’eau [157] et de la lipophilie
du médicament. Par conséquent, il existe un risque de cristallisation aprés
'administration, pouvant conduire a la formation d'agrégats qui peut générer un embole

dans les vaisseaux sanguins [158].

I11.5.4. La par voie pulmonaire
La délivrance par la voie pulmonaire permet d’évite les pertes dans le tractus
gastro-intestinal et la destruction métabolique dans le foie. Elle est devenue une voie
prometteuse pour la délivrance systémique de médicaments. En outre, cette voie offre
une facilit¢ d'administration des médicaments peu soluble comme l'ibuproféne [159]

avec une administration pratique et non invasive [160].

I11.6. Toxicité des nanomédicaments d'ibuproféne

Actuellement, la toxicité des nanomédicaments est une préoccupation constante.
Des nanoparticules d’ibuproféne ont été étudiées et trés peu d’études ont été consacrées
aux effets toxiques possibles dans différents modeles d’animaux [161].Des préparations
développées d'ibuproféenepour administration orale, transdermique ou IV ont présenté
des réactions hémocompatibles (sans interaction avec le facteur de coagulation), non

immunogenes et non toxiques [162].

I11.7. Applications thérapeutiques

L'ibuproféne s'est révélé efficace dans de nombreuses affections cliniques telles que la
dysménorrhée [163], les douleurs dentaires [164], les maux de téte et la migraine [165],
les douleurs des tissus mous [166] et la fievre [167]. Il a également montré un effet
prometteur dans le cadre du schéma thérapeutique chez les enfants atteints de fibrose

kystique [168].



32

IV.1. Matériels

Tétraborate de sodium (BIOCHEM, Canada), Gomme Xanthane a été offerte
par le groupe pharmaceutique (SAIDAL, Algérie), Ibuprofene a été offert par le groupe
pharmaceutique (ELKINDI, Algérie), Span 80 (SIGMA ALDRICHE, France), le
Périodate de Sodium, la Gélatine, I’Hexane, 1’Ethanol, le Hydroxyde de Sodium, le
chlorhydrate Hydroxylamine et le Méthyle Orange. (BIOCHEM, France)

La gélatine : c’est une substance solide translucide, transparente ou 1égérement
jaune, constitue d'un mélange de protéines obtenue  par hydrolyse partiel

du collageéne extrait de la peau.

La gomme xanthane: c’est un polyoside ramifié. Il est constitué¢ d'une
combinaison de quatre composés: le glucose, le mannose, l'acide glucuronique et

l'acide pyruvique.
IV.2. Préparation du xanthane aldéhyde

Le xanthane aldéhyde a été préparé par une réaction d’oxydation en utilisant le
Périodate de sodium. 10 g de xanthane ont été dispersés dans 50 ml d’éthanol, en suite
50 ml d’eau distillée contenant 3g de Périodate de Sodium ont été ajouté a la

suspension. Le mélange a été maintenu sous agitation pendant 6h a 25 ° C dans le noir.

La xanthane aldéhyde obtenue a été filtré et lavée trois fois pour éliminer I’exces
du Périodate de Sodium, en suite il a été séché a 1’étuve a 40°C pendant 24h et broy¢ en

fines particules dans un mortier.

IV.3. Caractérisation du xanthane aldéhyde

IV.3.1. Spectroscopie infrarouge (FTIR)

Le xanthane et le xanthane aldéhyde ont été analysés par FTIR afin d’identifier
les groupements fonctionnels et localiser les différentes bandes d’absorption. Les
analyses par FTIR ont été réalisées a I’aide d’un spectrometre FTIR de marque
(Schimadzu, série : FTIR-8900, chine) sur une gamme de nombre d’onde allant de 400

et 4000 cm™. Les échantillons analyses ont été préparés sous forme de pastilles de KBr.
IV.3.2.Determination de la teneur en aldéhyde

L’analyse chimique a été utilisée pour déterminer la teneur en aldéhyde.
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Pour estimer la teneur en aldéhyde dans le xanthane aldéhyde, 0,1 g de ce polymere a
été dissous dans 25ml de chlorhydrate hydroxylamine 0,25N préparé dans I’eau
distillée. Environ 100 pl d’indicateur coloré de méthyle orange (solution a 0,05%) ont
été ajoutés et mise sous agitation pendant deux heures.

Ensuite le mélange a été titre par une solution d’hydroxyde de sodium 0.1N
prélevée dans la burette, le changement de couleur du rouge au jaune indique le point
d’équilibre, le nombre de mol de NaOH consommé est équivalent en nombre de mol
d’aldéhyde présent dans 1’échantillon. Voici la réaction la réaction qui correspond

e Réaction de méthyle orange :

Attachement de I’hydrogéne Charge positive de I’azote

Fig.IV.1 : La réaction qui correspond au changement de couleur du méthyl orange.
Voici la réaction de complexation entre le xanthane aldéhyde et la gélatineFig.IV.2

e Réaction de base de schif':

—C=0 HN— -
+ % ‘I:
H N N
-C=0 “z" 4 &
Xanthane  Gopine Réaction de base de
aldéhyde Schiff

Fig.IV.2 : Réaction de base de Schiff
IV.4. Procédure générale de la formulation des nanogels

Pour la préparation, une solution aqueuse de xanthane aldéhyde a 10% a été préparée

dans une solution de tétraborate de sodium 0.1M.
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Une solution de gélatine a 10% a été préparée dans ’eau distillée a 40°C, ensuite
une quantité adéquate d’ibuproféne a été dispersée dans cette solution en utilisant un

bain a ultrasons (Branson- -2800, England).

