REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE.

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE SAAD DAHLAB - BLIDA 1 -

UNIVERSITE

SAAD DAHLAB BLIDA
FACULTE DE MEDECINE

&
FACULTE DE MEDECINE. B

DEPARTEMENT DE PHARMACIE.

Etude de la perméabilite intestinale des

meédicaments

Thése d’exercice de fin d’études
Présentée en vue de I'obtention du diplome de Docteur en Pharmacie
Session : juin2019.

Présentée par :

ABED Iméne KHALFI Nour el houda LABRI Siham

Encadrée par :

Dr S. DJELLOULI Maitres assistant en Pharmacologie.

Devant le jury :

Présidente : Dr O. BENAZIZ Maitres assistante en Pharmacie Galénique.
Examinatrice : Dr.S. BENHAMIDA Maitres assistante en Pharmacologie.

Examinatrice : Dr.F. BELAIDI Maitres assistante en Chimie Analytique.




Remerciements

On remercie dieu le tout puissant de nous avoir donné la santé et, la volonté d’entamer et de
terminer ce travail.

Tout d’abord, ce travail ne serait pas aussi riche et n’aurait pas pu avoir le jour sans [’aide
et I’encadrement de Dr S.Djellouli, on le remercie pour la qualité de son encadrement
exceptionnel, pour sa patience, sa rigueur et sa disponibilité durant notre préparation de ce
mémoire.

Nos remerciement s adresse a Mr I. Nabi pour son aide pratique et son soutien moral et ses
encouragements.

Nous sommes conscientes de [’honneur que nous a fait DR.Benaziz en étant présidente du
jury, Dr. Benhamida et Dr.Blaidi d’avoir acceptées d’examiner ce travail.

Nos remerciement s’ adresse également a tous nos professeurs pour leurs générosités et la
grande patience dont ils ont su faire preuve malgré leurs charges académiques et

professionnelles.

Nos profonds remerciements vont également a toutes les personnes qui nous ont aidés et

soutenue de prés ou de loin.




Je dédée ce travadl -

o ¥

A mou fréne
A mou fuine Heallak et mes sauns horia safia. fadila. gatna ot aya

| A yatkodd et djawad
A won grand pre Hedelagzize

\ A mee grandes méres Dounya et Bandhia
&"’ : o4 ma chine copine fattina
A wma lente Fnissa

A tout ¢ ma jamdille
A mes trinomes imene et Hoan ol houda .

et dallila,

i

A Sthanm

" -{/

oy

.. ?’



Et de m '¢padler poan que Je pucisse atteindre mes objectifs.
A mon cher man : MOBAMED.,

2uc m'a acdé et sapponte dans les moments difficiles.
A mes saeans FHOUDA, AHLEM et #AYETE

A?’WWWW@%&WWW&MWW&WW,
A ma chérne grande mére,
_ 2ui je soutiacte une boune sante.
/Whmmed NOUR ELAOUDA ET7 STHEM.
Powr see ententes et see sympathies
A toute ma famille, ¥ \
A tous meo amilele, \‘\\
A tous cour que 7 'acme et ceux qui m ' aiment \

W

" ¥
.\v I &‘
S, i Q)

o
T




i / P & Dedecace

la patience, la volonté et le counage durant ces langes années d 'étude.

Auee U expression de ma neconnaissance, je dédie ce travadl d ceax qui, gquelgue doient les Termed
embrassées, Je m anivenais jamais a lear exprimer mon amoan dincére
A U liomme de ma uie, mion exemple ctennel, mon outien monal et sounce de joce et de boublicar. celuc
gmamm;ammmgwmmemwm a toc paga.
A la lumitre de mes joans, la sounce de mes efforts, la flamme de mon cour, ma vic et mon boutieur,

maman que 7 adore.

JQWWMWSM Rbaoula et Sihem et mon seal fnine sHdenmowr . quc u'ont pas cessé

Wes nemenciements o adressent & Mon Plance Tanek four sa présence, don acde et don encouragement.

A wa d wieme mene ma tante Fayal, a teate ma jamille et ma belle jamille, Mes voisins et mes
f/.
amid que 7 ac connn judgu 'd maiutenant, menci four learn amoans et lear encounagements.

¥ N
N

Saws cublien mes trinome Scthem et Tméne , pour lean soution moral, et lear comprehension ad
~ u

A Censemble des personncs quc out contribé de frés ou de locn 4 la néalisation de ce travad,
PEVOUS DIS .......... MERCT

a




Table de matiere

Liste des fIGUIeS..c.ciiiuiiieiiiiiiiieiiiiiiiieiiiiiiietiieteiesteestcsssssessossscsessosssssssssnnsonnss i
Liste des tableauX . .ueiiiieiiiiiniiiiieiioiestiesenstesssstossssstosssscssssssosssssssssasssssnsscns ii
ADTFEVIAtIONS. c.vveiiiineiiiiiniiiiieiiiientioteestossssseosssscssssstossssscsssassssssssosssssssssnsssns iii
GIOSSAITE «oiiiiiiiiineiiiiiiiiiieaettieeesiessssssseesssssssssssessssesssssssscssssssssssscsssssnssssssses vi
INTrOdUCTION GENEIALE «.uvniiniieiieiiiniieeeeietentieeeeentensencscnssnsonsessnsonsessessnsansansnnns 1

Etude bibliographique

Chapitre | : Généralités sur les médicaments

I.1.petite histoire du MEdICAMENT .ecuiieiieiieiiiiiiiiieteeeneententeesescnsansescescnsansensosanns 4
1.2.Définition du médicament .............o.oiiiiiii i 4
1.3.Composition de MEAICAMENE. .........c.oitiiuiiti it as 5
I.4.Dénomination des MEICAMENTS ... ....euuinteniitit e eeeneen 5
I.5.Classification des mEdiCaments. ............ouiiuiitiiti i 5
[.5.1.Classification Selon I"Origine. .........ovitiiiitiit i 5
[.5.2.Classification ChImIqUe. ...........ooitiitii i o 6
[.5.3.Classification pharmacologique. ...........oouiiiiiiii e e 6
[.5.4.Classification therapeUutiqUe. ........ooutitiitt i 6
1.6.Devenir du médicament dans 1I’0rganiSme. ............o.oveiiiriiiiniiiieeiiieneaanns 7
LB, L ADSOIPEION. ... 7
1.6.1.1.V0ie d’adminiStration. .. ... ....oueuinieiei et e 7
1.6.1.2. Biodisponibilité...........c.oiiiuiiiiiii i 8
1.6.2.DIStIIDULION. . ..ot 8
1.6.3. MEtabOLISIME. . ... .ottt 9
6.4 EXCIEtION. ..ttt e 10
I.7.Développement du médicament. ... .. ....ovuiiuiieiiiii i 10
I.7.1.Recherche de la premi€re substance active.............c.ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinans 11
1.7.2.0ptimisationde la molécule chefde file...................coo i 12
L.7.3. Etudes PreCliniqUeS. ....ouuentitt ettt ettt et e et e e 12
R B T R 7o) 4110 (o4 1< PP 12
1.7.3.2.Etude pharmacocinétique et métabolisme du médicament.............................. 13
1.7.4 RechercheCliniqQue. .........c.oviuiiii i e e 13
1.7.4.1.Différentes phases de I’expérimentation clinique.............c.ocoevveiiiiiiiininnen. 14
1.7.4.2 Procédure d’enregistrement en AlZErie............cooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 15

Chapitre 11 : Perméabilité intestinal des médicaments

HL.1.Barriere InteStiNale. . ..oo oottt e e 17

H1.1. 1 Barriere PhySIQUE. .. .u ettt ettt et et e e et et e e et e e e e e ae e ana e 17




11.1.1.1.Anatomie fonctionnel de I’intestin




11.1.1.2.Paroi de I’Intestin @ré€le.........ooouiiiiiiiiii i e 19

11.1.1.3.Epithélium intestinal.............oooiiii i e e, 19
1. Barriere bioChimiqUe. ... .....o.otint it e 21
11.2.1. Enzymes inteStinales. .........ouiiuiitiiiitiiit e et aae e 21
B b ) 10 4 1 o S PP 22
11.3. Barriére microbiologique. .......oovviiniiii e 24
I1.4.Transport a travers la membrane cellulaire......................o i, 25
I1.5. Facteurs influengant la perméabilité intestinale...................cooeiiiiiiiin cennee. 27

Chapitre 111: Modeéles expérimentales détude de la perméabilité intestinale des

médicaments.

