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Reéesume

Dans ce travail, la préparation et la caractérisation de micro/nanoparticules de
chitosane par la méthode de gélation ionotropique ont été entreprises en vue de
I’encapsulation et la libération contrélée de la Doxycycline qui est un antibiotique important

appartenant a la classe des tétracyclines.

Ces systémes micro/nanoparticulaires simples a base du chitosane (NP-CS, pP-CS,
pS-CS) ou chargés en principe actif (NP-CS-Doxy, uP-CS-Doxy, uS-CS-Doxy) ont été par la
suite caractérisés par spectroscopie infrarouge (FTIR), par diffraction des rayons X (DRX) et

par microscopique électronique a balayage (MEB).

Les résultats obtenus montrent, a priori, que la capacité d’encapsulation des
nanoparticules en doxycycline est supérieure par rapport a celle des microparticules (uP) et
des microspheres (uS) et que I’agent actif est supporté sans aucune modification chimique.
En outre, les résultats montrent que la libération de 1’antibiotique est relativement lente et peut
demander plus que 24 heures ce qui est normalement un critére pour assurer une action

contr6lée ou prolongée.

Mots clés : Chitosane, doxycycline, nano/microparticules, vectorisation.



Abstract

In this work, we carried out the synthesis and characterization of the
micro/nanoparticules based on chitosan using the ionotropic gelation route in the case of
encapsulation, protection and controlled release of Doxycycline is an important antibiotic

belonging to the tetracycline class.

A simple systems based on chitosan (CS-NP, uP-CS, uS-CS) or blends ones (CS-
Doxy, uP-CS-Doxy, uS-CS-Doxy) were prepared and characterized by infra-red spectroscopy
(IR), (DRX) ,scanning electron microscopy (SEM).

The results show, a priori, that the encapsulation in nanoparticles doxycycline capacity
greater compared to that of the microparticles (uP) and microspheres (uS) and that the active
agent is supported without any chemical modification. In addition, the results show that the
release of the antibiotic is relatively slow and may require more than 24 hours which is

normally a criterion for controlled or prolonged action.

Key words:

Chitosan ,doxycyclin , nano/microparticules,targeting.
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LISTE D'ABREVIATION

CS : Chitosane.

Doxy : Doxycycline.

TPP/TPPS : tripolyphosphate / tripolyphosphate de sodium.
DA : degré d’acétylation.

DD : degré de désacétylation.

NP-CS : nanoparticule de chitosane.

MP-CS : microparticules de chitosane.

pS-CS : microspheéres de chitosane.

NP-CS-Doxy : nanoparticule de chitosane avec la Doxycycline.
puP-CS-Doxy : microparticules de chitosane avec la Doxycycline.
uS-CS-Doxy : microspheres de chitosane avec la Doxycycline.
FTIR : spectrophotométrie infrarouge a transformée de fourrier.
MEB : microscopies a balayage électronique.

DRX : diffraction des rayons X.

UV-visible : spectrophotométrie uv-visible.

SGF : simulated gastrique fluid (fluide gastrique simulé).

PA : principe actif.

nm : nanometre.

pm : micrometre.
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Les micro/systemes d'administration des principes thérapeutiques offrent
actuellement plusieurs avantages par rapport aux formes et présentations classiques
(comprimés, sirops, ...etc.) : ils peuvent étre associés a une efficacité élevée, une réduction
de la fluctuation des taux circulants de médicaments, et une amélioration de I'observance
des patients [1,2]. Ces particules peuvent étre administrées, a titre d’exemple, par voie
parentérale, nasale ou pulmonaire sous la forme de poudres ou de suspensions. En outre,
grace a des complexes avec des matériaux polymériques biodégradables et biocompatibles,
la libération contrélée de I'agent thérapeutique contenu dans des microsphéres peut étre
assurée. Parmi les polymeres d’utilisation potentielle dans ce domaine, le chitosane est choix

incontestable car il est disponible, pas cher, biocompatible et biodégradable.

L'action bactéricide du chitosane est bien connue et il a été largement étudié
particulierement au cours des dernieres années. Le mécanisme de l'effet bactéricide du
chitosane a été attribué a une interaction électrostatique entre les NHs*des groupes de CS et
les groupes phosphoryle des composants phospholipidiques et lipopolysaccharides (LPS) des
membranes de cellules bactériennes, ce qui augmente leur perméabilité et en fin de compte

détruit des fonctions vitales en vidant le contenu cellulaire de la bactérie [3].

Une biodisponibilité contrdlée ou régulée d’un principe actif est un sujet de premiére
importance. Il faut noter, par exemple, que les peptides et protéines ont généralement une
demi-vie plasmatique trés courte, ce qui exige une administration répétée pour maintenir la
concentration plasmatique des protéines ou peptides dans la fenétre thérapeutique. Les
raisons de la courte demi-vie plasmatiques des protéines et peptides sont nombreuses [4]:
(1) élimination rapide par filtration rénale ; (2) dégradation enzymatique ; (3) capture par le

systeme réticuloendothélial ; (4) faible stabilité en milieu physiologique.

Par conséquent, il apparait actuellement incontournable de développer des systémes
a libération prolongée «Drug Delivery System » ce qui permet de réguler la libération des
peptides ou protéines —ou tout autre agent actif- au cours du temps et donc d’améliorer la
tolérance des patients envers le traitement, de diminuer le risque de toxicité et d’augmenter
I'efficacité du traitement. Ces spécialités sont développées selon des procédés qui seront
présentés dans les premiers chapitres de ce mémoire. Par définition, un systéme a libération

prolongée doit satisfaire aux deux conditions suivantes : (1) inclusion d’'un composé qui
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permet de moduler les caractéristiques du systéme comme la vitesse de libération, la durée
de libération ou la cible d’action et (2) la durée d’action qui doit étre supérieure a 24 heures
[5].

Le rble des nanoparticules comme un véhicule potentiel pour les agents
antimicrobiens dans le traitement des infections bactériennes est examiné dans le cadre de
la thématique abordée ici. L'activité antimicrobienne a partir de matrices nanoparticulaires
encapsulant des agents antimicrobiens in vitro et in vivo devrait étre améliorée par rapport
aux formes classiques. Cette revue discute systématiquement I'efficacité, les mécanismes,
l'influence des facteurs, I'enjeu et les perspectives des nanoparticules biodégradables pour
I'administration intracellulaire d'agents antimicrobiens afin d’explorer des stratégies en
matiere de développement des nanosystémes plus efficaces capable de surmonter les

difficultés dans le traitement des infections intracellulaires [6].

Ce modeste travail est partagé en trois chapitres :

On présentera dans le premier chapitre une synthése bibliographique sur
I’encapsulation, les déférant types de nano/microparticule, la production et Ia

caractérisation ainsi que les propriétés et les applications de chitosane.

Le second chapitre est consacré aux différentes procédures expérimentales, a
I'analyse des résultats et aux discussions relatives a la préparation et la caractérisation des
micro/nanoparticules a base du chitosane vide et chargées de doxycycline, rigidifié par le
tripolyphosphate de sodium (TPPS). Une caractérisation étendue des différents produits

obtenus par FTIR, MEB, DRX est présentée dans cette étude.
Enfin, le troisiéme chapitre est consacré a une étude sur la cinétique de libération de

I'agent actif -préalablement encapsulé dans les nanoparticules du chitosane- in-vitro dans

un fluide biologique simulé, le SGF.
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I. Introduction
I.1. Importance des systémes nanoparticulaires pour la délivrance de principes actifs

Depuis une trentaine d’années, ’intérét des nanotechnologies dans le domaine
biomédical n’a cessé de croitre. Cette discipline offre des perspectives uniques pour la
délivrance ciblée en imagerie médicale (diagnostic), en thérapie génique et pour
I’administration d’agents thérapeutiques [7,9].