Les deux suspensions ainsi préparées ont ¢t¢ mélangées a des différentes
proportions pour obtenir un volume final de 1 ml de suspension de polymere.

Le mélange obtenu a été dispersé dans 20 ml de cyclohexane contenant 40 mg
de Span80 et le systéme obtenu a été homogénéisé par ultrasons pour obtenir une
miniémulsion inverse.

La miniémulsion a été mise sous agitation pour permettre la gélification des
nanogouttelettes et I’encapsulation de I’ibuproféne dans le nanogels.

Les nanogels obtenus ont été séparés par centrifugation en utilisant une
centrifugeuse (Sigma 3-30K, Germany), apres trois ringages le nanogel a été récupéré et

séché a 40°C.
IV.5. Optimisation du procédé de formulation

Pour I’optimisation du procédé un plan d’expérience a été utilisé, nous avons choisi
un plan factoriel complet a deux niveaux, trois facteurs et un point au centre.

Les trois facteurs étudier sont le ratio (polymere:ibuproféne), (X;, avec un niveau
haut 15 % et un niveau bas 5 %), le ratio (Gélatine:X-A), (X, avec un niveau haut 2:1
et un niveau bas 1:2), et le temps de gélification (X3, avec un niveau haut 8h et un
niveau bas 2h).

Le nombre d’expériences est calculé en utilisant 1’équation suivante :

N=L%C

: nombre d’expériences
: nombre de niveau

: nombre de facteur

O ~ O Z

: nombre de point au centre.
Donc le nombre total d’essai est de Iordre de 2°+1 = 9 essais. La matrice des essais est

donnée dans le tableau 1V.1.
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Tableau IV.1 : Matrice obtenue par le pan factoriel complet.

Essais F F> F3
Facteurs Niveau | Valeur | Niveau Valeur Niveau | valeur
Essai 1 +1 15% +1 2:1 +1 8h
Essai 2 -1 5% +1 2:1 +1 8h
Essai 3 +1 15% -1 1:2 +1 8h
Essai 4 -1 5% -1 1:2 +1 8h
Essai 5 +1 15% +1 2:1 -1 2h
Essai 6 -1 5% +1 2:1 -1 2h
Essai 7 +1 15% -1 1:2 -1 2h
Essai 8 -1 5% -1 1:2 -1 2h
Essai 9 0 10% 0 1:1 0 Sh

Les réponses étudiées sont :
Y, :le taux d’encapsulation, Y, : le diameétre moyen, Y3 : le potentiel zéta.
La dépendance de chaque réponse expérimentale «y» sur ses facteurs a ét¢ modélisée en

appliquant 1'équation suivante :
y=P0+ X Bixi+ Xy Xioiq Bijxixjt €

Ou «B0» est le terme constant,

«Bi» et «Pij» sont les coefficients de régression,

«E» est l'erreur,

Les résultats expérimentaux ont été résumés et analysés avec le logiciel MODDE 6,
(Umetrics, Suede, 2001). La qualité globale du modele mathématique, c'est-a-dire la
corrélation entre les données d'entrée et de réponse, a été évaluée par la qualité¢ de

l'ajustement R” et la prédiction Q°.

IV.6. Caractérisation des nanogels
Aprées chaque formulation, 1’essai réalisé a été suivie directement par une
analyse de taille et de charge et aprés un séchage effectué, la caractérisation a été
complétée par la détermination du taux d’encapsulation.
IV.6.1. Diamétre moyen
La taille moyenne des nanogels obtenu a ét¢ mesurée par diffusion dynamique de la

lumiére. Les mesures ont été effectuées avec I’appareil DLS de marque Horiba (SZ-100,
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USA).Les diameétres hydrodynamiquesont été calculés a partir de la fonction
d'autocorrélation de l'intensit¢ de la lumicre diffusée par les particules. Le logiciel
utilisé était NextSpec version 1.0.0.1.Tous les échantillons ont été dilués avec de 1'eau
distillée avant d’étre placés dans I’appareil, une cellule en quartz avec quatre faces lisses
a été utilisées.

Les diameétres moyens des nanogels ont été calculés par la formule suivante :

X, fixi

D.=
Y
OuD,, est le diamétre moyen arithmétique, n est le nombre de classes divisant
I'échantillon, x; est le diametre représentatif et fi est la fréquence. Toutes les mesures ont

¢été effectuées a 25°C.

IV.6.2. Le potentiel zéta

Le taux de mouvement des particules sous l'influence d'unchamp ¢lectrique oscillant
externe a €té mesuré avec un ZétamétreHoriba (SZ-100, USA).
Le potentiel zéta a été calculé a partir de la valeur de la mobilitéélectrophorétique en

utilisant 1’équation de Smoluchowski :

nan n..n

Ou "U" est la tension et "L" est la distance entre deux électrodes, "¢" et "n" sont
lesconstants di¢lectriques et la viscosité de I’eau pure, respectivement, et v est la vitesse
de déplacement. Les mesures sont triplées et toutes les expériences ont été effectuces a

25 °C.