I11.1.Modeles phySiCO-Chimiques. ..........o.ouininiiii e 30
111.1.1. Coefficient de partage n-octanol/eau................ccoovviiiiniiiii e 30
[11.1.2.Potentiel d’absorption...........c.oiiiirit i 31
I11.1.3.Chromatographie par membrane artificielle immobilisée (IAM)................... 31
L L, TeSt PAM P A 32
T2, MOGRIES EX-VIVO. ..\ttt e e e e e 34
111.2.1.Chambre de diffusion (Chambre d’UsSing)............ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiann, 35
111.2.2. Anneaux et sacs INtEStINAUX TEVETSES. ... .uutuuteneententeneeteeneeeeaneaeaneeanann 37
111.3.Modgeles in vitro a base des cellules..............oooiiiiiiiiiiiiiii 37
IE.3.1.Cellules CaC02 ... ..o e 38
111.3.2.Lignée MDCK (Madin Darby Canine Kidney...............cccooieiiiiiininnn... 39
111.3.3.Cellules de Lewis Lung Carcinoma-Porcine Kidney (LLC-PK1)............... 39

T3 4.Cellules2/4/A L. ... e 39
I35, L0gnée HT29. ..o e 40

LA MORIES 1N SITU. .ot e e e e e 40



4.1 Perfusion InteStinale. . . ....oooeeenniee e e 40

111.4.2.Méthode de boucle intestinale. ... 41
111.4.3.Cannulation vasculaire intestinale....................ccoooii. 42

I11.5. Modeéle in vivo : perfusion intestinal...................coooviiiiiiiis cene, 42
111.6.Modeélelisation in S1lICO. ... ..ooueinii i 43
O T0  5 §TS] 1) o 1o 1 (< 43
HHLB. 2. PIINCIPR. .ottt e s 44
111.6.3.Différents 10gICICLS .......c.ovuiiiiii e 46
I11.7.Systéme de classification biopharmaceutique...................ccooeviiiiininn.. 48

Etude expérimentale

0 4] 1T 1 51
I1. Matériels et MethodesS. ...uueuiuiuieieiiniieieiiiiiiiiiiiiiirire e eaeees 51
FL1termain de STaAZE. .. . iveee ittt ettt e e e 51
11.2. Choix de laméthode. ..o e, 51
11.3. choix de mOlEcules. .......ovvivini i 52
FLADMALEIICLS. . ..o 52
11.4.1.consommables. ..o 52
11.4.2.matiere Premiere. ... ..o 52
11.4.3.réactifs chimiques........cccceveieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicieeeen. 53
11.4.4.8PPareillage. ccce e iieeieiniiiiiieiiiiiiteeeneenteaceecescns socnsencscnscnsann. 53
I1.5.Méthode expérimentale.........cccevveiiiniiiniiiniiiiiineicinicisereenrcennsannes 55
11.5.1.Coefficient de partage oCtanol-eau....c.cceeeveiieeieiriniiaciecrensencencnnn. 55
IS 1. 1. PrinCIPe...cciiiiiniiiiiiiiiiietiiiintiiieneicstesrsssastcsssnsssssssscscnnssons 55
TL.5.1.2.Protocole c.couveniinieiniiniiniieiieiiiieiieiieiiintintieciecneiaciececnccncnnee 55

11.5.1.3.préparation des solutions aqueuses contenant les substances étudies ..56

11.5.2.Diffusion a travers une membrane artificielle.......ccovveerniiieneeennnnnnn. 57



TL5.2.1 PrincCipe...cccceeieiiiiinniiiiieeieiensieiientecsssssosssnscsssssscssssssssenssionns 57

I1.5.2.2.préparation de dispositif........cccevveiiieiiiniiiniiiieiiiniiiieiiiniecneecnnnes 57
11.5.2.2.préparation des solutions tampons.........cceeveeeeeeeieiieceecerenseaceecennns 58
I1.5.2.4.Préparation des solutions méres et des standards..........c.ccoeeennennnn... 59
I1.5.2.5.Protocol expérimental.........c.cccvieiiniiiiiniiniiiiiiniiiiiiniiniccnssnnnnse 60
III. Résultat et interprétation .......ccoeeveieiiiieiiiniiieiennicnecosnrosnessnssosnnses 60
I11.1.Dosage spectrophotométrique des substances etudiées.....ccceveenrenennnen. 60
111.1.1.Méthode coefficient de partage.......c.ccceeeeeieiuiiiieiinineinrienreecncnnnnn. 60
I11.1.1.1.Détermination des absorbances..........ccccocvveiiiiuiieiieiiiiniieceinnnn. 60
I11.1.1.2.Détermination des concentrations des substances.......................... 61
111.1.1.3.Détermination de coefficient de partage (P).......ccoceuveeiernreernernrnenne 62
111.2.Méthode de diffusion a travers une membrane artificielle.........cc.c...ou... 64
I11.2.1.Détermination des absorbances.........cccovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecinnne. 64
II1.2.2.Détermination des concentration ..........cceeveviineiiinieinriiereenrcnnncenn. 64
111.2.3.Détermination de la perméabilité.........cccvuiveiiiiiiniieiiiiniiniieceennnn. 65
[V . DISCUSSION tutuinininininininiiiittniienenetetetetesesesesesssasasasasasasasasasasase 66

(070)] 0 1od 11153 (o] TP 70



Liste des figures

Figure 1 :Les differentes phases de dévelopement de médicament.

Figure 2 :L’intestin humaine absorbe les nutriments et forme une barriére.
Figure 3 :.Diagramme du tractus gastro-intestinal humain.

Figure 4:Représentation schématique de la paroi intestinale.

Figure 5:Vue détaillée sur la structure des villosités présente dans la muqueuse intestinale

Humaine.

Figure 6 : Composition de la barriére intestinal.

Figure 7 : Routes d’absorption a travers I’epithelium intestinal.

Figure 8 : Schéma de principe du test PAMPA.

Figure 9:.Dispositif expérimentale original ainsi qu’il fait congu par H Ussing en 1951.
Figure 10 :Equipement de la chambre d’Ussing.

Figure 11 : Représentation schématique du modéle expérimental de chambred’ Ussing.

Figure 12:représentation schématique du protocole expérimental utilisant des cellules caco2
en culture.

Figure 13 :Représentation schématique du perfusion intestinal.A : Perfusion circulaire.
B :perfusion en un seule passage.

Figure 14 :Segment perfusé chez 1’animal crée avec le tube multicanaux et les deux ballons

gonflables.
Figure 15:Systéme de Bioclassification Pharmaceutique.
Figure 16 :les différents matériels utilisés.

Figure 17 : Mélange des deux phases octanol /eau.



Figure 18 : dispositif de la membrane artificiel
Figure 19 : Apreés agitation des deux phases. phases.
Figure 20 :aprés 1’équilibre et la séparation des deux.

Figure 21 : prépation d’un tampon pH 6.5 .



Tableau 01 :
Tableau 02 :
Tableau 03 :

Tableau 04 :

Liste des tableaux

Les différents modeles expérimentales.
Résumé des caractéristiques de différentes substances.
La dose maximale et la masse nécessaire pour chaque substance.

Les prises d’essais et les concentrations de chaque substances pour la méthode de

coefficient de partage octanol/eau.

Tableau 05 : Les prises d’essais pour la méthode de diffusion a travers une membrane

artificielle.

Tableau 06

Tableau 07

Tableau 08

Tableau 09

Tableau 10

Tableau 11 :

Tableau 12

Tableau 13

Tableau 14

:Les absorbances des solutions meres (M1).
:Les absorbances des substances dans les solutions aqueuses.
:Les concentrations des substances dans les deux phases.

:Les valeurs de Log P.
: LogP expérimental et LogP de littérature et les différents facteurs d’absorption.

Les absorbances de chaque substance et son longueur d’onde.
:les absorbances des substances dans les deux compartiments apres 24h
:Les concentrations des substances dans les deux milieux.

: Les valeurs de la perméabilité apparente pour chaque substance et leurs facteurs

d’absorption.

Tableau 15

Tableau 16

Tableau 17

: Papp et Peff de chaque substance.

: LogP expérimental et LogP de littérature.

: La perméabilité apparente et la perméabilité effective .



ABREVIATION

A

ABC :ATPBinding Cassette.

ADME : Absorption,Distribution ,Métabolisme et Elimination.
ADMET :Absorption,Distribution,Métabolisme ,Elimination et Toxicite.
AMM: Autorisation de Mise sur le Marché.

ANPP : Agence National des Produits Pharmaceutiques.

ATP: Adénosine triphosphate .

B

BCRP :Breast Cancer ResistanceProtein ,Proteine de résistance au cancer du sein.

BCS:Biopharmaceutical Classification System.

BHE:Barriéere Hémato Eencéphalique.

BPL.: Bonnes Pratiques de Laboratoire.

C

Caco -2 :Caucasian Colon Adenocarcinoma ,Cellules cancéreuse de colon humain.
CYP 450: Cytochrome P450.

D

DE : Décision d’enregistrement.

DCI: Denomination Commune Internationale.
DL50: ,dose pour laquelle 50 % des individus meurent.

DO :Densitié Optique.



DOPC :Duoléoylphosphatidylcholine.

EEN:Excipient a effet notoire.

FDA :Food and Drug Administraion.

H

HMG-CoA :inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme.
HPLC :Chromatographie en phase liquide a haute performance.

IAM :Membrane Artificiel Imobilisé.

IM: Intramusculaire.
IMAO: linhibieurs de monoamino-oxygénase A.

IV: Intraveineuse.

L

LC- MS :Chromatographie de liquides/ Spectrométre de masse
LC -MS/MS :
LLC-PK :Cellule de Lewis Lung Carcinoma-Porcine Kidney

LogP :Coefficient de partageoctaol/eau.

M

MCT :MonocarboxylateTansporter.
MDR1 :Multi Drug Résistance 1.



MRP2 : Multidrug Resistance associted Protein 2.

MDCK :Madin Darby Canine Kidney.

O

OATP2B1 :Organic Anion Transporter Polypeptide 2B1.
OCT : Organic Cation Transporter.
OMS: Organization Mondiale de Santé.

P

PAMPA :parallelartificial membrane permeabilityassay.
Papp : Perméabilité apparenté.

PAT :ProtonAminoacid Transporter.

PC : phosphatédile choline

Peff :Perméabilité effective.

Pgp :Glycoprotéine P.

PSA :Polar Surface Area.

PVDF :Filtre de Polyfluorure De Vinylidéne

Km :Coefficient de partage membranaire.

SC: sous cutanée.
SLC :Solute Carrier.

Saq : Solution aqueuse.
Oct : Octanol.



T1/2: Le temps de demi vie.

TER : Résistance Transépithéliale.

Tr :Temps de rétention.

UV : Ultraviolet

Vd : Volume de distribution .