Une nanoparticule est un assemblage d’atomes ou de molécules, formant un objet
dont les trois dimensions sont a I’échelle nanométrique, c'est-a-dire une particule dont le
diametre nominal est compris entre 1 et 100 nm. A titre de comparaison avec les structures
organiques naturelles, les nanoparticules se situent principalement dans la gamme de taille

correspondant aux protéines (Figure I.1). [10]

Atomes Brins d"ADN  Protéines Virus Bactéries Cellules

®

Loovvnmmd e vvomd  vosomd ey rnmd v iy

1A 1nm 10 nm 100 nm 1pm 10 pm 100 pm

\ J
Y

Nanoparticules

Figure I. 1 : Gamme de tailles des nanoparticules, en comparaison avec les principales

structures chimiques et biologiques.[10]

Une nanoparticule est également définie comme ayant « un diametre suffisamment
petit pour que les propriétés physiques et chimiques différent de fagon mesurable de celles des
matériaux en vrac ».[10]

La faible taille des nanoparticules leur confére des propriétés intéressantes. Elle offre
en effet une importante surface spécifique et une grande stabilité. Ces particules ont
effectivement 1’avantage de former des dispersions qui ne sédimentent pas.

De nouveaux systémes submicroniques de délivrance (nanoparticules), avec de nouvelles
propriétés physico-chimiques (taille, propriété de surface, stabilit¢ dans le milieu
biologique...) et de nouveaux matériaux (polymeéres, lipides, métaux...), sont régulierement

élaborés et testés. Ces systemes offrent une excellente opportunité pour 1’administration de
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principes actifs présentant une toxicité importante ou une faible solubilité, voire une
instabilité notable in vivo. La toxicité de ces principes actifs est généralement due a leur
accumulation indésirable dans les tissus sains, entrainant dans plusieurs cas 1’abandon du
traitement. Les systémes submicroniques sont capables non seulement de protéger les
molécules actives (molécules chimiques, peptides, protéines, ADN, ARN) de la dégradation
mais également de contrdler leur libération dans le temps et dans I’espace.

La conception d’outils submicroniques pour des applications biomédicales (nano-
médecine) est un processus trés complexe qui nécessite la compréhension et la maitrise de
différents aspects liés aux nanoparticules : aspects chimiques, physico-chimiques,
biopharmaceutiques et pharmacologiques. La conception de nano-vecteurs doit
nécessairement répondre a deux principaux critéres :

> Les matériaux utilisés doivent étre biodégradables et biocompatibles. Ils doivent
pouvoir étre éliminés par 1’organisme et ne pas induire de réactions toxiques et/ou
inflammatoires. En effet, ’accumulation et le stockage de certains matériaux dans

I’organisme pourrait conduire a des effets toxiques pour les cellules, en particulier

apres administration répétée de ces nano-systémes.

> lls doivent assurer 1’encapsulation d’agents actifs, leur transport puis leur libération au

niveau de la cible biologique.

1.2 Encapsulation des principes actifs

1.2.1 Définition de I’encapsulation

L’encapsulation permet d’une part de protéger le PA de I’environnement qu’il entour
(humidité, oxygene, lumiére...) et d’autre part de modifier la forme, le volume, la densité en
transformant des liquides en solides finement dispersés. Ainsi, l'une des principales

applications de I’encapsulation est de la contr6lée ou prolongée dans le temps du PA

1.2.2 Définition des vecteurs pharmaceutiques
Les vecteurs pharmaceutiques sont des structures capables de véhiculer un principe
actif en modifiant sa distribution tissulaire et / ou cellulaire, ou ses interactions avec des

cellules cibles.
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1.2.3 Les différentes générations de vecteurs pharmaceutiques

On distingue trois générations de vecteur selon leur taille et I’application envisagée.

Vecteurs de premiére génération (encapsulation du PA)

Vecteurs de deuxiéme génération (encapsulation du PA + furtivité)

Vecteurs de troisiéme génération(encapsulation du PA-+furtivité+ciblage cellulaire)
a) Les vecteurs de premiére génération (Agissent sur les organes)

Sont des systétmes colloidaux (liposomes, Nanocapsules, Nanospheres,
Nanoemulsions,...) dont la surface est de nature plutét hydrophobe sont repérés et capturés
par le systétme immunitaire (macrophages) en quelques minutes. Aussi, le médicament est

donc libéré essentiellement dans le foie, la rate, les reins et 1a moelle osseuse.
b) Les vecteurs de deuxiéme génération (agissent sur les tissus)

La surface ici est rendue hydrophile par adsorption physique de polymeéres amphiphiles ou
par fixation chimique de polymeres hydrophiles afin d’empécher I’adsorption de protéines
plasmiques (opsonines) qui déclenche la capture de ce corps étranger par les macrophages.
Ces nanoparticules a surface hydrophile sont qualifiées de « furtives » et présentent une durée

de vie accrue dans 1’organisme.

¢) Les vecteurs de troisiéme génération (agissent sur les cellules)

Dans certains cas, il est cependant nécessaire d’utiliser des PA relativement toxiques (lors
de traitements anticancéreux par exemple), donc de contrdler les quantités administrées en
ciblant précisément les zones a traiter. Pour ce faire, les vecteurs de troisiéme génération
peuvent reconnaitre sélectivement des marqueurs spécifiques surexprimés a la surface de
cellules cibles grace a des ligands (anticorps, peptides, sucres,...) fixés a la surface de

nanoparticules « furtives ».

+
o
‘ %
‘- LN "
- . o
+ »
Agent de furtivite Agent de ciblage
Veoteur de 12 géndratinn Veoteur de 20 génération Veotewr de 3 géndration

Figure 1.2 : Différentes générations de nanoparticules polymériques [11]
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1.2.4 Les différents types de vecteurs pharmaceutiques:

Les différents types de particules utilisées comme vecteurs pharmaceutiques sont figurées

ci-dessous (Fig.1.3)

Piegeage de polyanions 2;»” ou de petites molacules chargéas ‘&

_ Complexes polyélectrolytes Pairas d'ions

Dendrimer aves  Manocapsuls, cosur
Complexe sopsurcomplexe  Vacteurrecouvert  groupements  AQUBUX contenant urn
polyclectrolyte  polyélectrolyte  de polymére charge  chargés polymidrs chargé

Piggeage de maoléeules widraphiles

, L
e

Manosphere  Manccapsulss
Palymersome  cosur hydrophils  coeur agueux Liposorme Dendrimer

Pisneage de moléoules hydrophobes cu trés peu solubles A

capaule Manosphéare da Manngapsuls Manosphérs
iipidinue lipides sofides  cosurlipophile  Dendrimer ceewr huilstee cosur hydrophobe  Ligosoms

Figure 1.3 : Différents types de particules permettant I’encapsulation d’un principe actif [12]

» Les liposomes

Vésicule biodégradable composée de deux couches de lipides et d’un compartiment
aqueux au centre de la nanoparticule. Lorsque le PA du médicament a stocker sans le
liposome est hydrophile, il est placé dans le compartiment aqueux, mais lorsqu’il est
lipophile, il est placé dans la bicouche de lipides. Le liposome mesure environ 100 nm ce qui

fait de lui un agent 70 fois plus petit qu’un globule rouge [13].

Page | 6



Chapitre | : Synthése Bibliographique

> Les nano/microsphéres

Les nano/microsphéres sont des systémes matriciels caractérisés par la présence du
principe actif dispersé de fagon hétérogeéne ou dissous sous forme de dispersion moléculaire
dans une matrice de polymeére biodégradable de forme sphérique. Ce principe actif sera libéré
lors de la dégradation de nanospheére.

» Les nano/microcapsules

Les nano/microcapsules sont des systémes réservoirs ou le principe actif est entouré
d’une membrane de polymeére biodégradable.
» Les micelles
Les micelles sont des agrégats de morphologie sphérique de molécules amphiphiles,
généralement des tensioactifs, dont la téte polaire hydrophile est au contact de 1’eau tandis que
les parties hydrophobes sont regroupées et dirigées vers I’intérieur afin de minimiser leur
contact avec I’eau [14].

> Les nanoparticules polymériques

Les polymeres ont attiré une grande attention pour leur capacité a s’auto-organiser en
solution pour former des types variés de nano-objets. Cette capacité a s’organiser est
gouvernée par les propriétés physico-chimiques de ces polymeéres, en particulier la balance
hydrophile/hydrophobe.