Tous les échantillons ont été dilués puis placés dans une cellule de type GOLD

PLATING de 6 mm, Toutes les mesures ont été effectuées a 25 °C.

IV.6.3. Taux d’encapsulation

10 mg de des nanogels sec ont été dispersé dans 5 ml d’éthanol et ont été misent dans
un bain a ultrasons pendant 15 min pour extraire la totalité¢ de I’ibuproféne encapsulé a
I’intérieur des nanogels.Ensuite, chaque essai a ¢été filtré ensuite sont absorbance a 264
nm a été mesuré en utilisant un spectrophotométre UV- visibleChitach U-5100, Japon).
Le taux d’encapsulation a ¢été calculé a 1’aide de la courbe d’étalonnage de
I’ibuprofeéne préalablement réalisé¢ dans les mémes conditions opératoire en utilisant des

solutions standards de concentrations qui varies entre de 0.5 mg/ml a 0.15 mg/ml.
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L’équation de la courbe d’étalonnage a été utilisée pour déterminer la masse
expérimentale qui a ¢té introduite dans le calcul du taux d’encapsulation dans la

formule suivante :

TE =—=L * 10
mint

TE : Taux d’encapsulation en %.
Meyp © La masse expérimentale en mg.

m;y : La masse initiale en mg (théorique qui varie selon I’essai étudié, 0.15, 0.1, 0.05

mg).
IV.7. Analyse structurales des nanogels
IV.7.1. Analyse spectroscopique FTIR

Les spectres FTIR du xanthane, xanthane aldéhyde, Ibuproféne, gélatine et les
nanogels préparés ont été réalisées a ’aide d’un spectrometre FTIR de marque
(Schimadzu, série : FTIR-8900, chine) sur une gamme de nombre d’onde allant de 400

et 4000 cm™. Les échantillons analyses ont été préparés sous forme de pastilles de KBr.

IV.7.2. Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

Les diagrammes de diffraction des rayons X des nanogels ont été obtenus en utilisant un
diffractometre a rayons X Philips PW 3710 équipé d'une poudre X. Le tube fonctionnait
a 45 kV, 9 mA. Les diagrammes de diffraction des rayons X sur poudre de GLC et
GLC-HPBCD sont illustrés aux figures respectivement.

IV.7.3. Analyse par microscope électrique a balayage

L’analyse a été réalisée en utilisant un microscope ¢€lectronique a balayage de type
QANTA- 400FEI, Allemagne .L’échantillon a directement été placé sur une pastille en

carbone .La détection est réalisé en utilisant un détecteur de type LFD.

IV.8. Cinétique de dissolution in vitro
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Les essais de dissolution des nanogels ont été réalisés a I'aide d'un dissolutest a palettes
tournantes de marque ERWEKA (France), 1’ Appareil utilisé est montré dans la figure
IvV.3.

250 mg de nanogels séché ont été incorporés dans un vase contenant 500 ml de
tampon phosphate pH 7,4 (pH du milieu sanguin), la vitesse de rotation des palettes a
¢été fixée a 50 tr/min et la température a 37°C.

Chaque 30 min un prélévement de 5 ml a été prélevé et remplacé par un volume
équivalant de tampon phosphate, les prélévements sont filtrés a 1’aide d’un filtre a
seringue de porosité 0.2um. Lateneur en ibuprofénedans chaque échantillon a été dosé
par spectrophotométrie UV-Visible a 264nm en utilisant la courbe d’étalonnage

préalablement établie. La durée totale de la cinétique de dissolution est de 8 heures.

Fig. IV.3: Appareil de dissolution

IV.9. Etude de la diffusion transdermique en Ex-vivo

Afin d’étudier la diffusion en ex-vivo des nanogels, nous avons utilis¢ une cellule de
Franz (Fig. IV.4) munie d’une peau fraichement préparée.

Des rats Wistar pesant environ 150 g ont été misent sous anesthésie(étourdiment a
1’éther), leurs abdomens a été rasé et la peau a été récupérée apres dissection (Fig. IV.4).

La peau enlevée a été placée dans la cellule de diffusion, la face dermique de la peau
a été mise en contact avec le liquide (tampon phosphate) thermostaté a 37°Cqui hydrate
et maintient I’intégrité physiologique de 1’explant cutané.

Les nanogels ont été déposés délicatement sur la face supérieure (épidermique) de
I’explant. L’étude a été réalisée pendant 8h et des volumes de Sml ont été prélevés
chaque heure.Les échantillons prélevés sont filtrés par un filtre a seringue de 0.2um,puis
analysés par spectroscopie UV-visible a 264 nmpour doser la quantité d’ibuproféne

ayant traversée la peau.
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Fig. IV .4: Diffusion Ex-vivo

IV.10. Modélisation mathématique des données de dissolution et de diffusion

Le mécanisme et la cinétique de libération du médicament ont été déduits en ajustant les
courbes de dissolution aux ordres zéro, ordre 1, équation de Higuchi [170] et
Korsmeyer-Peppas [171]. Afin de décrire le comportement de libération, le meilleur

ajustement a été établi en choisissant le coefficient de corrélation le plus proche de 1.