Introduction générale

Pour de multiples raisons, la voie orale est |a voie de choix pour I'administration des molécules
actives aux patients. Toutefois, pour de nombreuses molécules candidates a un développement
pharmaceutique, il est parfois difficile de concevoir et de fabriquer des formulations efficaces, c'est a
dire capables d'assurer une absorption intestinale suffisante et reproductible de la molécule
considérée et donc de générer un profil pharmacocinétique satisfaisant. Cette situation améne
fréquemment a devoir recourir a une voie d'administration alternative, souvent moins confortable

et plus contraignante pour le patient.

Apres l'administration d'une forme galénique par la voie orale, le passage des molécules
actives depuis la lumiére intestinale jusqu'a leur apparition dans la circulation sanguine générale
est le résultat de multiples phénomenes. Au moment de son administration, la molécule active est
associée a une forme galénique dont elle doit étre "libérée". Dans le cas général des formes solides,
cette libération consiste en la dissolution des particules solides qui les constituent dans les fluides
digestifs. Elle est nécessaire pour que les mécanismes de passage (passifs et/ou actifs) vers la
circulation systémique puissent se mettre en place. Ainsi, l'intensité et la vitesse avec lesquelles
s’opéere le passage de la muqueuse intestinale sont deux parametres clés puisqu’ils déterminent la
biodisponibilité de la molécule considérée. Au plan mécanistique, la biodisponibilité dépend donc
simultanément des caractéristiques physico-chimiques de la molécule, des propriétés galéniques de la
formulation qui la contient et enfin de la perméabilité effective de la membrane intestinale a la

molécule considérée.

La détermination expérimentale de la perméabilité intestinale des principes actifs (PA) chez
I'animal et/ou chez ’homme et des mécanismes mis en jeu représente donc un objectif majeur dés les
premieres phases du développement pharmaceutique, puisque ce parameétre orientera
profondément le choix de la formulation galénique. La perméabilité intestinale peut étre estimée

par différentes méthodologies.

Ce travail , outre lintroduction et la conclusion générale, comprend deux parties :une
partie bibliographique dans laquelle  nous aborderons les bases fondamentales de
pharmacologie en 3 chapitres, généralité sur les médicaments, , I'absorption intestinale , les
modeles expérimentaux d’étude de la perméabilité intestinal et une partie pratique dans

laquelle nous étudierons la perméabilité intestinal I"hydrochlorthiazide kétoprofene



,furosemide,ranitidine et metformine en utilisant deux méthodes : le coefficient de partage n-

octanol/eau et la diffusion a travers une membrane artificielle.

Etude
bibliographique



Chapitre |

Géneéralitées sur les

medicaments



1.1. Petite histoire du médicament

La découverte de nouveaux médicame~t< s’est longtemps limitée a 1’observation
empirique des effets produits par certaines substances naturelles sur le cours des maladies.
C’est Paracelse au X VI si¢cle qui pronera la nécessité d’un médicament spécifique pour
chaque maladie. Il a écrit : « tout est poison, rien n’est sans poison, ce qui fait le poison c’est
la dose ». Considéré comme un des peres de la toxicologie, ce médecin suisse jeta alors les
bases de la pharmacologie moderne dans une société ou la plupart des remedes provenaient de

plantes ou d’éléments naturels.

Avec la découverte du nouveau monde, les explorateurs rapporteront des grandes
principes actifs comme le quinquina, 1’ipéca, le coca, le café ...etc. Grace aux progres de la
chimie et de la physiologie, le XIX e siécle marque une nouvelle étape avec I’isolement des
principes actifs : de I’opium, on isole la morphine puis la codéine, de I’ipécacuana on extrait
I’émétine, du quinquina, la quinine. La colchicine supplante le colchique et I’acide
acétylsalicylique, 1’écorce de saule. On dispose alors de la papavérine extrait du pavot, de la
digitaline de la digitale et de I’ergotamine de 1’ergot de seigle. L’aspirine sera synthétisée en

1897 par Hoffman.

Apparaitront au début du XXe siecle la novocaine en 1901, les antisyphilitiques en 1906
et les antipaludéens de syntheése en 1927. Mais 1’ére moderne débute avec la découverte en
1937 de I’action antibactérienne des sulfamides. 1943 est I’année de la découverte par Fleming

de la pénicilline et 1947 de la streptomycine. (1)

A partir de 1970, il apparait I’approche génétique des pathologies humaines (obésité,
diabéte 1II....) et avec elle la découverte de nouveaux médicaments Protéines recombinantes,
anticorps) et les médicaments de biotechnologie)
Actuellement des perspectives thérapeutiques sont en cours de développement : la thérapie
génique par remplacement d’un géne défaillant, la thérapie cellulaire par remplacement de
cellules non fonctionnelles, 1’ingénierie moléculaire par synthése de molécules de nature
protéique, des organes bio artificiels et des Nano biotechnologies par des outils d’ordre éthique
réglementaire et économique (2)
1.2. Définition du medicament

D’aprés D’article 208 du chapitre 2 du titre V (produit pharmaceutiques et dispositifs

médicamenteux) de la nouvelle loi de santé 2018 :



Le medicament est toute substance ou composition présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a I’égard des maladies humaines ou animales, et tout
produits pouvant étre administrés a I’homme ou a I’animale en vue d’établir un diagnostic

médical ou de restaurer, de corriger et de modifier ses fonctions physiologiques. (3)

1.3. Différentes compositions du médicament
Dans la formulation médicamenteuse, on distingue deux sorts de composées :

-Principe actif : substance d’origine naturelle ou synthétique, caractérisée par un mecanisme
d’action spécifique ou non et un effet curatif ou préventif précis dans I’organisme.
-Excipients : substance d’origine naturelle ou synthétique qui facilitent I’administration, la
diffusion, et la conservation du principe actif mais théoriquement dépourvues d’activité
pharmacologique. Néanmoins certains excipients peuvent entrainer des allergies ou des
intolérances individuelles ; il s’agit des excipient a effet notoire (EENSs) ces excipients

nécessitent des précautions d’emploi pour certaines catégories de patients.(4 ; 5)

I.4. Différentes Dénominations du médicament
Le médicament est a la fois nommé par un nom chimique qui est rarement utilisé, Un

nom « fantaisie » ou nom commercial qui est le nom choisi par le laboratoire qui le
commercialise et par une dénomination commune internationale (DCI) qui est décernée par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et qui permet d’identifier précisément un principe
actif quel que soit le laboratoire qui le commercialise (6)
1.5. Classification des medicaments

Il existe un nombre incalculable de médicaments et pour s’y retrouver, une classification
des médicaments existe.
1.5.1.Classification selon I’origine

Les médicaments peuvent étre classés selon leurs origine .On peut distinguer :
- les médicaments d’origine minérale par exemple : les argiles.
-Les médicaments d’origine végétale : cette classe a été longtemps trés importante, tant que
les médicaments d’origine végétale ont dominé la pharmacopée .C’est ainsi que 1’on peut
considérer les médicaments de 1’ergot de seigle, ceux des solanacées...etc.
-Les médicaments d’origine chimique: C’est la plupart des médicaments utilisés
actuellement. On en vient alors a la nécessité d’une sous classification. En fait, les médicaments

d’origine chimique sont soit issues de la semi synthése, de la fermentation ...etc.



-Les médicaments d’origine animale : IIs sont peu nombreux. Mais, un certaine nombre de
produits sont issus directement ou apres extraction et transformation du corps humain :
I’exemple majeur est celui des médicaments dérivés du sang.
-Les médicaments issus des biotechnologies : Ils prennent une importance croissante. 1ls sont
caractérisés par leurs procédés d’obtention (génie génétique, fermentation, etc.). Cette approche
est importante aux points de vue industriel, réglementaire et sécuritaire. .
I. 5.2 Classification chimique
La classification par séries chimiques est évidemment pertinente pour le chimiste et le
pharmacien. C’est dans ce cadre que se placent les études structure — activité. Elle est utile a la
découverte de nouveaux principes actifs. Son inconvénient est d’étre peu pertinent en pratique
clinique. Dans la méme série chimique, les dérivés présentent a des degrés divers de multiples
effets pharmacologiques et des applications thérapeutiques parfois trés différentes. Les
sulfamides en sont un exemple typique : ils peuvent étres anti-infectieux, diurétique,
antidiabétique...etc.
1.5.3 Classification pharmacologique
C’est une classification par effet pharmacologique donc par cibles et par mécanismes

d’action. Par exemple, les IMAO (inhibiteurs de monoamino-oxygénase A), les
parasympatholytiques, les inhibiteurs des phosphodiestérases, etc. Elle a le grand avantage
d’étre satisfaisante pour 1’esprit car elle permet la compréhension des phénomenes et donc de
la logique de I'utilisation des médicaments. Ses limites sont en fait celle de la physiopathologie.
Ce n’est que dans la mesure ou celle-ci est connue et les cibles potentielles des médicaments
identifiées que le classement par effet pharmacologique est rationnel. ( 6)
1.5.4 Classification thérapeutique

La classification thérapeutique consiste a lister les médicaments par les pathologies qu’ils
traitent. C’est ainsi que 1’on aura comme « classes thérapeutiques » par exemple les
antihypertenseurs, les antirhumatismaux, les antiulcéreux, et les anticancéreux.etc. C’est
évidement la classification la plus satisfaisante pour le praticien car elle est directement
opérationnelle. C’est celle privilégiée par les traités de médecine et de thérapeutique

En fait, aucune classification ne permet de couvrir de maniere satisfaisante pour le
personnel de santé I’ensemble des médicaments .On a donc recours a un systeme hétérogéne de

classification : Classification pharmaco thérapeutique.(6)