La plupart des nanoparticules polymériques utilisées en nanomédecine sont
biocompatibles et biodégradables, elles sont propices a I’encapsulation et a la délivrance
d’une gamme importante de molécules thérapeutiques. Parmi les polymeéres les plus utilisés
pour la formation de nanoparticules, nous pouvons citer les gélatines, le chitosane, les
copolyméres poly(lactide-glycolides), le poly(lactide), le poly(glycolide) et les
poly(cyanoacrylate Les polymeéres ont attiré une grande attention pour leur capacité a s’auto-
organiser en solution pour former des types variés de nanoobjets. Cette capacité a s’organiser
est gouvernée par les propriétés physico-chimiques de ces polymeéres, en particulier la balance
hydrophile/hydrophobe [15,16].

Dans notre travail, on a choisis les nanoparticules polymériques a base de chitosane comme

vecteur thérapeutiques pour I’encapsulation de la doxycycline.
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1.3 Le Chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire formé d’unités D-glucosamines entre elle
par des liaisons glycosidiques et de N-acétyl-glucosamine. Le chitosane est un polysaccharide
naturel et linéaire obtenu par désacétylation de la chitine qui est le deuxiéme biopolymére le
plus abondant dans la nature aprés la cellulose [17].

En raison de ses propriétés biologiques favorables, tels quun caractére hydrophile,
une biodégradabilité, une bonne biocompatibilité et une faible toxicité, le chitosane a
beaucoup attiré Iattention au cours des derniéres années et a été largement utilisé dans de
nombreux domaines, en particulier dans le génie biomédical et dans les formulations

pharmaceutiques [18,19].sa structure chimique est donnée dans la figure (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Structure chimique du chitosane

Le chitosane a trois types de groupes fonctionnels, un groupement amine et deux
groupements hydroxyles en positions Cz, C3 et Cs respectivement (Figure 1.3). Grice a ses
groupements amines libres, ce composé posséde des propriétés trés intéressantes. Le
chitosane, soluble dans les acides faibles, possede une charge positive alors que la plupart des
polysaccharides sont chargés négativement [20].

> Production de chitosane

Le chitosane est le produit de la désacétylation (enlévement des groupements acétyles)
chimique en milieu alcalin ou enzymatique de la chitine (Figure 1.4) cette derniére subiet au
préalable une déminéralisation a 1’acide chlorhydrique , une déprotéinisation par la soude ou

la potasse ,enfin un blanchiment par la préséance d’un agent oxydant.

Désacétylation ; ... M
B L

+2NOH ————— /\ ’

+ 2 CHCO0Na

Figure I.4 : Réaction de désacétylation de la chitine (21)

Le chitosane ne differe de la chitine que par les groupes amines (-NH») (Figure 1.4).
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I.3.1 Propriétés physico-chimiques et les différents domaines d’applications du chitosane
Le tableau ci-dessous regroupe les propriétés physico-chimiques et les différents domaines
d’applications du chitosane.

Tableau I.1 : Propriétés du chitosane et ses principales applications [22]

Propriétés Domaines d’application | Applications
Propriétés chimiques AGRICULTURE -Enrobage des semences
. : - Alimentation des volailles
Polyamine linéaire _ o - Fertilisant :
Réactivité ~ des | ALIMENTAIRE -Additifs alimentaires (liant,
groupements amino émulsifiant, stabilisant)
Réactivité des - Clarification des boissons
groupements hyroxyle - Anticoagulant
. | BIOMEDICAL :
Propriétés polyélectrolytes - : - Agent hémostatique
(en milieu acide) - Bactériostatique
- Polymere cationique : - Spermicide
- Forte densité de charge - Lentille cristalline
- Excellent floculant . (ophtalmologie)
- Adhésion a des charges - Membranes pour dialyse
chargées - Capsules pour le relargage
négativement des médicaments
- Réduction du taux de
Propriétés biologiques : cholestérol
- Peaux artificielles
- Biocompatible - Pansements
- Biodégradable : - Accélération de la
- Non toxique cicatrisation des blessures
- Bioactif vis-a-vis les - Fils de suture chirurgicaux
plaies biorésorbables
- Réduit le niveau de
cholestérol AUTRES
- Stimule le systéme Acoustique - Membranes des hauts parleurs
immunitaire Biotechnologie - Immobilisation des cellules et des
Propriétés chélatantes Alimentaire enzymes
Pr opr@éte::s ﬁlmf)géqes Industrie papetiére - Enrobage et films d’emballage
Propriétés de rétention d’eau . e s
Propriétés antifongiques il"extlle. - Addltlfs - Il.npen'neabﬂlsant
Alimentaire - Films antimicrobiens
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I.3.2 Les différentes nanoparticules utilisées comme vecteurs pharmaceutiques

Les différentes méthodes utilisées dans la préparation des nanoparticules de chitosane

sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Technique

Avantages

Inconvénients

Gélation ionotropique

Spray-drying

" Double émulsion

Polymérisation
interfaciale

Séparation de phase

Coacervation
Complexe

- *Formulation douce pour les

protéines : pas de solvant
organique, milieu aqueux,
*température faible,

- *Technique simple et rapide

*Large gamme d’application
*Encapsulation importante et
rapide de principe actif

*Bon contréle de la cinétique de
libération

*Possibilité d’encapsuler de
petites molécules

*Large gamme de membranes
possibles

*en fonction des monomeéres
hydrophobes

*encapsulation élevée d’insuline a
aide de cyanoacrylates

*Encapsulation de protéines
possible

*Bon controéle de la taille des
particules

*Condition douces : pas de
solvant organique, température
ambiante

*Difficulté de contrdle de la
cinétique de libération

*nécessite une quantité de
matiere importante = —p
pertes

*efficacité d’encapsulation
limitée

*utilisation de solvant organique
*phénomene de burst-release

*Large surface de contact
huile/eau
—» Dégradation du principe actif
fragile

*Controéle limité de la réaction
*Lavages nécessaires —»

Pert de produit

*Fabrication industrielle limitée
*Récupération des particules
difficile

*Gamme de PH limitée
*Si utilisation de réticulation —p
toxicité

I.3.3 La gélation ionotropique

La gélation ionotropique est basée sur la capacité de réticulation des polyélectrolytes

en présence de certains ions pour former des hydrogels.
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>  Avantages

Cette technique présente 1’avantage principal de permettre une formulation douce et de
conserver ainsi 1’activité biologique des PA. Tous les polyélectrolytes étant hydrosolubles,
cela permet d’encapsuler les PA sans utiliser de solvants organiques et de température élevée.

Cette technique est également simple, rapide, rentable et industrialisable.
> Limites

Le seul probléme rencontré dans cette technique, c’est que la libération a partir de la

matrice ou de la membrane ne peut pas contrdler la libération du PA sur longe période.
1.4 Application des nano/microparticules de chitosane dans la livraison des antibiotiques
1.4.1 Exemple d’un antibiotique ( la doxycycline)

La Doxycycline (DOXY) est un antibiotique a large spectre célebre, qui est efficace
contre les bactéries Gram-positives et les Gram-négatives, des protozoaires et des bactéries
anaérobies différents. En tant qu’analogue de la tétracycline, elle peut fonctionner comme un
bactériostatique qui est capable d'inhiber la synthése des protéines bactériennes dans les sites
ribosomiques. DOXY présente une longue demi-vie, une haute solubilité dans les lipides, et
une trés bonne absorption par voie orale. Aprés avoir été présentée dans la pratique clinique
en 1967, DOXY a été fréquemment utilisée dans le traitement des maladies parodontales
destructrices telles que la parodontite juvénile et les abcés parodontaux aigus. Elle est utilisée
contre l'infection parodontale et pour améliorer la régénération osseuse apres les maladies
parodontales. En outre, elle est également utilisée pour prévenir l'infection bactérienne liée a
l'arthrite septique.