Mt t
I
Moo

Equation d’ordre 0

Mt 12
—=kHt
Moo

Equation de Higuchi

Mt
_:kptn
Moo

Equation de Korsmeyer-Peppas

— = _kt
Moo

Equation d’ordre 1
Ou: Mt / Mo est la fraction de médicament libérée au temps t, ko est la
constante de libération d'ordre zéro, ky représentant la constante de vitesse de Higuchi,
kp est une constante cinétique incorporant les caractéristiques structurelles et
géométriques des comprimés et n est I'exposant diffusionnel le mécanisme de libération.

La valeur de n dépend de la forme de la formulation. Dans le cas de la forme



40

cylindrique, n est inférieur a 0,45 pour la version Fickienne, n compris entre 0,45 et
0,89 pour la version non Fickienne, 0,89 pour la version cas II et plus de 0,89 pour la

version super cas II [170].

IV.11. Activité anti- inflammatoire in vivo

Préparations des patchs pour I’étude in-vivo

Des patchs d’une dimension de 3cm de longueur et de 3cm de largeur ont été
préparés (figure IV.5). En premier lieu un tissu hypoallergénique a été imprégné par une
colle bioadhésive, ensuite les nanogels réhydratés ont été placés au centre du patch sur
une surface de 1 cm?. A cet effet des patchs contenant deux doses d’ibuproféne ont été

préparés (des patchs contenant 25 mg d’ibuproféne et 50 mg d’ibuprofene).

Fig. IV.5: patch d’un nanogel
Matériel (Animal)

L’activité anti inflammatoire a été étudié sur 15 rats de type Wistar, femelles, dont le
poids varie entre 120g et 150gont ét¢ utilisés lors de I’étude in vivo. Ces animaux ont
été procurés aupres de I’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux ont été placés dans des
cages en polypropyléne ou ils ont acces libre a 1’eau et a I’alimentation. Les animaux

ont bénéficiés d’une période d’adaptation de 7 jours avant leur utilisation.

Design expérimental

Les 15 rats ont été répartie en 5 lots de 3 rats chaqu’un, le design expérimental de
cette étude est donné dans le tableau IV.2. Tous les rats ont été rasés dans la région
dorsale pour pouvoir appliquer des différentes formes pharmaceutiques étudiées (gels et

patchs).

Induction de ’inflammation

Le model utilisé
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Le principe consiste a injecter, sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche du
rat, la carragénine provoquant ainsi une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par
un produit anti-inflammatoire.

Ce test nous a permis de comparer la réduction de I’cedéme de la patte apres
administration de doses égales de chacun du produit a tester et celui de référence.

Au temps Ty+ 30 min : Les rats des 5 lots ont recu 0.025 ml de la carragénine chacune
et cela par injection de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere

gauche suivant la figure IV.6.

Figure IV.6: I’injection de la carragénine

Au temps Ty + 4h : Sacrifier les rats par dislocation cervicale, et couper les pattes
postérieures droites et gauches a hauteur de ’articulation et les peser sur une balance
analytique suivant la figure IV.7.
T
_— =
e —
—_— =

= o

Figure IV.7: Sacrifier des rats et couper les pattes.

Expressiondes résultats
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e Calcule des moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et la patte droite
pour chaque lot.
e Calcule du pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’cedéme) par la

formule suivante :

moyenne des poids des pattes droite—moyenne des poids des pattes gauche

% d’cedéme = x 100

moyenne des poids des pattes droite

e Calcule du pourcentage de réduction de I’cedéme chez les rats traités par rapport au

témoin :

_ % del';edeme témoin - % de ';cedeme essai

x 100

% de réduction de I’cedéme %00 Iedime temoin
0

Tableau IV.2 : lot de 5 rats avec les différents traitements

N°¢ | Groupes Traitements
1 Témoin négatif Pas de traitement
2 Gel commercial 25 mg d’ibuproféne

(Gel commercial)

3 Gel commercial 50 mg d’ibuproféne

(Gel commercial)

4 Patch de nanogels 25 mg d’ibuprofeéne
(Patch de nanogels)
5 Patch de nanogels 50 mg d’ibuproféne
(Patch de nanogels)

V.1.Preparation et caractérisation du xanthane aldéhyde
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La préparation du xanthane aldéhyde a partir du xanthane a présenté un
rendement de 83%. Le polymere préparé a présenté les mémes propriétés visuelles que
le xanthane native, sa teneur en aldéhyde est de I’ordre de 0.15 mol.

La caractérisation par spectroscopie FTIR a montré la formation de la bonde
C=0 correspondante a la fonction aldéhyde qui a été formée sur le xanthane native.