1.6.Devenir du médicament dans I’organisme
Entre I’administration d’un médicament et son action sur le récepteur de 1’organe cible
permettant d’obtenir la réponse pharmacologique recherché, survient un certain nombre
d’événements regroupés sous le terme de pharmacocinétique. Classiquement, la
pharmacocinétique est divisée en quatre ¢&tapes : 1’absorption, la distribution, la
biotransformation (ou métabolisme) et 1’élimination. (7).11 est essentiel de comprendre que
I'action réelle d'un médicament dans I'organisme ne pourra résulter que de la combinaison de
ses propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.(8)
1.6.1. Absorption
L’absorption est le processus par lequel une substance déposée a la surface ou a
l'intérieur d'un tissu parvient aux vaisseaux. L’absorption est directe ou immédiate lorsque le
médicament est introduit dans un milieu qui I'accepte passivement (tissu sous-cutane,
muscles) est indirecte ou médiate lorsque ce passage nécessite le franchissement d'une
barriere sélective donc il y a une résorption (peau, muqueuse, séreuse). La vitesse et la durée
de I'absorption dépendent de:
- I'état physique du médicament et de la libération du principe actif : cette mise a
disposition constitue la « phase galénigue ». L'ordre décroissant de vitesse de passage est :
solutions aqueuses, solutions huileuses, les suspensions puis les formes solides.
- la concentration : plus elle est forte et plus le passage est rapide.
- la circulation : plus le tissu est vascularisé et plus le passage est rapide (muscle), les tissus
peu vascularisés retiennent les médicaments (graisse). La vasodilatation et la vasoconstriction
accélerent ou ralentissent I'absorption.
- la surface : plus la surface d'absorption est grande, plus le passage est rapide et important.
(6)
1.6.1.1. Voie d’administration
Les médicaments peuvent étre administrés par voie orale ou par voie parentérale.
-La voie orale : en raison de ses aspects pratiques, la voie orale constitue la voie la plus
fréquemment utilisée pour I’administration de la plupart des médicaments .cependant, certains
médicaments sont sensibles aux enzymes ou a I’acidité de I’estomac et doivent étre administrés
par voie parentérale.
-La voie parentérale : elle peut étre effectuée :
-Par injection intraveineuse(1V) : le médicament passe directement dans la circulation

sanguine sans devoir traverser les barrieres d’absorption.



-Ou par Les injections intramusculaires (IM) et sous cutanees(SC) : la résorption se
fait a travers le tissu musculaire ou conjonctif et I’endothélium vasculaire.
Il existe d’autre voies d’administration comme 1’inhalation (I’anesthésiques volatiles, certains
médicaments utilisées dans 1’asthme), I’administration locales, les administrations
sublinguales et rectales pour éviter la circulation portale, les préparations administrables par
voie sublinguale sont particulierement indiquées chez les sujets présentant un métabolisme de
premier passage important. (9)
1.6.1.2. Biodisponibilité
Apres I’administration d’une certaine quantité¢ de médicament. Sauf en cas de pénétration
directe, on n'est pas assuré qu’elle atteindra intégralement le torrent circulatoire. En effet, une
partie peut étre « perdue en route », €liminée sans étre absorbée autre partie peut étre
transformée en produit inactif au niveau d'une barriére ou du foie.
On appelle biodisponibilité le rapport entre la quantité de medicament qui atteint le plasma et
la quantité administrée ainsi que la vitesse avec laquelle le médicament atteint le plasma. Elle
est exprimée en pourcentage. Elle est donc égale ou inférieure a 100 %.
La biodisponibilité est relative a une présentation, ¢’est-a-dire a un principe actif, sous une
forme pharmaceutique, d’un fabricant donné ; elle dépend de :

- la substance elle-méme

- I'anatomie, c'est-a-dire de la voie d'administration ( voies orale ou rectale...)

- la forme galénique et du processus de fabrication (trés important en pratique)

- facteurs physiologiques (age, alimentation...)

- facteurs pathologiques (insuffisances hépatiques... ).

La biodisponibilité se détermine en comparant la quantité de médicament atteignant le
plasma par deux voies différentes, I'une la voie concernée, I'autre a absorption compléte (voie
intraveineuse). (6)

1.6.2. la distribution

La distribution est fonction de la capacité du médicament a franchir les barriéres qui
séparent les différents compartiments de I'organisme et a s'y accumuler ou a en étre exclu.
Ceci implique le passage de barrieres membranaires qui peuvent étre franchies par diffusion
passive ou par l'action de transporteurs.
Le facteur principal qui gouverne la diffusion passive est, par ordre d'importance, la solubilité
dans les lipides et la taille moléculaire. Etant donné que de nombreux médicaments sont des
acides ou des bases faibles, leur ionisation et donc le pH environnant, jouera un role essentiel

car la forme non-ionisée diffusera nettement plus vite que la forme ionisée.
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Un aspect particulier de la distribution des médicaments est leur capacité a se lier aux protéines
plasmatiques (principalement I'albumine, mais des liaisons a des protéines spécifiques sont
décrites). Cette liaison va diminuer leur capacité a se distribuer dans d'autres compartiments
que le plasma et ralentir leur élimination.

Le volume de distribution Vd s’exprime par la relation entre la quantité totale de médicament
présente dans 1’organisme et la concentration observée au niveau plasmatique.

8)

1.6.3.Métabolisme

L’analyse du métabolisme d’un principe actif est avant tout une approche descriptive des
diverses voies métaboliques et de leur importance relative, ainsi que des conséquences sur
I’élimination du médicament. Le terme de métabolisme fait référence a la transformation, par
une réaction enzymatique d’un médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou
inactifs au plan pharmacologique. De nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation
(peau, poumon, rein, intestin...). Néanmoins le principal site de biotransformation est situé au
niveau hépatique, dans les enzymes des microsomes. Ceci est expliqué par le flux sanguin tres
important du foie, organe épurateur, par rapport aux autres organes .Schématiquement on
distingue 2 phases de métabolisme selon les processus de transformation : les réactions de
phase | et celles de phase I1.

1.6.3.1.Réactions de phase |

*Les réactions d’oxydation sont majoritairement localisées dans les microsomes
hépatiques. Elles consomment du NADPH (nicotinamide phosphate réduit), de I’oxygene
moléculaire et passent par les cytochromes P450.

« Les réactions de réduction sont beaucoup moins fréquentes et moins bien
explorées. La réduction n’intervient pas exclusivement au niveau hépatique mais également
dans I’intestin via la flore bactérienne.

* L’hydrolyse enfin est une voie métabolique banale, qui intervient dans le foie, dans
différents tissus et méme dans le plasma. Les enzymes de type des estérases sont le plus
souvent non spécifiques. La réaction d’hydrolyse par clivage d’un ester ou d’un amide, est
chez I’homme, tres rapide.
1.6.3.2.Réactions de phase Il

Les groupements fonctionnels issus des réactions de phase | peuvent étre ensuite
conjugués. C’est la réaction de phase Il.

Les mécanismes de conjugaison chez I’homme font généralement appel a 1’acide glu

uronique, au glycocolle, au sulfate.



La conjugaison avec 1’acide glucuronique est la plus fréquente des conjugaisons. Elle
est catalysée par le systeme enzymatique de la glucuronyltransférase et concerne les molécules
possédant un groupement hydroxylé, carboxylé ou aminé. Les glucuronides sont tres
hydrosolubles ce qui explique la facilité avec laquelle ils sont éliminés dans I’urine et la bile.
Dans quelques cas, les esters sont instables et apreés hydrolyse dans I’urine ou le plasma
redonnent la molécule mére. (10)

1.6.4.Excrétion

L’¢limination ou excrétion des médicaments et de leurs métabolismes est assurée par

diverses voies dont la plus importante est la voie urinaire, les autres voies étant la voie biliaire

et la voie pulmonaire.

1.6.4.1.Excrétion rénale

L’excrétion des médicaments par le rein est la résultante de phénomenes complexes au
niveau du néphron qui est I’unité fonctionnelle du rein.la filtration glomérulaire, la sécrétion et
la réabsorption tubulaire.
-Filtration glomérulaire : le glomérule se comporte comme un filtre laissant passer tous les
composés d’un poids moléculaire inférieur a 60000, ce qui est le cas de tous les médicaments
I’exception des médicaments lies aux protéines plasmatiques (forme liée).
-Sécrétion tubulaire active: Il s’agit d’un processus situé¢ au niveau du tube contourné
proximal, consommant de 1’énergie et permettant le passage de médicaments sous forme ionisee
(acides et bases organiques faibles) de la corticale vers le tube contourné.
-Réabsorption tubulaire : les médicaments présents dans le tubule peuvent étres réabsorbé
dans la circulation générale, par diffusion passive pour la fraction non ionique ou liposolubles
au niveau du tube distal, ou par transport actif au niveau du tube proximal.
1.6.4.2.Elimination biliaire

Apres passage hépatique, la fraction du médicament non métabolisé peut retourner dans
la circulation générale ou étre excrété par la bile. Il peut exister dans ce dernier cas un cycle
entéro-hépatique ou le médicament excrete dans la bile arrive dans I’intestin et peut a nouveau
étre absorbé, repasser dans le sang et revenir au foie. (9)
1.7.Développement du médicament

De la découverte de la molécule a I’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) par les
autorités publiques et sa mise en vente dans les pharmacies, un médicament passe par un
processus complexe. Effectué dans un cadre réglementé, ce dernier comprend diverses phases

et s’étale sur dix ans environ.
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Les étapes de recherche et de développement s’étendent de 1’isolement de la molécule
jusqu’a la sortie du médicament,sur deux volet essentiels préclinique et clinique indispensables.