Cependant, il existe quelques inquiétudes sur les effets secondaires possibles tels que
les troubles gastro-intestinaux, 1'érosion de l'cesophage, et la photosensibilité lorsqu'elle est
administré par voie orale. Par conséquent, afin de parvenir a l'infection des tissus profonds a
l'intérieur affectés par une concentration efficace du médicament et de contourner les effets
secondaires systémiques, la livraison locale contrdlée de la Doxycycline est souhaitable [23].
Une voie possible pour y parvenir est par encapsulation de cette molécule active dans une

matrice biodégradable (le chitosane dans notre cas).
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C?ﬁ.ﬁpm‘e 'H - 'Prf’*pfam é‘imx. mmttéii."%.fsmm_zztn des nano/microparticules et

TL1. Intn'-oduction =

Dans objectif d’amcliorer la stabilité et 1’efficacité de la Doxycycline, on utilise des
nano/microvecteurs de. premiére génération 4 base du chitosane pour I’encapsuler et le

véhiculer vers son site d’action.

L Chltosane a été ch0131 comme matériau de Vectonsatlon pour la libération
controlé de doxycycline, pulsque il s’egit d’un polyme1e polycatlomque unique avec une

excellcnte biocompaﬁbilité et une dégradabilité assurée [1].

La present haVall aecnt la preptu‘atlon et I’évaluation in vitto des systemes
pharmaceutiques - nano/mv‘ropartluules ‘a base du chitosane. Des nano/microsphéres du
chitosane vide et chargees du pr1nc1pe actif ont été préparées par la méthode de la gélation
ionotropique en préséance du trlpoly'phosphate de sodium comme agent de réticulation.

Le chitosane utilisé dans cette partie expenmentale de source ALDRICH, et 1’acide acétique

de source FLUKA, iis ont été utilisées tels qu’ils sont regus.

Avant de commencer 1’étude ekpérimentale sur les trois vecteurs (NP-CS, puP-CS et
nS-CS), il est utile de. commencer par une petite caractérisation structurale par FTIR et

détermination de poids moléculaire par viscosimétre du chitosane utilisé.

IL.2 Caractérisation du chitosane par FTIR

2,25

 3430.74
1078.01

N
(=]
T

0 SV T O NKT P>

o
1

N

2.10-

4000 300 ;300 . 0500 2000 - 4500 1000 500
‘ ' Wavenumbers g v

Flgure IL. 1 Speche FTIR du chltosane
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Chapitre I : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

Les pics caractéristiques du CS sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau I : Les groupements caractéristiques du chitosane.

A(cm?) Groupement
3430.74 ~ Vibration d’élongation de la liaison N-H et O-H
2918.73 Vibration d’élongation syméfrique des liaisons C-H aliphatiques.
1647.87 ~ Vibration de déformation de C=0 (Amide I)
1379.81 Vibration de déformation sym'étr'ique”d'e la liaison C-H dans les
‘groupements CHa et CH3.
1320.99 o Vibration d’¢longation —CO de —CH,OH
1423.20 | Vibration de déformation de C-H dans le gfoupement CHz
897.70 Liaison glucosidique B (1—4) et la vibration de déformation de
‘ CH. |
1032.69-1078.01 _ vV‘ibration de valence de la liaison C-O-C

I1.2.1 Détermination de DD et DA de chitosane par FTIR

La détermination de DD de chitosane par FTIR a été rapporté par plusieurs auteurs,
elle est basé sur la compéraison entre I’absorbance d’une bande qui est proportionnelle a la
désacétylation (bande de mesure) & 1’absorbance d’une autre bande qui est indépendante de la

désacétylation (bande de référence).

L’echantillon a étudier est préparé selon la méthode des disques du KBr .dont le

rapport polymere : KBr est 1 :150.

L’équation utilisée pour la détermination du DD est donnée ci-dessous [2] :

A1650 / A3450
e G

DD = 100 - ( 22240 100) !
' ‘ . ' o
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C i}dpltm H Prepar‘mw, earactérisation ﬁm nano/microparticuies et

dont :

I’ A1so : I’absorbance du pic 1650 cm™ (Caractéristique groupement amide primaire comme

mesure de la-quantité du groupement N-acétylé).

A34so‘:.l’absorbance. du pic 3450 cm™ (Caxactéristique ‘groupement hydroxyle).

1,33 ; rep1 ¢sente la valeur du rapl'aort. dans le cas du chltosane entiérement N-acétylé.

Le DD de chltosane obtenu par FTIR est de I’ordre de 85 1%, d’ou le DA est égal 2 14,9%

 (DA=100 % - DD % =149%) |

IL.2.2 Mesure de Ia visgosité : i

La viscosité du chitosane est mesurée au sein du laboratoire de recherches LCPMM au
département de chimie, faculté des sciences, université de blida en utilisant un viscosimetre

de type « AND VIBRO VISCOMETER SV-10 ».

"Pour la mesure de viscosité on prépare une solution de 0,04g/dl, préparée par la
dlssolu‘uon de 0,02g de CS dans une solution de 50% acide acétique a 0,3M et 50% d’acétate
de sodium & 0.2M sous ag1tat10n pendant 3h. Dans une cuve en plastique on met une solution
de CS de 0,004 g/dl et on 111 la valeur de 1a viscosité directement, puis on mesure la viscosité

de CS avec dlfferentes concentratlons 0,03 ; 0,02 ;0,01 g/dl.

Le poids moléculaire viscosiméirique moyen a €té calculé en utilisant ’équation de Marc-

Houwink [3] :

- ml=K.M*

[n] : Viscosité intrinséque,
M : Le poids moléculaire moyen,
aet K : Les constantes ‘pour' un systéme solvant/soluté donné.
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

Avec:k=1,81 x103dl/geta=0,93. A partir de la droite n /C = f(C) (figure IL.2)

La viscosité intrinséque [n] est I’extrapolation a C=0 et elle est égale a 1,32 dl/g soit 132

ml/g. d’ ou le poids moléculaire viscosimétrique moyen est de 169402,46 g/mol soit environ
169,40 KDalton.

détermination de la viscosité intrinséque du
chitosane

M o H A
— - X viscosite

D &

£
Ul
i

—— Linéaire (viscosité)

Viscosité dl/g
—

y=0,1x+1,32
RZ=1

o
U1

o

0,01 0,02 0,03 0,04
Concentration de chitosane g/dl

Figure I1.2 : détermination de la viscosité intrinséque du chitosane par la méthode de
Huggins.

I1.3 Préparation des vecteurs a base du chitosane
I1.3.1 Préparation des nanoparticules a base du CS
a. Nanoparticules vides (sans PA)

Les Nanoparticules (NP) a base du chitosane sont préparées par la méthode de la gélation
ionotropique. Une solution aqueuse du tripolyphosphate de sodium (TPP) est ajoutée goutte a
goutte sous agitation a une solution acide du chitosane dissout dans 1’acide acétique (1 %). a
une température ambiante pendant 30 min. Les nanoparticules sont collectées par

ultracentrifugation puis séchées a I’air libre [4].
b. Nanoparticules chargées du principe actif (doxycycline)

La procédure consiste a ajouter une solution de la Doxycycline ,a concentration bien
définie, a la solution acide du chitosane, puis rajouter la solution de gélification (TPP), les
nanoparticules (NP-CS-Doxy) ont été isolées par centrifugation puis séchées a I’air libre dans

un endroit sombre[5].
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Chapitre I : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane : -

o T T A T R T N N A AL AT A A e O S TR ST A T e AT A s

Le schéma de la méthode uﬁ’li.sée_z dans la préparation des systemes est donné dans la figure ci-

dessous.

Splution aqueuse,
du TPP '

emmcmewosment Statif
o : : o, o A Solution acide du CS /doxy
¢ ¢ v p
f @@ 2 L Zm b g@ Qmwnm . lLes diﬁ&?rantes'
nano/microparicules

Agitation formées

Figure IL3 : schéma de la préparation des rano particules & base du chitosane [6].
IL3.2 Préparation des mi'f.:-ropart'ic‘ul'e's a base du CS
a. microparticules \;ides (sans PA ) .