Les spectres infrarouges du xanthane et du xanthane aldéhyde sont donnés dans

la figure.V.1 jointe qui représente en bleu le xanthane et en rose le xanthane aldéhyde

- (O-H) au environ de 3450 cm’!
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Figure .V.1 les spectres de la gomme xanthane (bleu) et le xanthane aldéhyde (rose).
Dans les deux spectres on retrouve la bande caractéristique de la fonction alcool
(O-H) au environ de 3450 cm”, on retrouve ¢galement la bande de la fonction
aldéhyde a 1637 cm’1.Cette bande est plus évoluée dans le xanthane aldéhyde que dans

le xanthane.La structure qui correspond a la formation du nanogel est dans la fig. V.2
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Figure V.2 : Structure chimique du nanogel obtenu.

V.2. Optimisation de procédé de formulation des nanogels d’ibuproféne



La matrice des résultats du plan d’expériences est donnée dans le tableau V.1.

Tableau V.1.La matrice des résultats du plan d’expériences

Essais | Facteur | Facteur | Facteur Dm Pz T.E

1 2 3 (nm) Mv) (%)
1 +1 +1 +1 161,8 32 30,06
2 -1 +1 +1 209,6 13,8 49,96
3 +1 -1 +1 208,4 31,5 84,79
4 -1 -1 +1 200,6 26,3 47,91
5 +1 +1 -1 140,6 32,3 55,55
6 -1 +1 -1 2173 45,1 67,05
7 +1 -1 -1 179,9 24,7 93,78
8 -1 -1 -1 216,5 41 60,22
9 0 0 0 192,2 24,5 64,57

44

Les données collectées ont été analysées par le MODDE 6 afin de trouver une relation

entre les facteurs (X, X, et X3) et la réponse (Y).Voici I’histogramme dans la fig.V.3.

020

Taux d'encapsulation

Diametre moyen Potentiel Zeta

Fig.V.3 : Histogramme représentant le coefficient de corrélation et le coefficient de
prédiction
V.3. Effets des facteurs sur les réponses
Les réponses Y peuvent €tre visualisées en affichant les histogrammes de
parametres indicatifs des modeles d'ajustement de la qualité et de prédiction dans la
conception expérimentale (corrélation R? et prédiction Q?) et le tracé de la surface de

réponse.



45

V.3.1. Taux d’encapsulation
eLes facteurs ratio gélatine : X-A et le temps influencent négativement sur le taux
d’encapsulation contrairement au ratio polymere : Ibuproféne.

«L’interaction de tous les facteurs influence négativement.

20
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-10
-20
-30
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Po:Ib*GE: XA
GE:XA
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Po:lb

GE:XA*temps

Po:lb*temps

Figure V.4 : Effets des facteurs sur le taux d’encapsulation

R? et Q* : La figure V.4 montre des histogrammes de paramétres indicatifs pour la
modeles d’ajustement et de prévision de la qualité sur la surface de réponse,

I’ajustement R” de Y est 0.991 et la prédiction Q* de Y est 0,676.

V.3.2. Le diamétre moyen

eLes facteurs ratio Polymeére: Ibuproféene et le ratio Gélatine: X-A influencent
négativement sur le diametre moyen alors que le temps influence positivement.

oL’interaction du ratio Polymeére : Ibuproféne avec le ratio Gélatine : X-A influence
négativement et I’interaction du ratio Polymeére : Ibuproféne avec le temps influence

positivement,tandis que l’interaction du ratio Gélatine : X-A et le temps est presque

nulle.
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Figure V.5 : Effets des facteurs sur le diaméetre moyen
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R? et Q% La figure V.5montre des histogrammes de paramétres indicatifs pour la
modeles d’ajustement et de prévision de la qualité sur la surface de réponse,

I’ajustement R? de Y est 0.995 et la prédiction Q* de Y est 0,722.

V.3.3. Le potentiel zéta
eLes facteurs temps et le ratio Polymere : Ibuproféne influent négativement sur le
potentiel z€éta alors que 1’influence du ratio Gélatine : X-A est nulle.
«L’interaction du ratio Polymére : Ibuproféne avec le temps et avec le ratio Gélatine :
X-A influence positivement alors que ’interaction du ratio Gélatine : X-A avec le temps

influence négativement.
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Figure V.6 : Effets des facteurs sur le potentiel zéta

R? et Q*: La figure V.6 montre des histogrammes de paramétres indicatifs pour la
modeles d’ajustement et de prévision de la qualité sur la surface de réponse,

I’ajustement R* de Y est 0.932 et la prédiction Q* de Y est 0,195

V.4. Modélisation et prédiction des résultats

Les modeles obtenus nous permettront de prédire les réponses pour les valeurs
proposées des facteurs, la significativité des valeurs obtenues dépendra de la précision
des modeles obtenus. Selon les valeurs de P obtenues par 1’analyse ANOVA, tous les
modeles mathématiques sont statistiquement significatifs (P<0.05) sauf le potentiel zéta
qui est non signifiant.