La premiere étape de développement d’un médicament recouvre une grande variété
d’activité scientifique visant a identifier de nouvelles cibles biologiques et a confirmer leur role
dans le déclenchement ou I’évolution d’une maladie. Classiquement,les nouvelles cibles
thérapeutique sont des récepteurs ou des enzymes sur lequels se fixent les médicaments afin de
modifier les fonctions cellulaires.

Une fois la cible validée,il faut ensuite décrypter son fonctionnement biologique.

10 000 molécules

Identifiges
100 molécules
Testées
10 candidats
Meédicament
1 médicament
0 3 10 15 20 ANS
Recherche  phase préclinique phase clinique

oL [w>

Figure 1 :Les differentes phases de dévliopement de médicament.(original)
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I.7.1.Recherche de la premiere substance active
L’identification d’une tete de serie ou chef de file implique la mise au point de méthodes fiables
pour tester de petits composés moléculaire par criblage dont le criblage a haut débit.
La recherche de cette premiére substance active peut également faire appel a toutes les
informations biologique recueillies chez I’homme ou chez les animaux mais peut aussi utiliser
les connaissance concernant le déclenchement de la maladie.il s’agit alors d’approche
rationnelle pour découvrir un chef de file.enfin la molécule sélectionnée peut provenir d’une
modification structurale d’une principe actif préexistant.
Dans les biotechnologie,cette étape consiste a développer des anticorps présentant des affinités
avec une cible donnée.
1.7.2.0btimisation de la molécule chef de file

Les tetes de series ou lead compounds sont obtimisées en fonction de leur afinité avec
la cible biologique,mais également en termes de spécificité d’accessibilité¢, de propriétés
physico-chimique,de durée d’action,d’absorption par voie oral, d’absance de toxicité.
Si une molécule est suffisament active pour etre développée,elle est alors présélectionnée et
devient candidat médicament.ensuite il faut étudier ses effet sur I’animal et sur I’homme.c’est
le stade de développement qui se divise en deux étape,le développement préclinique et
I’évaluation clinique.(11)
1.7.3.Etudes précliniques

C’est une phase de tests des différentes molécules précédemment sélectionnées
obligatoirement avant les essais sur ’homme. Cette phase comporte diverses composantes :
1.7.3.1.Tests de toxicologie

I1s ont pour but d’une part de définir la limite de ’innocuité du produit, d’autre part les
organes ou fonctions atteints lorsque la dose utilisée est toxique. Autrement dit, ces tests
évaluent les risques d’effets secondaires des médicaments en développement.

Pour ce faire, la réglementation impose des ¢tudes chez I’animal selon des protocoles
précis conformes aux Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) qui assureront la reproductibilité
des essais. lls se réalisent en différentes étapes suivant des procédures précises
internationalement validées :

1.7.3.1.1.Etude de la toxicité aigué

Elle comprend une étude de la toxicité au moins 7 jours aprés une administration

unique, sur au moins deux espéces de mammiféres de souche connue, en utilisant au moins

deux voies d’administration différentes dont ’'une identique a celle prévue chez ’homme.
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Elle doit aussi évaluer la DL50, (dose pour laquelle 50 % des individus meurent)et établir les
relations entre les doses utilisees et les effets obtenus.
1.7.3.1.2.Etude des toxicités subaigué et chronique

Elle a pour but de révéler les altérations fonctionnelles et/ou anatomopathologiques
apparaissant apres administrations répétées de la substance étudiée, en établissant les
conditions d’apparition de ces altérations (doses utilisées, rythmes d’administration). Elle
comprend une épreuve a court terme (2 a 4 semaines) et une a long terme (3 & 6 mois ou plus
en fonction de la durée envisagée pour le traitement chez I’humain). Elle doit étre réalisée sur
deux especes de mammiféres dont 1’une différente des rongeurs.
1.7.3.1.3.Examen de la fonction reproductrice

Il est effectué si les résultats des autres expérimentations font soupconner des effets
néfastes pour la descendance ou des altérations de la fécondité.
1.7.3.1.4.Etude de la toxicité embryofoetale et périnatale

Son but est d’étudier les phénomenes toxiques éventuels en particulier tératogeénes sur
I’embryon quand le médicament potentiel est administré a la femelle gestante.
Ces ¢tudes doivent étre effectuées sur 2 especes animales dont 1’une n’est pas un rongeur. Les
études péri- et postnatales peuvent étre effectuées sur une seule espéce.
1.7.3.1.5 étude du pouvoir mutagene

Cette étude doit révéler les modifications héréditaires du matériel génétique
d’individus ou de cellules occasionnés par I’administration du produit.
1.7.3.1.6.€tude du pouvoir cancérogene

Celui-ci doit étre recherché pour les produits qui présentent une analogie chimique
avec des composés reconnus cancérogenes, ou qui ont provoqué des manifestations suspectes
au cours de I’étude toxicologique a long terme ou au cours des tests de mutagénes.
1.7.3.1.7.Etude de la tolérance locale

Le but est de montrer la bonne tolérance du médicament par les diverses zones avec

lesquelles il peut étre en contact.

1.7.3.2 Etude pharmacocinétique et métabolisme du médicament

Les propriétés pharmaceutiques de la molécule sont précisées : absorption,
métabolisation, distribution, élimination(ADME). Les propriétés pharmacologiques sont aussi
établies. (12)
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1.7.4.Recherche clinique

Selon I’article n387du 31/06/2006 relative au essai clinique : (chapitre | article 2)

On entend par essai clinique toute investigation menée sur des sujet humains en vue de
découvrir ou de vérifier des effets clinique et pharmacologique d’un produit pharmaceutique,
d’identifier toutes réaction indésirable afin d’en évaluer 1’efficacité et la sécurité.

L’essai clinique porte notamment sur les essais thérapeutique, diagnostique et

préventifs, les études observationnelles et les études de bioéquivalence.(13)
1.7.4.1.Différentes phases de I’expérimentation clinique

- Phase | : Elle privilégie la sécurité d’emploi du produit. C’est I’éprouve de toxicité
chez I’homme. Elle se pratique exclusivement chez un nombre limité de volontaires sains
(exceptionnellement malades), surveillés en milieu hospitalier avec un maximum de
précautions notamment 1’accés immédiat a un service de réanimation parfaitement équipé.
Pour les futurs médicaments seront mesurés la toxicité, la dose maximale tolérée (rapport entre
la dose efficace et la dose tolérée) et les paramétres pharmacocinétique. Pour les vaccins, on
précisera la toxicité, la tolérance, et la dose maximale immunogene (rapport entre la dose
immunogeéne et la dose tolérée) pratique des essais cliniques en Afrique.

- Phase 2 (étude de ’efficacité) : La phase 2a a lieu sur des volontaires sains tandis que
la phase 2b s’effectue sur des patients modérément atteints par la pathologie cible du
médicament candidat. L’administration demeure de courte durée et les critéres d’évaluation
sont plus physiopathologiques que thérapeutiques. Cette phase 2 permet de préciser les
connaissances de pharmacocinétique et le métabolisme du produit, de recenser ses propriétés
pharmacologiques, d’établir les courbes de relation entre sa concentration et les effets obtenus,
de préciser la dose optimale pour laquelle I’effet thérapeutique est le meilleur pour le moins
d’effets secondaires entrainés.

- Phase 3 (essai comparatif) :L’efficacité et la sécurité du médicament a I’étude sont
¢tudiées au cours d’un classique essai clinique contrdlé en comparaison avec un traitement de
référence reconnu efficace dans la maladie en question ou avec un placebo, sur un grand groupe
de malades (plusieurs centaines a plusieurs milliers de patients). Si le médicament traverse avec
succes ces différentes phases, il est €ligible pour 1’accession au marché. Pour ce faire, il faut
ensuite suivre toute une procédure administrative.

-Phase administrative : Elle résulte de la réglementation complexe entourant la

commercialisation du médicament.(14)
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AMM ou Autorisation de mise sur le marché

Document officiel émis par ['autorité compétente en maticre de réglementation
pharmaceutique qui précise la composition et la formulation détail du médicament, les normes
de la pharmacopée ou les autres normes reconnus auxquelles doivent satisfaire le produit fini
et ses constituants, ainsi que les délais relatifs au conditionnement, a I’étiquetage et a la durée
d’utilisation du produit. (Procédure de délivrance d’une autorisation d’exploitation d’un
établissement de production de produit pharmaceutique)(15)

-Phase 4 ou poste AMM

Le médicament qui a recu son AMM, peut étre commercialisé par 1’industrie
pharmaceutique, prescrit par les medecins et délivré par les pharmaciens. La surveillance post-
AMM, est nécessaire pour mieux cerner |’efficacité thérapeutique et la tolérance de médicament
.certains effet indésirable rares ne sont décelés que pendant cette phase ou seulement apres

quelques années d’utilisation a large échelle.(64)

1.7.4.2.Procédure d’enregistrement en Algérie
La demande d’enregistrement d’un médicament en Algérie est adressée a I’agence
nationale des produits pharmaceutiques (ANPP). L’AMM est accordé par I’ANPP aprés avis

de la commission nationale de nomenclature (Décret, 1992) (16)
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Chapitre 1

Permeéabilité intestinale des

medicaments



Suite a I’administration d’un médicament par une route extravasculaire, la molécule doit
étre absorbée pour se retrouver dans la circul 1 systémique et étre distribuée dans les tissus
et les organes. Pour que la molécule se retrouve dans la circulation sanguine, elle peut traverser
la barriére intestinal de fagon passive ou interagir avec un récepteur ou un transporteur sur un

site d’action afin d’obtenir un effet pharmacologique.