" Les Nanoparticules (NP) a base du chitosane sont préparées par la méthode de la gélation
ionotropique. Une solution aqueuse du tripolyphosphate de sodium (TPP) (1 %) est ajoutée
goutte & goutte sous agitation & une solution acide du chitosane dissout dans 1’acide acétique
(1 %). A une température ambiante pendant 30 min. Les nanoparticules sont collectées par

ultracentrifugation puis séchées a I’air libre.
b. _fnicropart'icules, chargées du principe .actif (dpxycycline)
La préparation est la rﬁér_ne_qu‘é chlle dés NP;CS-Doxy.

133 Préparation des ﬁ:iérﬁgphgiéés' a base du CS
a. Micropartiéules ‘videsv‘(sa'n's PA). |

La préparation des microsphéres du chitosane vide consiste a dissoudre le chitosane
dans ’acide acétique & 2% en poids ,cette solution va étre égouttée ,a ’aide d’une aiguille

d’une seringue, dans la solution de gélification (TPP) a 10% sur un bain de glace et sous
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Chapitre Il : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane :

agitation modérée pendant 45 min .Dans un endroit sombre, les microsphéres sont par la suite

séchées a ’air libre .
b. Microspheres chargées du principe actif (doxycycline)

La Doxycycline est encapsulée dans des microsphéres de chitosane (puS-CS-Doxy) par la
méthode d’équilibre de gonflement. Une solution aqueuse de doxycycline (5 mg/ml) est
laissée au contact d’une masse définie de pS-CS sous agitation modérée pendant 90 minutes,
la solution surnageant a été décantée et les sphéres résiduelles ont été rassemblées, les
microspheres sont par la suite séchées a 1’air libre jusqu’a un poids constant.

I1.4 Caractérisation des nano/microparticules et microsphéres a base du chitosane
I1.4.1 Caractérisation des nanoparticules a base du chitosane
I1.4.1.1 Aspect physique

Les nanoparticules du chitosane obtenues sont des petites particules blanches opaques,
sans odeur caractéristique, suspendues en solution, isolées par centrifugation sous forme de
gel. Dans le cas des NP-CS-Doxy est un aspect solide de couleur jaune. Les figures suivantes

représentent les NP obtenues.

(a) (b) (©
Figure. I1.4 : (a) : NP-CS sous forme de gel, (b) : NP-CS sec, (¢) : NP-CS-Doxy.

% Principe de formation des nanoparticules a base du chitosane

Le tripolyphosphate de sodium (TPP) est un polyanion et peut interagir avec le chitosane
cationique par des forces électrostatiques [7]. Dans les solutions acides, -NH> de la molécule
de chitosane est protoné pour former un ion NH3" qui interagit avec le tripolyphosphate

anionique par interaction ionique et transformeé en gel [8].

La gélification ionotropique est une technique trés simple, 1égere et utilisée couramment

pour la préparation de billes de chitosane réticulées, des gels ou des pellicules [9,10].
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheéres du chitosane :

La formation des nano/microparticules a base du CS en milieu acide pourrait étre schématisée

comme indiquée dans la figure II.5.

TPP Nanoparticle

Figure ILS5 : schéma du principe de formation des NP-CS [11].

La structure chimique responsable de la formation des nano/microparticules a base du

chitosane en présence du TPP en milieu acide est donnée dans la figure ci-dessous.

FOF HOMHAC
- O,

%) P 465 HOM " FEOF A1 &
: . — S & -
M(;![») <) [s1%a% T AL oy Onr
i v N3] FiE
NH; NH; 10 oo ‘f‘ NH,
ja
HO =0
€
FH s Pz (0

€
HO P10

[}

HyNT

PO /M/u s
e N >l o

e - e
Figure II.6 : réticulation ionotropique du chitosane avec TPP [10].
I1.4.1.2 Caractérisation spectroscopique par FTIR
% Nanoparticules du CS :

Le spectre FTIR du Nanoparticules du CS est représenté sur la figure I1.6 :
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

Zone de

3432.91
898.38

PO SVDOT=00VUDT>

réticulation

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers
Figure I11.7 : spectre FTIR du CS et des nanoparticules.

Un élargissement remarquable dans la bande caractéristique a 3432,91 cm™ attribuée a
1’élongation des liaisons NHz et —OH qui pourra étre justifiée par I’augmentation du nombre

des liaisons d’hydrogeéne (-OH du TPP).[12]

On observe un nouveau pic a 1535,6 cm™ attribué au groupement d’ammonium —

(NH3") qui est d a la protonation des groupement amines primaires du chitosane en milieu
acide [13].

Le signal enregistré vers 1647,8 cm™! attribué au groupement amide primaire dans le
spectre du CS est déplacé a 1638 cm dans le cas des NP-CS cela pourrait étre di a la
réticulation entre la charge positive du — (NH3™) (CS) et la charge négative du —(PO") (TPP)
.Le signal enregistré vers 898,4 cm™ attribué au groupement P=0O du TPP.[14]

Les résultats du spectre FTIR sont conformes avec la vue macroscopique du film du

chitosane modifié par le TPP.
% Nanoparticules du CS-Doxy :

Le spectre FTIR du Nanoparticules du CS-Doxy est représenté sur la figure I1.8 :
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Chapitre I : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

® 03T =00noT >

(NP-CS-Doxy)

1587.15

1557.57, 0.15

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers

Figure I11.8 : Spectre FTIR du Doxy et des nanoparticules du CS-Doxy.

Les pics caractéristiques vers 1458 cm™ dans le spectre du Doxy pure sont attribués a
la vibration de déformation du groupement -CH, (Amine aromatique N(CHs)z) selon la

littérature [15, 16,17].

Un neutre pic vers 1606 cm™! attribué au groupement C=0 aromatique. De plus le pic

vers 1587 cm™ attribué a la vibration de déformation du groupement -NH (Amide II).

Deux nouveaux pics observés dans le spectre des NP-CS-Doxy vers 1475 et vers 1606
cm! attribués aux groupements -CHa (Amine II) et C=0 aromatique respectivement. Ainsi, la
bande caractéristique du groupement —OH liée au —-NH vers 3439 cm™' devenue plus large
accompagné par un déplacement vers les grands nombre d’ondes, cela indique qu’il y a eu de

nouveaux ponts d’hydrogéne entre la Doxy et le support [18].

On observe dans le spectre des NP-CS-Doxy vers 2893 et 1059 cm™! attribués aux —

OH et—C-O respectivement et un autre pic vers 1557 cm’

attribué au groupement
d’ammonium —(NH3") qui est di a4 la protonation des groupement amines primaires du

chitosane en milieu acide.
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane :

La préséance des bandes caractéristiques de la Doxy et NP-CS dans le spectre
NP-CS-Doxy indique qu’aucune interaction entre le polymére et la Doxy est envisageable,

c'est-a-dire ’encapsulation a été réalisé avec succes.
I1.4.1.3 Caractérisation morphologique MEB

Les analyse par microscopie €lectronique a balayage (MEB) ont été réalisés a 1’aide
d’un instrument de type JEOL JSM-6360L. Les échantillons 4 analyser ont subi une
métallisation par une mince couche d’or (3 nm d’épaisseur). Les microphotographies

obtenues sont données dont les figures ci-dessous.

L'information morphologique du film CS-NP a été étudiée par MEB. Comme il est
indiqué sur les microphotographies obtenues, les NP-CS préparé par la méthode de gélation
ionotropique ont une morphologie d’une rose de sable, la taille varie selon le nombre de

feuilles environ 600 nm[19].

Le NP-CS-Doxy apparait évidemment sous un aspect sphérique (des agrégats) et de
taille environ 600 nm, ce qui est totalement différent de celui du CS. Ceci implique le

changement morphologique des CS-NP apres la réticulation avec le TPP.