Les différents modeles mathématiques de notre procédé sont donnés dans le tableau V.2
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Tableau V.2 : les modeles mathématiques

Réponses Modeles mathématiques probabilité | Significativit
P ¢ du modele
Taux d’encapsulation | Y = 61.54+4.88X1-10.51 X2 - 0.028 Signifiant
(%) 798 X3 -12.73X1X2 -0.63
X1X3-2.66 X2X3
Diameétre moyen Y = 191.87-19.16X1 -9.51X2 0.016 Signifiant
(nm) +3.26X3—
11.96X1X2+9.16X1X3
+0.11X2X3
Potentiel zéta Y = 30.13 -0.71X1-0.03 X2 - 0.189 non
(mV) 4.93X3+2.06X1X2+6.56 X1X3 signifiant
-2.96X2X3

A c’est la probabilit¢é de la régression est significative a 95%. Le modéle est
statistiquement bon et B c’est la probabilit¢ de la régression n’est pas significative a
95%, Le mode¢le est statistiquement faible.

L’essai optimum du plan d’expériences étudié permettant le meilleur taux
d’encapsulation est I’essai numéro 7 qui correspond a un ratio de 15% (polymere:

ibuprofene), ratio de 1 : 2 (Gélatine:X-A) avec un temps de gélification de 2h.

V.4.1. Taux d’encapsulation

a) Pour une valeur fixe Xj. temps, le taux d’encapsulation diminue lorsque X,

(Gélatine : X-A) diminue et X3, (Polymere : Ibuproféne) augmente.

Taux d'encapsulation

Celatine:X—4

— T T T 7T
5 ] 7 8 2 12 11 12 13 14 15
Faolymere:lbuprofens

Figure.V.7 :Evolution du taux d’encapsulation
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b) Pour une valeur fixe X,(G¢élatine : X-A), le taux d’encapsulation augmente lorsque le
facteur X, (Polymere : Ibuproféne) augmente et le facteur X; . temps diminue.

Taux d'encapsulation

termps

a 4] 7 g 9 10 11 17 13 14 715
Palymere:lbuprofens

Figure. V.8 : Evolution du taux d’encapsulation en fonction du facteur (X;, Polymére :

Ibuprofene) et le facteur (X3, temps) et un facteur fixe (X2, Gélatine : X-A)

¢) Pour une valeur fixe X;(Polymére : Ibuprofene), le taux d’encapsulation diminue

lorsque le facteur Xs(temps) et le facteur X2(G¢élatine : X-A) diminuent.

Taux d'encapsulation
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.55
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ZDZ5 30354045 5055868065 7.07.580
temps

Figure V.9: Evolution du taux d’encapsulation en fonction du facteur X, (Gélatine : X-
A) et du facteur X3(Temps) et un facteur fixe X1(Polymére : Ibuprofene)

V.4.2. Diameétre moyen
a) Pour une valeur fixe de X, (temps) Sh, le diamétre moyen diminue lorsque X

(Polymere : Ibuproféne) et X, (Gélatine-XA) diminuent.
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Diametre moyen

Celatine¥—A

T T 7
5 g7 8 9 10 11 12 13 14 15
Folymeresdbuprofene

Figure V.10 : Evolution du diamétre moyen en fonction du facteur X; (Polymere :
Ibuproféne), du facteur X, (Gélatine : X-A) et un facteur fixe Xj (temps).

b) Pour une valeur fixe X, (Gélatine : X-A), le diameétre moyen diminue lorsque le

facteur X;(Polymeére : Ibuproféne) et X5 temps diminuent.

Diametre moyen

a 3] 7 g 9 10 11 1F 13 14 15
Palymere:lbuprofens

Figure V.11 : Evolution du diamétre moyen en fonction du facteur X;(Polymére :
Ibuproféne) et du facteur X3 (temps) et un facteur fixe X, (Gélatine : X-A).

¢) Pour une valeur fixe X;(Polymeére: Ibuproféne), le diamétre moyen augmente lorsque

le facteur X3(Temps) augmente et le facteur X, (Gélatine : X-A) diminue.
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Diametre moyen
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Figure V.12 : Evolution du diamétre moyen en fonction du facteur X;(Temps) et du

facteur X,(Gélatine : X-A) et un facteur fixe X; (Polymere : Ibuproféne)

V.4.3. Potentiel zéta
a) Pour une valeur fixe X3 (Temps), le potentiel z&€ta diminue lorsque le facteur X;

(Polymere : Ibuproféne) et le facteur X, (Gélatine : X-A) diminuent.
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Figure V.13 : Evolution du potentiel z€ta en fonction du facteur X;(Polymeére :
Ibuproféne) et du facteur X,(Gélatine : X-A) et un facteur fixe X3(Temps).

b) Pour une valeur fixe X, (Gélatine : X-A), le potentiel zéta diminue lorsque le facteur

Xi(Polymere : Ibuproféne) et le facteur X3(Temps) diminuent.
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Potentiel Zeta

ol G 7 g 410 11 12 13 14 15
Palymere:lbuprofens

Figure V.14 : Evolution du potentiel zéta en fonction du facteur X, (Polymére :
Ibuprofene) le facteur X3(Temps).

c) Pour une valeur fixe X; (Polymere : Ibuproféne) fixe, le potentiel zéta diminue

lorsque le facteur X5 (Temps) diminue et le facteur X, (Gélatine : X-A) augmente.