I1.1. Barriére intestinale

Comme pour toute barriére biologique, la barriére intestinale se trouve a I’interface
entre I’organisme et le milieu extérieur (contenu liminal). Elle est la premiere surface
Exposée a tout élement ingéré par voie orale. Si le terme de « fonction de barriere
Intestinale » est une notion vaste (incluant motricité, épithélium, immunite, flore
Commensale et mucus). La barriére intestinale couvre une surface d’environ 400 m2
comprenant une monocouche de cellules organisées en cryptes et en villosités (17.18). Elle
possede des fonctions métaboliques, digestives et immunologiques (17.19). Elle permet de
protéger I’organisme de Il’invasion de microorganismes pathogénes tout en permettant
I’absorption des fluides et des nutriments. Ce systéme consiste en une barriere externe «
physique » et en une barriére interne « biochimique » qui sépare la muqueuse de la lumiére de

I’intestin et une barriére microbiologique.
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Figure 3 :I’intestin humaine absorbe les nutriments et forme une barriére .20
11.1.1.Barriére physique

La barriere physique inclut la membrane cellulaire de 1’endothélium vasculaire et des

cellules épithéliales.
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11.1.1.1. Anatomie fonctionnel de I’intestin

Le tractus gastro-intestinal communément appelé tube digestif, représente
une ensemble d’organes servant d’interface entre 1’intérieur de 1’organisme et le
milieu extérieur environnant. Il comporte la cavité buccale, I’cesophage, 1’estomac,
I’intestin ainsi que les glandes annexes (foie et pancréas). L’intestin a pour role de
digérer, d’absorber et de transporter sélectivement les nutriments, les vitamines,
les cofacteurs essentiels, et les déchets, mais il constitue également une barriére
efficace contre la pénétration des substances toxiques intra-liminales telles que les

bactéries, les antigénes, les additifs alimentaires etc.

Immédiatement aprés I’estomac commence le premier segment de 1’intestin gréle, le
duodénum, en forme de C, qui mesure environ 25cm de long. Le C enserre la téte du pancréas
dont le canal excréteur débouche, avec en général le cholédoque, dans la lumiere du duodénum
environ a la moitié de la portion descendante, au niveau d’une petite papille verruqueuse.
L’extrémité distale du duodénum se poursuit par le jéjunum en formant un coude brutal (angle
duodénojéjunal).Le jéjunum est nettement plus long que le duodénum et se poursuit sans

frontiére nette par L’iléon (21).

Foie Estomac

Pancréas
Duodénum

Colon

Colon transverse

Intestin

Colon ascendant gréle

Colon descendant

Appendice
Rectum

Anus

Figure 3:Diagramme du tractus gastro-intestinal humain. (20)

1. 1.1.2. Paroi de intestin gréle
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La paroi de I'intestin gréle est constituee de la sereuse, la musculeuse externe (couches
musculaires longitudinales et circulaires), la sous-muqueuse et la muqueuse intestinale. Ce
dernier constitue la principale barriére qui contréle les médicaments et absorption de nutriments
apres dissolution dans le contenu liminal. La muqueuse est constituée de quatre couches: une

monocouche de surface, la membrane basale, la lamina propria et lamina musculeuse(22).

Villositées L

Mugqueuse

Sous-muqueuse

Musculeuse

Figure 04 : Représentation schématique de la paroi intestinale (23)

11.1.1.3. Epithélium intestinal

L’épithélium intestinal représente une barriére physique situé¢ a I’interface du milieu
liminal et de la muqueuse limitant le passage des agents pathogénes. Il s’invagine dans la
mugqueuse en crypte de Lieberkiihn. L’épithélium intestinal est composé principalement de
cing types cellulaires qui vont proliférer, se différencier puis atteindre la mort cellulaire (24).
Les cellules souches intestinales situées dans les cryptes sont a 1’origine du renouvellement de
I’épithélium qui est estimé chez I’homme a 4-5 jours (25). Les cing types cellulaires
majoritaires présentent des caractéristiques qui leur sont propres :

e Les anthérocytes. ces cellules absorbantes et sécrétrices possedent sur leur pole apical

des microvillosités permettant de multiplier la surface d’échange et elles forment un
plateau strié encore appelé bordure en brosse. Elles représentent environ 95% de la

population cellulaire totale des villosités intestinales (26.27).
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Figure 05:Vue détaillée sur la structure des villosités présente dans la muqueuse intestinale
Humaine(28)

e Les cellules caliciformes. encore appelées cellules a mucus ou «Goblet cells», se

situent davantage dans les deux tiers supérieurs des villosités dans I’intestin gréle,
et dans le cblon. Ces cellules dispersées entre les anthérocytes, renferment des globules de
mucines libérées sous forme de mucus a la surface de 1’épithélium ; lors de cette libération, le
mucus s’hydrate fortement, augmente de volume et forme un hydrogel (29)

e Les cellules entéroendrocrinesles cellules endocrines sont localisées a la base des
villosités et dans les cryptes. Leur caractéristique commune est de posséder des
granules de sécrétion au niveau de leur partie basale (30.31). Les peptides gastro-
intestinaux libérés par ces cellules jouent différents réles, notamment, dans le contréle
des sécrétions gastriques, pancréatiques et intestinales ainsi que dans la motricité et la
trophicité du systeme digestif (32.33).

e Lescellules "M sont des cellules présentatrices d'antigénes situées au niveau de
I’épithélium et tout particulierement dans les plaques de Peyer qui regroupent des
agrégats de follicules lymphoides primaires et secondaires. Elles captent les antigénes
de la lumiere intestinale et les transmettent aux cellules immunocompétentes telles que
les cellules dendritiques.

e Les cellules de Paneth :les cellules de Paneth, cellules sécrétrices exocrines
specialisées situées au tiers inférieur des cryptes de I’intestin gréle ont migré depuis la
zone de cellules souches vers la partie inférieure des cryptes ou, elles survivent une

vingtaine de jours (30.34.35). Elles secrétent dans le mucus des micro granules situés a
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Barriére
chimigue

leur pdle apical et contenant une série de protéines antimicrobiennes comme le
lysozyme (enzyme capable de digérer la paroi en particulier des bactéries Gram-
positives) (36), ou d’autres enzymes antibactériennes(37)

Au niveau structural, la muqueuse de I’intestin gréle forme des expansions en «
doigts de gant » qui participent au systeme d’amplification de la surface d’absorption
des produits de digestion. Cela est rendu possible par les nombreux replis de la
mugqueuse, les villosités et les microvillosités qui tapissent la face apicale des
anthérocytes. En revanche, le colon ne présente pas de systéme d’amplification, il ne
présente pas de villosités, les colonocytes sont moins nombreux et les cellules de Paneth

sont absentes.

Couche Lo I s 8 7%, 6 . o o
extemne de ®. %" =
L= [ ] L= o & =]
mucus soeme e T, 2e% 4o ®
(mucus) Coushe  Callules
internede .
muecus 8 5 Enterocyte ﬁ Cu
Barriére 1 J Il N 1(1, .
. NN J[ h"\U g1 1) 1n)

plysique
(Epithélinm

aesi) | @) @ 1. o® e\ @
® ®.. o9 s | O

Figure 06 : Composition de la barriére intestinal38

I1.2.Barriéres biochimique

11.2.1. Enzymes intestinales

11.2.1.1. Enzymes de phases I

Les cytochromes P450 (CYP) se trouvent au niveau de I’intestin. Cette superfamille des

CYP 450, comptent les CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 3A4, CYP 2C9 et CYP 2C19. La
sous famille la plus représentée est celle des CYP3A. Le CYP 3A4 fait 60 % des enzymes CYP

situées au niveau des anthérocytes. Il métabolise un grand nombre de composés et limite ainsi

leur absorption 11 est inductible et métabolise un grand nombre de substrats par des

réactions d’hydroxylation et de N-dé alkylation (37.40)

11.2.1.2.Enzymes de phases |1
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Celles qui sont exprimées par les anthérocytes sont notamment des aminopeptidases, les
dipeptidylpeptidases 1V, les endopeptidases proviennent du pancréas: trypsine chymotrypsine,
élastases, carboxypeptidases (41) .On trouve également des acétyltransférases, des glutathions
S-transférases, des  méthyltransférases, des sulfotransférases et des UDP-
glucuronyltransférases. (39)

Dans le mucus, en provenance des cellules de Paneth, sont secrétés des composants
antimicrobiens qui sont des molécules comme les o défensines,cathlécidines, lysozymes,
angiogénine 4, phospholipase A2 sécrétrices, collectine,histatine, et des lectines tels REGIII a
(connu sous le nom de HIP et PAP) et REGIIly .

Les anticorps secretés IgA et IgG par les cellules B et rejetées dans le mucus par les
cellules épithéliales rappellent la fonction protectrice. (43)

Notons que dans ce mélange de fluides, interviennent aussi un certain nombre
d’enzymes bactériennes (commensales comme pathogenes), dans le cdlon en particulier des
enzymes de dégradation de la mucine, principale source de carbone et d’énergie des bactéries,
et de dégradation des déchets non métabolisés. (44.45)

11.2.2. Transporteurs

Les transporteurs facilitent les échanges des composés endogeénes et exogenes a travers
la membrane. Sur plus de 400 transporteurs annotés dans le génome humain, environ une
trentaine sont impliquées dans ’ADMET des médicaments au niveau des intestins, du foie, des
reins, du cerveau et du placenta. Ces transporteurs de médicaments ont une influence
Considérable sur la pharmacocinétique, 1’efficacité et la toxicité des composés .Ils participent
aux interactions médicament-médicament, ou les médicaments peuvent potentiellement
compétitionner pour lier un transporteur. Ceci change la concentration des substrats dans le
sérum et dans les tissus ce qui peut mener a des effets secondaires. Les protéines qui influencent
le profil pharmacologique des médicaments sont séparées en plusieurs familles : (46.47)
11.2.2.1. Transporteurs ATP dépendantes (ATP binding cassettes)(Proteines ABC)

Les protéines de la superfamille des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) utilisent
I’énergie provenant de I'hydrolyse de I'ATP pour exporter de nombreuses molécules hors de la
cellule, ces transporteurs sont tres abondants au point apical de membrane des entérocytes.