Les particules ont une distribution granulométrique étroite avec une taille moyenne de
600 nm. Bien que les particules de forme sphérique soient pergues de maniére significative
dans l'image SEM, D’interaction inter-particulaire entre eux a été observée. Il peut étre
expliqué que le raccourcissement des chalnes de CS a forte densité les uns avec les autres en
particules. La morphologie a également proposé que le segment attrayant inter-particules
entre les particules formées a la suite de la liaison hydrogéne intra-moléculaire. Il est
également connu que la scission de la chalne de CS a lieu principalement au C-O-C des
liaisons glycosidiques; Toutefois, les liaisons hydrogéne construites a partir des groupes
NHCOCH3, NHy, et OH sont encore restées [20]. Selon La littérature [21] la liaison

hydrogene inter et intra-moléculaire a persisté méme apres scission de la chalne principale.

L'Observation morphologique Comme le montre la figure I1.9 (a), les nanoparticules de la
Doxy encapsulées ont été fabriquées avec succes dans notre étude par la méthode de gélation
ionotropique. Les deux nanoparticules ont partagé des caractéristiques similaires de forme

sphérique et rose de sable et une surface lisse.

Page | 23



Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane :

(b)
Figure I1.9 : Microphotographies MEB des nanoparticules a base du chitosane : (a) NP.CS,

(b) NP-CS-Doxy.
11.4.1.4 Caractérisation par diffraction des rayons X

Les niveaux de cristallinité des Nano/microparticules ont été¢ mesurés par diffraction X
(DRX) au sein laboratoire de recherches LCPMM au département de chimie, faculté des
sciences, université de blida en utilisant un diffractométre a rayon X de type (BRUKER,

PHSER D2) dans I’intervalle d’angle 20 <26 < 50.

La Figure I1.10 représente les diffractogrammes du Chitosane et les NP-CS préparés
par la gélification ionotropique. Les pics caractéristique de Chitosane pur a 20 = 10° ,20°
attribués a la structure cristalline de du Chitosane. L’intensité de diffraction de pic (20 = 20°)
indique que I’échantillon est semi-cristallin. De plus, I’intensité de pic (20 = 20°) des NP-CS
diminue et par apport a celle du Chitosane ce qui indique que la cristallinité diminue. Les NP-

CS sont presque amorphe [22].
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

-l e
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Figure I1.10 : Diffractogramme RX des NP-CS et du Chitosane.

Les analyses DRX ont été effectuées a la fois sur des microparticules de chitosane vide
et chargé, afin d'évaluer l'influence du processus d’action de la Doxy sur le chitosane. Comme
le montre la Figure II.11, le chitosane commercial présente une structure semi-cristalline. En
particulier, le chitosane a présenté de pic de diffraction remarquablement nette avec une
intensité élevée. Cependant, apres 1’encapsulation de la Doxy, les nanoparticules du chitosane
étaient presque amorphe, Ce résultat est cohérent avec la littérature [23]. Le diffractogramme
de différentes formulations ne présentent pas les mémes pics que Doxy, ce qui indique que
Doxy a subi une transition a partir d'un cristallin & un état amorphe, l'intensité de diffraction
des rayons X était dépendante de la taille des particules et leur distribution [24].
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Figure I1.11 : Diffractogramme RX des NP-CS-Doxy.
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Chapitre Il : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

I1.4.2 Caractérisation des microparticules a base du chitosane
I1.4.2.1 Aspect physique
Les nanoparticules du chitosane obtenues sont des petites particules blanches opaques, sans

odeur caractéristique, suspendues en solution, isolées par centrifugation sous forme de gel.

Figure I1.11 : Les microparticules du chitosane sous forme de gel.
I1.4.2.2 Caractérisation spectroscopique par FTIR
% Microparticules du CS

Le spectre FTIR du Microparticules du CS est représenté sur la figure I1.13 :

POoOIVNOoT 00T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers

Figure I1.12 : Spectre FTIR du CS et des microparticules.
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et

microsphéres du chitosane :
e e e e e T T e T T ]

Un élargissement remarquable dans la bande caractéristique a 3444,2 cm™! attribuée &

I’élongation des liaisons NH; et —OH qui pourra étre justifiée par I’augmentation du nombre

des bandes d’hydrogeéne (-OH du TPP).

On observe un nouveau pic & 1564,1 cm™ attribué au groupement d’ammonium —
(NH3") qui est di a la protonation des groupement amines primaires du chitosane en milieu

acide .

Le signal enregistré vers 1647,8 cm™ attribué au groupement amide primaire dans le
spectre du CS est déplacé a 1637,8 cm™! dans le cas des pP-CS cela pourrait étre dd a la
réticulation entre la charge positive du —(INH3") (CS) et la charge négative du —(PO") (TPP).
Le signal enregistré vers 897,7 cm™ attribué au groupement P=0 du TPP [25].

Les résultats du spectre FTIR sont conformes avec la vue macroscopique du film du

chitosane modifié par le TPP.
On observe que les pics de caractérisation du pP-CS et NP-CS, sont presque identiques.
% Microparticules du CS-Doxy :

Le spectre FTIR du Microparticules du CS-Doxy est représenté sur la figure I1.13 :

®O0O 3V OoT=00noT >

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers

Figure II.13 : Spectre FTIR de la Doxy et des microparticules du CS-Doxy.
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Chapitre Il : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

Les pics caractéristiques vers 1458 cm™! dans le spectre du Doxy pure sont attribués a
la vibration de déformation du groupement -CH> (Amine aromatique N(CH3)2) selon la

littérature [15, 16,17].

Un neutre pic vers 1618.3 cm™ attribué au groupement C=0 aromatique. De plus le pic

vers 1532.55 cm™ attribué 4 la vibration de déformation du groupement -NH (Amide II).

Deux nouveaux pics observés dans le spectre des uP-CS-Doxy vers 1454.06 et vers
1618.3 cm™ attribués aux groupements -CH, (Amine IT) et C=0 aromatique respectivement.
Ainsi, une bande caractéristique du groupement ~OH liée au -NH vers 3469 cm™ devenue
plus large accompagné par un déplacement vers les grands nombre d’ondes, cela indique qu’il

y a eu de nouveaux ponts d’hydrogene entre la Doxy et le support.

On observe dans le spectre des pP-CS-Doxy vers 2854 et 1066 cm™ attribués aux —OH
et—C-O respectivement et un autre pic vers 1532.5 cm™ attribué au groupement d’ammonium
(NH3") qui est di a la protonation des groupement amines primaires du chitosane en milieu

acide.

La préséance des bandes caractéristiques de la Doxy et pP-CS dans le spectre pP-CS-
Doxy indique qu’aucune interaction entre le polymére et la Doxy c'est-a-dire 1’encapsulation

a été réalisée avec succes.
I1.4.2.3 Caractérisation morphologique MEB

Les micrographies obtenues montrent que les microparticules du chitosane ont une
surface rugueuse et poreuse. Un agrandissement plus grand sur la surface des pP-CS/Doxy a
permet d’observer des petites sphéres de tailles différentes entre 2 et 5 pum. Les

microparticules sont sous forme des microspheres.
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :

(b)

Figure I1.15 : Microphotographies des pP-CS (a), pP-CS-Doxy (b).
I1.4.2.4 Caractérisation par diffraction des rayons X

D’apres le diffractogramme ci-dessus (Figure I1.16) il apparait que le chitosane
commercial présente une structure semi-cristalline. En particulier, le chitosane a présenté un

pic de diffraction remarquablement nette avec une intensité élevée.

Il y a un changement remarquable dans le diffractogramme de chitosane apres la
réticulation avec TPP. Dans le cas de chitosane on observe un pic intense de réflexion
d’environ 26 = 20° dans le rang de 26 = 10 a 25°. Ce pic est aussi observer dans le
diffractogramme des pP-CS, mais il est plus large et moins intense, en plus il est déplacer vers
I’angle 20 = 19° ce qui signifie que les particules de CS ont un aspect amorphe. Ces

observations sont en accord avec ceux publiées dans la littérature [26].
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :
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Figure I1.16 : Diffractogramme RX du chitosane et pP-CS.