Potentiel Zeta

Gelatine:x—A

LA L I L L I L R
Z0 72530354045 50558065 7.07.580
temps

Figure V.15 : Evolution du potentiel z€ta en fonction du facteur X3(temps) et du
facteur X2 (Gélatine- X-A) et un facteur fixe X1((Polymere : Ibuproféne).
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V.5 Analyse spectroscopique FTIR

La formation des nanogels est basée sur la réaction de deux macromolécules, la
premiére est la gélatine portant des charges positives NH; " et le xanthane aldéhyde qui
est un polymérechargé négativement. Les spectres infrarouges de 1’ibuproféne, de la

gélatine, de xanthane aldéhyde et des nanogels sont donnés dans la figure V.16.
3300 cm™’ des groupes amines N-H2
2000 cm™’ des groupes
BT //_\ = = carboxylique HO-C=0O
a9 -: g b
BE S\ X - 1445 cm™’ des

groupements
amides C=0

Fig. V.16.Le spectre FTIR de I’ibuproféne en gris, la gélatine en rouge,

le xanthane aldéhyde violet claire et les nanogels en violé foncé

Les bandes apparaissant au environ de 3300 cm” pour la gélatine et le xanthane
aldéhydes sont caractéristiques des groupes amines apparaissant dans les résidus d’acide
aminé basique tel que I’argénine, la lysine, et ’hystiline qui peuvent étre chargés
positivement (en fonction du pH), et les bandes apparaissant avec une faible intensité au
environ de 2900 cm™.Pour le xanthane aldéhyde son caractéristique des groupes
carboxylique chargés négativement. La liaison des charges positives et négatives
favorise le processus de gélification des nanogels par la formation des groupements
amides. Sur les nanogels un pic peut étre observé au environ de 1445 cm™ ce qui
indique la présence des groupements amides preuve de la formation du complexe entre

les deux polyélectrolytes [172].

V.6. Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

La figure V.17 représente un difractograme de 1’ibuprofene pur .Le médicament
présente une structure cristalline ,les pics caractéristiques des phases cristallines de
I’ibuproféne sont situés dans la région 2-thita comprise entre 3 et 25.L’intensité de ses

pics est tres elevée et dépasse les 70000.
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Figure V.17 : Un difractograme de 1’ibuprofene pur

Les deux chromatogrammes des polymeres utilisés, le xanthane aldéhyde et la gélatine

sont donnés dans les figures V.18 ; V.19 respectivemeent .
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Fig V.18 : difractograme du xanthane aldéhyde

Les deux polymeéres présentent une trés faible cristallinité,une intensité de 18000 pour le

xanthane aldehyde et de 22000 pour la gélatine.

[ —

. ———=22100

ianrpinatitvennaneny ' §

Fig.V.19 :difractograme de la gélatine
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La figure V.20 représente le difractocgramme du nanogel .En premier lieu on observe la
disparition totale des phases cristallines caractéristiques de I’ibuproféne.L’intensité

observée dans le difractogramme ne dépasse pas 20000.
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Fig.V.20 :difractocgramme du nanogels

V.8. Analyse par microscope électrique a balayage

La figure V.21 représente une microphotographie des nanogels obtenus apres
séchage. Il présente une structure poreuse, d’une forme plus au moine globulaire qui
rappelle la forme sphérique d’une nanogouttelette gélifiée (unnanogel en milieu aqueux.
cet aspect poreux nous permet de prédire que les nanogels ont la capacité d’absorber les

liquides et de se déformer [173].
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FigV.21. Microphotographie des nanogels
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V.9. Cinétique de dissolution in vitro

Les résultats de la dissolution du nanogel sont donnés dans le Figure V.22
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Fig V.22 : courbe de la dissolution (%) (Libération de I’ibuproféne) du nanogels

dissous en fonction du temps a un pH de 7.4 et a 37°C

On observe une augmentation trés rapide de la dissolution lors des 30 premicres
minutes, ensuite cette dissolution est ralenti jusqu’a atteindre une valeur de 98,52%
aprés 120 minutes de dissolution .Les valeurs obtenus montrent que les nanogels
préparés ont la capacit¢ de relarger la totalit¢ du principe actif encapsulé. Cette

dissolution trés importante a déja été préalablement décrite dans des travaux antérieurs
[174,175].

La modélisation de cette cinétique de dissolution en utilisant quarte modéles
mathématiques de pharmacocinétique a montré que la dissolution est proche a la

cinétique décrite par le model de KorsmeyerPeppas.

Tableau V.3 : Les valeurs du coefficient de corrélation pour chaque mode¢le de la

dissolution.
Cinétique de dissolution R?
Ordre 0 -0.065
Higuchi model 0.75
Ordre 1 -1.035
Korsmeyer Peppas 0.786
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V.10. Etude de la diffusion transdermique en Ex-vivo
Les résultats de la diffusion transdermique avec la cellule de Franz pour le nanogel

sont donnés dans la figure V.23
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Figure. V.23 : courbe des absorbances du nanogels dans la cellule de Franz a un pH de

7.4a37°C

Cette diffusion suie une trajectoire plus en mois linéaire, aprés six heurs d’application,

les nanogels ont permis la diffusion de 84,89% a travers la peau.