IIs sont classés en plusieurs familles :
-Famille des transporteurs de flux Glycoprotéine P (P-gp)

La P-gp est I'un des plus importants transporteurs ABC. Elle appartient a la sous famille
B des protéines ABC, d'ou son nom ABCBL. Elle est le produit du gene MDR1 (multi drug

résistance 1), elle a pour substrats de nombreux anti-cancéreux et est responsable de la

22



résistance de certaines tumeurs a ces medicaments. Elle joue un réle protecteur en empéchant
le passage dans le sang de molécules potentiellement dangereuses provenant de l'intestin. De
trés nombreux médicaments s'averent étre des substrats de ce transporteur, ce qui limite leur
biodisponibilité et réduit I'efficacité du traitement.(50)

-Protéine de résistance au cancer du sein (BCRP)

La BCRP (Breast Cancer ResistanceProtein) peut transporter de larges molécules
hydrophobes, chargées positivement ou négativement, des cytotoxiques tels que
lemitoxantrone, le topotecan, le flavopiridol, et le methotrexate, des encres fluorescentes ainsi
que des composes toxiques présents dans la nourriture. C'est un demi-transporteur, il requiert
donc une dimérisation pour étre actif(51)

-MRP2

La MRP2 (MultidrugResistanceassocitedProtein 2) a pour substrats de nombreux anions
organiques, surtout des composes conjugues. Elle peut aussi transporter des composes
amphi phatiques (un cote polaire et un cote apolaire) neutres et des cations, en présence de
glutathion reduit.Ses substrats sont surtout des anticancéreux (vincristine, méthotrexate,

cisplatine) et antibiotiques (rifampicine, ceftriaxone) (52)

11.2.2.2.Protéinesde solutés SLC

La famille des protéines SLC (soluté carrier) est une autre grande famille de protéines
comptant de nombreux transporteurs :
-Transporteurs d’oligo peptides dépendants des protons

La protéine PEPTL, codée par le géne SLC15A1, et principalement exprimée dans les
membranes des bordures en brosse des entérocytes, tout au long de l'intestin, assure le
transport d'oligopeptides couple a celui de protons (53)
Ce transporteur fonctionne grace aux protons et dépend du potentiel de membrane. PEPT1 a
une forte affinité pour les m-amino-acides gras et les amino-acidesarylamides. C'est un

transporteur a faible affinité mais forte capacité (54)

-PAT(proton aminoacid transporter)(SLC36A1)

PAT est un autre co-transporteur proton/acide amine, dépendant du gradient de pH,. Il
transporte des acides amineszwitterionniques, ainsi que des neuromodulateurs comme la D-
serine et des antibiotiques comme la D-cycloserine, tous deux utilises dans le traitement de

laschizophrénie. L'acide y-amino butyrique et ses dérivés comme la vigabatrine et la
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gabapentine, utilises dans le traitement de I'épilepsie, sont aussi des substrats de

cetransporteur.(56)

-OATP2B1(Organic Anion Transporter Polypeptide 2B1)(SLC02B1)

OATP2BL1 est un polypeptide de transporteur d'anions organiques. Son fonctionnement
est lui aussi dépendant du gradientde pH. Il a pour substrat I'atorvastatine et la pravastatine
(inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A (HMG-CoA) reductase), la
fexofenadine (antihisatminique), leglibenclamide (antidiabetique) et la bromosulfophtaleine. I
est inhibe par le jus depamplemousse.(58)

-MCT(monocarboxylate transporter)

MCT est aussi un co-transporteur proton/anion, ayant de nombreux substrats, dont
certains communs a OATP2B1 comme les benzoates et salicylates ainsi que les inhibiteurs de
la (HMG-CoA) reductasepravastatine et atorvastatine. Parmi ces substrats on trouve aussi le
valproate (anticonvulsivant) et des acides gras a chaines courtes- et D-lactate, pyruvate, acetate,
propionate et butyrate, ainsi que les corps cétoniquesacétoacetate et s-hydroxybutyrate. 55.
-OCT(organic cation transporter)

OCT 1 et 2 interagissent avec des composes endogenes tels que la choline, la
dopamine, I'histamine, et la 5-hydroxytryptamine, mais aussi avec des antagonistes
(phenoxybenzamine, cimetidine), des agonistes (clonidine,Omethylisoprenaline),des
bloqueurs de canaux ioniques (procainamide, quinidine,mepiperphenidol, verapamil), des
substances psychoactives (desipramine), des antiviraux(acyclovir, ganciclovir), et des agents
antidiabetiques (metformine, phénomeéne), un antimalarique (quinine) et des antiparkinsoniens
(amantadineetmemanine) (59).

I11.3.Barriére microbien

La flore intestinal Exerce de nombreux fonction essentiel pour le maintien de la santé
de I’hote les micro-organismes qui le composent possedent en particulier un potentiel
métabolique considérable. Ils sont ainsi capable de convertir une grande variété de substrats
(incluant : glucides, protéinées et lipides) générant une diversité de metabolites dont la plupart
ont des effets bénéfiques sur la santé de I’hote .leur role a ainsi été établi dans le développement
et la maturation du systtme immunitaire, le métabolisme des clonocytes, 1’angiogenése,

intestinale ou encore le développement du tissu adipeux.

La caractérisation du macrobiote intestinal basée sur les approches culturales ne permet de

prendre en compte qu’environ 30 pour cent de la diversité des micro-organismes car la plupart
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des especes bactériennes n’est ni cultivable ni identifiable avec les techniques basées sur les
caractéristiques morphologiques et biochimiques ; I’essor de techniques moléculaires basées
sur le séquencage des genes codant les ARN ribosomiques 16S a permis une meilleur
caractérisation des communautés microbiennes intestinal et a montré que la grande partie des
especes dominantes observées dont le macrobiote fécale d’un individu lui est propre, trois
groupes bactériens rassemble la plupart des populations dominantes : les firmicutes les
bacteroidets et les acinobacteria.lesprotéobacteriareprésentent un phylum minoritaires genres
bactériens dominant retrouvés chez 1’adulte sont Bacteroides , Eubacterium ,Ruminococcus

,Clostridium et bifidobacterium.(60.61.62)
I1.4. Transport a travers la membrane cellulaire

Pour qu’un médicament soit absorbé, la molécule doit traverser la muqueuse
intestinale. Ceci peut se faire selon différents mécanismes, dépendamment de ses
propriétés Physicochimiques comme la distribution des charges, la taille et I’hydrophobicité.
Le transport de molécules a travers la membrane plasmique est Médie par différents

processus :
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Figure 07 : Routes d’absorption a travers ’epithelium intestinal ( 63)

11.4.1. Passage para cellulaire
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C’est le passage des molécules dans 1’espace entre les jonctions serrées des cellules
épithéliales .Ce passage dépend essentiellement du poids moléculaire de molécule et de sa
flexibilité. (64)

11.4.2.Passage Trans cellulaire

Correspond au passage de molécule a travers les cellules intestinales. Il inclut la
diffusion passive, la diffusion facilitée, le transport actif et ’endocytose :
11.4.2.1. Diffusion passif

Les molécules traversent la membrane cellulaire selon un gradient de concentration et
sans aucune source d’énergie .Ce transport n’est pas saturable et ne présente aucune spécificité.
(65)
11.4.2.2.Diffusion facilité

C’est un processus saturable implique la participation des transporteurs qui sont de
natures protéique (canaux ou protéines transmembranaires) ou molécules organique
(lonophores), se fait selon le gradient de concentration et sans aucune source d’énergie (66 .67)
11.4.2.3. Transport actif

C’est un processus ¢énergétique saturable (limité par le nombre des protéines
transmembranaire présents), s’effectue contre le gradient de concentration .le transport actif est
sélectif et peut étre perturbé par la présence des inhibiteurs.

Il existe deux types de transport actif, Le transport actif primaire qui utilise
I’hydrolyse de 1’adénosine triphosphate (ATP) comme source d’énergie, par exemple les
pompes Na+/K+-ATPase et H+/K+-ATPase. Le transport actif secondaire utilise 1’énergie
potentielle provenant d’un gradient électrochimique
11.4.2.4. Endocytose

Il est aussi appelé transport par vésicule, il désigne I’incorporation de particules ou de
liquide par I’invagination de la membrane cellulaire formant finalement des vésicules
intracellulaires. Une dépense énergétique est nécessaire. (68)

I1.5.Facteurs influencant la perméabilité intestinale

L’administration des médicaments par voie orale est la méthode la plus utilisée
de fait de leur efficacité et la bonne commodité pour le patient. Tous les facteurs
susceptibles de modifier les barriéeres physiques et biochimiques peuvent également
entrainer une modification de la biodisponibilité. En relation avec divers parametres les

principaux facteurs sont les suivantes (69 ,70)
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11.5.1.Facteurs liées au médicament
11.5.1.1.Caractéristiques physico-chimiques des molécules
e Taille des particules

La vitesse de dissolution dépend de la surface de contact entre le solide et le milieu, d’ou
L’importance de la taille des particules. Quand la taille diminue, la surface d’échange
augmente. La micronisation a permis d’augmenter la vitesse de dissolution et donc la
biodisponibilité du médicament. Ce procédé a amélioré la biodisponibilité de certains

médicaments comme la spironolactone(71).
e polymorphisme

Une substance chimique est dite polymorphe lorsqu’elle existe sous deux ou
plusieurs formes cristallines. A chacune de ces formes correspond une solubilité. Un exemple
est fourni par le chloramphénicol qui existe sous trois formes cristallines dont les solubilités

sont tres différentes (72)
e Etat d’hydratation et de salification

L’hydratation modifie la solubilité. La forme anhydre est généralement plus soluble comme

le cas de I’ampicilline.