D’apres le diffractogramme ci-dessus (Figure II.1) il apparait que le chitosane a
présenté de pic de diffraction remarquablement nette avec une intensité ¢élevée. Cependant,
apres ’encapsulation de la Doxy, les nanoparticules du chitosane étaient presque amorphes.
Le pic moins instance de la diffraction RX & 26 = 32°, est attribué a la structure cristalline de

la Doxycycline. Ce qui indique que Doxy a subi une transition a partir d'un cristallin a un état

amorphe.
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Figure I1.17 : Diffractogramme RX des pP-CS-Doxy.
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Chapitre I : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheéres du chitosane :

I1.4.3 Caractérisation des microspheéres a base du chitosane :

Les microsphéres de chitosane préparées en utilisant des agents de réticulation
covalentes comme le glutaraldéhyde et le formaldéhyde ont été signalées comme étant
toxiques lors de la dégradation. Ainsi, d'autres méthodes de préparation de microsphéres
comme la gélification ionique utilisant Na,SO4 ou Le tripolyphosphate sont effectuées selon

la littérature [27].

11.4.3.1 Aspect physique
L’examen effectué¢ a I’ceil nu montre que les microparticules de CS obtenues sont
sphériques et de couleur marron dans le cas des puS-CS-Doxy est en apparence avec un

diameétre moyen de 200 pum a 400 pm. Les figures suivantes représentent les microsphéres

obtenues :

(b)

Figure I1.16 : Vue macroscopique des microspheres de CS (a), microspheres CS-Doxy (b).
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheres du chitosane :
T s e e R et

I1.4.3.2 Caractérisation spectroscopique par FTIR
% Microspheéres du CS :

Le spectre FTIR du Microspheres du CS est représenté sur la figure I11.17 :

03D T =0 WnWwWUT >

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers

Figure I1.17 : Spectre FTIR du CS et des microsphéres.

Dans la région 3448 cm™ on observe une bande large de forte intensité, due a la
vibration d’¢longation —NH et —OH, ainsi que des liaisons hydrogénes (inter et

intramoléculaire) des molécules de chitosane [28].

La bande de moyenne intensité & environ 2924 et 2855 cm™ est attribuée aux

vibrations d’¢élongation de la liaison —CH aliphatique.

Les pics caractéristiques a 1656 et 1746 cm™! sont attribués aux groupements amide I
et amine (-NH ) ,respectivement .Ainsi une bande environ 1099 cm est attribué aux
vibrations d’élongation symétrique de la liaison C-O-C et les vibrations du squelette C-O

étirage [29] , qui est caractéristique de la structure de saccharine.
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Chapitre Il : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane :

Le signal enregistré vers 1647 cm™ attribué au groupement amide primaire dans le spectre
du CS est déplacé a 1638 cm™ dans le cas des pS-CS cela pourrait étre di a la réticulation
entre la charge positive du —(NH3") (CS) et la charge négative du —(PO") (TPP) . Le signal

enregistré vers 886 cm™ attribué au groupement P=0 du TPP.
¢ Microsphéres du CS-Doxy :

Le spectre FTIR du Microspheres du CS-Doxy est représenté sur la figure I1.18 :

®O0O S oT=0 0o >

(nS-CS-Doxy)

1606.80

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers
Figure I1.18 : Spectre FTIR de la Doxy et des microsphéres du CS-Doxy.

Les pics caractéristiques vers 1458cm™! dans le spectre du Doxy pure sont attribués a la
vibration de déformation du groupement -CH> (Amine aromatique N(CH3)z) selon la

littérature [15, 16,17].

On observe un pic vers 1606.80 cm™ attribué au groupement C=0 aromatique. De plus

le pic vers 152.26 cm™! attribué a la vibration de déformation du groupement -NH (Amide II).

Deux nouveaux pics observés dans le spectre des pS-CS-Doxy vers 1445.7 et vers
1606.8 cm™ attribués aux groupements -CH> (Amine IT) et C=O aromatique respectivement.

Ainsi, une bande caractéristique du groupement —OH liée au -NH vers 3454 cm™ devenue
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane :

plus large accompagné par un déplacement vers les grands nombre d’ondes, cela indique qu’il

y a eu de nouveaux ponts d’hydrogeéne entre la Doxy et le support.

On observe dans le spectre des pS-CS-Doxy vers 2843 et 1046 cm™ attribués aux —OH

et-C-O respectivement et un autre pic vers 1524.26 cm™

attribué au groupement
d’ammonium (NH3") qui est dii & la protonation des groupement amines primaires du

chitosane en milieu acide.

La préséance des bandes caractéristiques de la Doxy et uS-CS dans le spectre
uS-CS-Doxy indique qu’aucune interaction entre le polymére et la Doxycycline indique que

I’encapsulation a été réalisée avec succes.
I1.4.3.3 Caractérisation morphologique MEB

Les microspheéres de chitosane ont présenté les caractéristiques typiques d'une matrice
réticulée ioniquement. La Figure I1.19 montre les images de microscopie MEB, des sphéres
de taille(s) uniforme(s) [30]. Les images MEB (Figure I1.19 (a) et (c)) confirment 1'uniformité
et montrent également la nature poreuse des microsphéres en raison du réseau
d'interconnexion de chitosane. De plus, la surface des microbilles (figure 11.6) posséde des
microcapsules de taille d’environ 50 pm, la membrane de microbille contient des pores de

taille d’environ 2pm.

La coupe transversale des microbilles (figure I1.6 (b)) montre que la microbille

contient des microsphéres de taille d’environ 4 pm et des ports de taille d’environ 2pum.

L'image au microscope de puS-CS -Doxy (Figure I11.19 (d)) indique que les sphéres ne
perdent pas leur morphologie apres piégeage. Les Images MEB confirment en outre que la

nature poreuse est conservée apres 1’encapsulation du médicament.
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microspheéres du chitosane :

®) - ©

(@

Figure II.19 : Microphotographies des pS-CS (a), une coupe transversale de la microbille (b),
la taille des ports (c), uS-CS-Doxy.
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Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et

microspheres du chitosane :

I1.4.4 Etude de gonflement

Les essais de gonflement des films sont faits selon la procédure suivante. Une quantité

connue des échantillons (MP-CS et MP-CS-Doxy) est immergée dans (20 ml) de différentes

solutions tampon a PH (acide, neutre et basique) et a 25°C. La masse de la microbille gonflée

est pris dans des intervalles de temps définis aprés avoir éliminé I’excés de la solution de sa

surface. A chaque fois on remet la microbille gonflée et séché dans la solution et on refait ca

jusqu’a que le taux de gonflement soit stable. Le gonflement des échantillons est calculé en

utilisant la formule suivante [31]:

_ (WE-W0) |

S ER

W: : La masse de la microbille gonflée.
Wy : La masse de la microbille non gonflée (sec).

¢ En milieu acide (PH =2)

Etude de gonflement en milieu acide
des puS de (CS) et de (CS/Doxy)
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Figure I1.21 : Etude de gonflement en milieu acide des puS-CS et de nS-CS-Doxy

Page | 36



Chapitre II : Préparation, caractérisation des nano/microparticules et
microsphéres du chitosane :

Etude de gonflement en milieu neutre des
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Figure I1.22 : Etude de gonflement en milieu neutre des pS-CS et uS-CS-Doxy

¢ En milieu basique (PH=28)
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Figure I1.23 : Etude de gonflement en milieu basique des puS-CS et pS-CS-Doxy
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Chapitre Il : Préparation, earactérisation des nano/microparticules et
mm*mphercs dts umwwm s :

D’aprés les tésultats obtenus, on remarque deux phases distinctes sur le graphique. La
premiére phase correspbnd 3 une absorption d’eau relativement rapide qui-conduit & un taux
de gonflement maximum dans la premicre heure. Ce constat nous permet de dire que le
chitosane différemment mddiﬁé posséde un caractére hydrophile. Pondant une deuxiéme

phase, ce taux de gonﬂement reste constant, le matsriau a atteint sa saturation.