La modélisation de la cinétique de diffusion transdermique a été réalisée pour quatre

model différents : ordre 0, ordre 1,Higuchi et korsmeyer peppas
Cette cinétique de diffusion suie parfaitement le model de Higuchi.

Tableau V.4 : Les valeurs du coefficient de corrélation pour chaque modele de

diffusion.
Cinétique de diffusion R?
Ordre 0 0.619
Higuchi model 0.95
Ordre 1 0.46
Korsmeyer Peppas 0.29

V.11. Activité anti- inflammatoire in-vivo

L’¢évaluation de I’activité anti inflammatoire in-vivo a été réalisée en utilisant I’cedéme
de la patte induit par la caraggénine, I’cedéme a augmenté avec une valeur de 118,79 +
17,74 % pour les rats du groupe témoin négatif .Les résultats de 1’augmentation de

I’cedéme sont donnés dans la figure V.24.
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Le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme pour le gel commenciel a une dose de 25mg et
50mg sont 106,17+17,17% et 74,79+ 23,09%. Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme
pour le patch a une dose de 25mg et 50mg sont 72.7243.00% et 21.34+ 7.55%,

De manicre générale I’augmentation des cedémes dans le gel classique commercial que

les patchs a base de nanogels.
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Figure V.24 : histogramme représantant 1’augmentation de 1’oedeme pour les cing
lots.

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme a été représenté dans la figure V.25.Les
résultats de I’cedéme

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme pour le gel commenciel a une dose de 25mg et
50mg sont 10.61+1.71% et 37.03+ 11.43%. Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme
pour le patch a une dose de 25mg et S0mg sont 38.77+1.6% et 82.03% 9.03%.

De maniére générale 1’inhibition des cedémes dans le gel classique commercial que les

patchs a base de nanogels.
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Figure. V.25 : histogramme représentant la diminution de 1’cedéme pour les cinq lots.

V.12 Discussions des résultats et proposition du mécanisme d’action

Cette augmentation de 1’activité anti inflammatoire de I’ibuproféne aprés son
encapsulation dans les nanogels est expliquée par deux mécanismes différents.

Le premier mécanisme est la pénétration rapide des nanogels a travers la peau et
ceci dueau faible taille des nanogels. Effectivement les nanogels obtenus présentent un
diamétre moyen de 179.9 nm tendis que le diamétre des pores de la peau est de 1’ordre
de 250 nm [176].

Le deuxiéme mécanisme est 1’augmentation de la solubilité de 1’ibuproféne apres
formulation, 1’analyse par diffraction des rayons x a montré une diminution de la
cristallinité donc une augmentation de la dissolution in-vitro ce qui correspond a une

augmentation de la biodisponibilité in-vivo et donc I’efficacité thérapeutique[ 177].
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail a permis de concevoir de nouvelles formes
pharmaceutiquesinnovantes pour le confort du patient constitué¢ d’une partie intégrante
de la pharmacie industrielle.

Les défis actuels liés a I’administration des médicaments impliquent la mise au point de
mécanismes capablent de transporter efficacement une quantit¢ suffisante de
médicaments, a trouver divers obstacles physiologiques pour atteindre des sites
thérapeutiques.

Le développement des nanosystémes est un domaine de recherche qui pourrait
améliorer un domaine de recherche atteint plusieurs modeles, endiminuant notamment
les effets secondaires des traitementsclassiques. Dans ce cadre, nous avons formulé et
caractérisé des nanogels a base de gélatine et de xanthane aldéhyde et de 1I’ibuproféne
comme principe actif.

La réalisation de ce travail a été exécutée avec succes dans lequel tout les résultats
obtenus ont été acceptables et dans les normes.

Durant la préparation de notre nanosystemepharmaceutiques,on a développé une
méthode physico-chimique capable de formuler unmodéleadéquat, afin de tirer une
formulation optimale avec les meilleurs conditions, nous avons utilis¢ un plan
d’expérience type factoriel complet.Le plan d’expérience nous a permis de sélectionner
un essai optimum avec les caractéristiques de taille, de charge et de taux
d’encapsulationd’ibuproféne. Les analyses effectuées ont permis de vérifier la bonne
préparation et les bonnes caractéristiques du nanogel dans laquelle I’analyse FTIR a
montré tous les groupementsnécessaires pour avoir la bonne complexation entre les
différents composants de la formulation. L’analyse DRX a démontré que le nanogel n’a
pas de structure cristalline. Le MEB,nous a renseigné surla forme globulaire et poreuse
de la formulation, tendis que le teste en ex-vivo, in vitro et in vivo ont démontré la
bonne libération du principe actif et la bonne diffusion atravers la peau avec une
meilleur efficacité thérapeutique.

La formulation de patch abase de nanogel a démontré qu’elle est meilleure par rapport
au gel traditionnel. Cette forme pharmaceutique est trésprometteuse pour la délivrance

transdermique des molécules bioactives et peut servir de modele pour la délivrance des
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médicaments de différents classes thérapeutiques comme les anti-inflammatoire pour

diminuer leurs effets indésirables dans le corps humain.

Ce travail est loin d’étre achevé, il serait intéressant de terminer la caractérisation

thermique des nanogels, et de passer aux analyses cliniques.
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