‘On remarque que. les mlcropartlcules du chltosane et Doxy présentent un taux de
gonﬂement élevé dans’ un 1ned1a acide par rapport 3 celle du CS réticulées par TPP, ce qui
signifie que les chames du Cﬂ-Doxy/TPP sont moins rigides dans un milieu acide grace a sa

grande solubilité en m111cu '1c'1dc que celles du Cf: 1etlculees par TPP.

Les microsphéres du chitosAaﬁc se gonflent dans le milieu acide avec un grand taux de
gonflement par rapport que dans les autres cas car les forces intermoléculaires sont plus
faibles que les forces intramoléculaires ce qui facilite la diffusion de ’eau plus facilement et
ce qui provoque, un relachement au niveau du réseau polymérique permettant ainsi la
libération du principe actif par diffusion. Ce mécanisme de libération peut - fonctionner dans
la majorité des parties du corps ou ’eau est un constituant majeur. C'est-a-dire les résultats

obtenus nous renseignent sur la capacité d’absorption de 1’eau par le réseau polymeérique.

Cette propriété est d’une importance primordiale car elle joue un rdle important dan la
biodégradation du polymére et, par conséquent, la libération des PA quand celui-ci est utilisé
comme support ve’hicuiﬁnt cet agent. On pourra conclure des résultats obtenus que le PA soit

libéré facilement dah.s- 'un milieu'aéide' lorsqu’i! est encapsulé dans des uS-CS/TPP.

Aprés gonﬂement les uS -CS et uS -CS-Doxy acqulerent une certaine élasticité. Elles
peuvent subir des pressions ralsonnables des tissus avoisinants sans étre déformées tout en

continuant a accomplir leurs rdles. De la méime maniére, cette élasticité permet de diminuer le

risque de traumatiser les tissus avoisinant par irritation.
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Chapitre H : Etude de la libération contréiée in vitro de la doxycycline encapsulé dans les
nano/microparticules du chitosane dans le SGF

R R R e R
lll. Etude de la libération contrélée in vitro de la doxycycline encapsulé dans les

nano/microparticules du chitosane dans le SGF

Le but de ce test est d’étudier la cinétique de libération de la Doxycycline dans des

conditions biomimétiques (simulant les conditions physiologiques gastriques, SGF)

Les nano/microparticules formées du chitosane et la Doxycycline ont été placées
dans un récipient, auquel 20 ml de la solution SGF est ajouté. Le récipient fermé est mis

dans un incubateur a 37 °C. Les prélévements sont effectués chaque 2 h puis chaque 24 h.

Les concentrations de la Doxycycline libéré sont mesurées par une méthode
colorimétrique en utilisant la spectrophotométrie UV-visible. Ces tests ont été réalisés au
sein du laboratoire de recherches LCPMM au département de chimie, faculté des sciences,
université de blida en utilisant un spectrophotometre (SHIMADZU 1700). Le dosage est
effectué a une longueur d’onde de 267 nm d’apres une courbe d’étalonnage préalablement

établie, comme il est montré ci-dessous.

courbe d'étalonnage de la doxycycline

1,8
1,6
1,4
1,2

wgs ABS [DOXY]

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbance

y =0,3177x-0,0521
R?=0,9995

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Concentration doxycycline en (mg/ml)

Figure lll.1 : La courbe d’étalonnage de doxycycline a 267 nm.
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Chapitre 11l : Ftude de Ia libération contrdlée in vitro da la doxycycline encapsulé dans les
nana/microparticules du chitosane dans le SGF

T T IR ROV A X T A T o L N s A S D L A A T e e e e I o

Le principe actif est dispersé au sein de la matrice polymérique sans étre capable
d’en sortlr Avec I’entree du solvant, le polymére solide a I'état vitreux, se gonfle, le

polymere passe a I’état caoutchouteux, Ie PA est alors capable de diffuser vers I'extérieur.

La figure ci-dessous represente Ia cmethue de libération in vitro du DOXY en fonction du

temps a partir des nano/mlcropartlcules de CS/DOXY

o Cinétigue de libération in vitro de la Doxy dans le
§ . £t SGF
0,3 ;
| =
B 0,25
B o2
E
g 05 e NP-CS
B ot weffe= MIS-CS
.i 0,05 ey MP-CS
“,; o {i A . : : "
{ 1 2 v 24 .28 52 124 126 150 179
‘ Temps (h) '
| )

Figure IIl.2: Cinétique de hoeratlon de la Doxy dans le SGF a partir des

nano/microparticules et mncrospheres du chltosane réticulées par TPP.

D’aprés les résultats obtenus on.peut conclure que les concentrations de la Doxy
libérées par les nanoparticules sont importantes par rapport ou les puS et P dans les
premiéres heures en atteignant la libération maximale avec une concentration de 0,26
mg/ml pour les nanoparticules aprés 50 h de stockage dans le SGF, et 0,115 mg_/ml pour

MS-CS aprés 28 h, et 0,154 mg/ml pour MP-CS aprés 150 h .Puis on remarque qu’il y a une

stabilité de la libération qui persiste jusqu'a la deuxiéme semaine.
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Chapitre 1l : Etude de la libération contrélée in vitro de la doxycycline encapsulé dans les

nano/microparticules du chitosane dans le SGF
R R e e R e

On remarque que les trois vecteurs possédes la méme cinétique de libération
pendant le premier jour, mais aprés 24 h la cinétique de libération du NP-CS elle est tres

importante que les MS-CS et MP-CS.

La premiére partie représente la libération du PA qui existe a la surface des
Nano/microparticules, d’ou la libération rapide et en quantité importante, par contre la
deuxieme partie représente la libération du PA qui est encapsulé dans les
nano/microsphéres, sa libération est lente et en quantité relativement faible, cela revient au

trajet a parcourir a travers la matrice polymérique.
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Dans cette étude, dss naro et microparticules polyrériques a base du chicosane ont
é1é préparées. par la méthode de gélation ionotropique en milieu acide et en préséance du

tripolyphosphate de sodiur.’h’ (TPR) comme égént de réticulation.

L'analyse morphologidué' par MEB montre que les nano/micro-matériaux préparées
ont une forme sphérique et de tailles com‘pr'i'ses.entre (2 um - 5 pm) et 500 pm pour uP-CS
et puS des microéphéres et d’environ 600 nm pour les nanoparticules. Une analyse physico-
chimique de ces nano/micro-matériaux par (MEB, DRX et FTIR) suggére que ces derniers
peuvent étre utilisés comme des vecteurs pharmaceutiques, pour I’encapsulation de la
Doxycycline, voir méme la Ifbération contrélée ou prolongée de cette bmolécule
thérapeutique dans des milieux ;biologiques (in-vivo). Cette pratique peut offrir une

meilleure sélectivité vis-a-vis ces sites ciblés.

Le m‘atériau support préparé semble pouvoir contenir une quantité plus importante
de I'agent antibiotiquehloi's'q'u’ il ée trouve 3 une‘échelle nanométrique. En effet, a cette
échelle, les partlcules ce chltosane pourralent offrir normalement une surface spécifique -et
donc des sites d’ attractlon pIu> |mportant et apte a retenir un hombre élevé de 'agent actif.
Par ailleurs, I'analyse spectroscopique par FTIR confirmait le fait que la doxycycline est fixée
sur le support polymérique ﬁarticUlaire séns qu’il y ait quelconque modification chimique.
Ce constat de premier ordre nous pérmét de dire et d’affirmer que les propriétés
thérabedtiques (antibiotiques) de la molécule vont étre préservées puisque sa structure

primaire est conservée aprés sa fixation sur les supports préparés.

Les tests de libération de la doxycycl'ine effectués in-vitro dans un fluide biologique
simulé montraient que ['agent actif:était capable de se libérer de son support microscopique
ou nanométrique mais d’une maniére relativement lente (plus de 24h). Ces caractéristiques
cinétiques - 6nt en fait dns ‘avantages incontestables pour assurer ou programmer une
libération (et- donc une b|od|spomblllte) controlee ou prolongee dans le site ciblé.
Cependant, une etude c:net:que beaucoup plus etendue est normalement nécessaire pour

élucider les différents mecam.,mes Iies a cette libération et pouvour par la suite en controler

les facteurs d’influence.
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