La salification modifie la vitesse de dissolution des acides et des bases faibles. Dans
le cas de la phénytoine, I’absorption de la forme sodique est moins complete que celle de
I’acide (73)

11.5.1.2.Forme galénique

Les formes pharmaceutiques destinées a la voie orale peuvent étre classées en
fonction de la rapidité de libération du principe actif en solution, suspension, poudre, gélule,
comprimé nu et comprimé enrobé. Plus la forme est complexe, moins le principe actif est

résorbé rapidement. Ceci est dii en grande partie a la présence d’excipients (72).

Un excipient en apparence inerte peut modifier de fagon importante I’absorption du
principe actif. Certains excipients ou procédés de fabrication ont pour finalité de retarder ou

modifier I’absorption du principe actif.
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Il existe également d’autres caractéristiques physico-chimiques pouvant limiter la
biodisponibilité, notamment l'interaction de la molécule avec le mucus. Les propriétés
physico-chimiques du mucus ont une influence sur I'absorption des médicaments. Sa
principale fonction est de protéger la muqueuse des dommages mécaniques et des corps
étrangers, d’éviter les pertes d’eau pour garantir I'intégrité cellulaire et enfin d’agir comme
lubrifiant pour faciliter le transit du bol alimentaire. L’absorption pourra donc étre modifiée

par la création de liaisons hydrogénes ou ioniques.(70)
11.5.1.3.Facteurs liés au sujet

-La présence ou non d’un bol alimentaire qui influence le pH, la vidange gastrique et les

sécretions biliaire et pancréatique.

-L’age du sujet influence la motilité gastro-intestinale et la durée du transit ainsi que le

flux sanguin local.

-La poly médication influence le flux sanguin local, le pH et la vidange gastrique. Elle

modifie la durée du transit. (71)
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Chapitre |11

Modéles expérimentales d’étude de la perméabilité

intestinale des médicaments.



Aujourd’hui, la recherche de nouveaux mode¢les, destinées par exemple a évaluer la
perméabilité intestinale, est devenue un véritable enjeu pour I’industrie pharmaceutique. Ces
modeles peuvent étre automatisables, discriminants, peu colteux et surtout prédictifs. Des

méthodes de complexité expérimentale croissante ont été choisies qui sont les suivantes :
I11.1.Modeéles physico-chimiques (in vitro non cellulaire)

Il existe plusieurs méthodes physico-chimiques pour évaluer I’absorption d’un
composeé. Les parametres les plus fréquemment étudiés sont les liaisons hydrogeéne, la taille et
la forme de la molécule, la structure cristalline (polymorphisme), la polarité, la flexibilité et

I’ionisation.

Les estimations de ces parametres, basées sur des méthodes physicochimiques, sont
particulierement intéressantes par leur rapidité, leur efficacité et leur reproductibilité vis-a-vis
des molécules absorbées par transfert passif. D’autre part, elles sont aisées a réaliser et
nécessitent peu de main-d’ceuvre. Cependant, ces méthodes ne tiennent pas compte des
interactions complexes qui interviennent entre la membrane et la molécule transporteur.
L’absence des conditions physiologiques réelles peut conduire a de mauvaises prédictions.

C’est méthodes sont les suivantes (75) :
111.1.1.Coefficient du partage octanol /eau

Le coefficient de partage octanol/ eau est une propriété importante pour mesurer la
lipophilie des molécules organiques .L’octanol est souvent utilisée par ce qu’il posséde des
propriétés similaire a celle de la membrane biologique; ce coefficient est déterminé par une
méthode classique dite du flacon agité (extraction liquide-liquide) .IL est définit par le
rapport de la concentration de composeé étudié dans I'octanol (Coct ) a la concentration dans
la phase aqueuse (C aq) :(76 ;77)

P = C oct/C aq.

Etant le quotient de deux concentrations, le coefficient de partage est sans dimension

et il est généralement donné sous la forme de son logarithme en base dix (log p). (78)

Un autre coefficient de partage, plus pertinent, qui prend compte du degré d’ionisation
des composés est le coefficient de distribution, exprimé également sous forme logarithmique
(log D). (79)
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Pour les acides :
D =logP — (1 + antilog (pH — pky))

Pour les bases :
D =logP — (1 + antilog (pk, — pH))
111.1.2. Potentiel d'absorption

Ce parameétre est proposé par Dressman et al, il regroupe les différentes bases des

parametres physico -chimiques en une seule équation. (80)

. L | ST
AP los (P*;-‘m,“ = [7")( ‘—] )

P: coefficient de partage octanol /eau .
F non : fraction de médicament non ionisées a ph de 6,5.
So : solubilité aqueuse des espéces non ionisees a température de 37.
VI: le volume liminal.
Xo: la dose du médicament.
I11.1.3.chromatographie par membranes artificielle immobilisée(IAM)

La chromatographie par membrane artificielle immobilisée est une technique de la
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) utilisant des lipides comme
phase stationnaire. Les molécules qui interagissent fortement avec les lipides sont retenues
dans la colonne. Le principe repose sur le fait que la couche lipidique est la principale barriére
de la perméabilité de la majorité des solutés et qu’un composé qui a un long temps de
rétention dans la colonne devrait avoir une bonne perméabilité a travers la membrane
cellulaire.(81)

Cette méthode est devenue un outil de prédiction précis, rentable et efficace de la
perméabilité intestinal des composés.(75)

111.1.4.Modele PAMPA (parallelartificial membrane permeabilityassay)
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vers les années 2000 , le test PAMPA a fait ses debuts comme test de criblage primaire
de perméabilité .Ce test qui a été introduite pour la premiére fois par kansy et ses collaborateurs
est réalisé sur une plaque de 96 puits séparés en deux compartiments par un filtre imbibé
dans un melange de phospholipides. Le compartiment receveur contient du tampon agqueux et
le compartiment donneur contient la solution du composé a tester. Le taux d’apparition du
médicament dans le compartiment receveur reflete la diffusion a travers la membrane. Les
données de perméabilité sont déterminées par des mesures aux UV, par HPLC, LC-MS ou LC-
MS/MS. (82 .81.83.84)
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Figure 08 : représentation schématique du modéle PAMPA (84)
Plusieurs versions du test ont été développées, Parmi eux, on peut citer :
111.1.4.1 .PAMPA lécithine d’ceuf (Modéle Roche)

11 s’agit de la premieére version du test. Elle a été inspirée par les travaux de Kansy et
coll. et représente la version la plus simple du test. Elle consiste en effet a imbiber le filtre
poreux dans une solution de lécithine d’ceuf dissout dans du n-dodecane.Le choix de la
lécithine d’ceuf est inspiré du fait que les phosphatidylcholines sont prédominantes dans les
membranes cellulaires des mammiféres. Trés souvent, du cholestérol est additionnée a la
lecithine d’ceuf afin de mimer la membrane cellulaire des mammiféres. Ce test a permis
d’établir une corrélation hyperbolique entre les flux mesurés et les valeurs d’absorption
humaine tout comme celle existante pour le test Caco-2 . Ce modéle a été sujet a une

modification au niveau du type de filtre. En effet, Zhu et coll. ont remplacé le filtre de
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poly fluorure de vinylidéne (PVDF) hydrophobe utilisé par Kansy par un filtre de PVDF
hydrophile ayant de faibles interactions avec les protéines. Ils ont permis grace a ce test
de réduire la durée de I’expérience de 15 heures a 2 heures .(82,85, 86) .

111.1.4.2. Modéle pION ou le PAMPA-DOPC

C’est une extension du modele de Roche qui a été rapportée par Avdeef et al. et qui
présente plusieurs caractéristiques supplémentaires comme la détermination de la rétention de
la membrane ou 1’évaluation de I’effet du pH ou d’un gradient de pH. Ce test utilise un
phospholipide synthétique, la dioléoylphosphatidylcholine (DOPC) qui est un

phospholipide complétement zwitterionique et présentant une faible rétention pour une

Grande gamme de composés a ’exception de certains comme la chlorpromazine,
la primaquine et la progestérone. Il a une transition de phase gel-fluide bien caractérisee étant
donné qu’il constitue un mode¢le standard de bicouche de lipides insaturés. Parmi les autres
avantages que présente ce phospholipide est que sa température de transition est tres basse
(Tm=-16,5°C), ce qui permet une manipulation aisée a température ambiante. Ce test utilise
les plaques pION avec un mélange de 2% (w/v) DOPC dissoute dans du n-dodecane.
Plusieurs tests qui ont été développés par la suite utilisent ce dispositif pION mais avec

différents mélanges lipidiques. (87, 86,88)
111.1.4.3. Modéle n-hexadecane : HDM-PAMPA (Modéle Novartis)

Faller et Wohnsland ont développé un test exempt de phospholipides utilisant
seulement un filtre en polycarbonate de 10 um d’épaisseur (20% porosité) imbibé dans
I’hexadecane. Ils ont démontré que 1’utilisation d’un solvant inerte tel que le n-hexadecane
pouvait améliorer les résultats des tests de perméabilité des composés simples. Ce test a
également permis la prédiction du coefficient de partage alcane/eau, souvent tres difficile a
mesurer de fagon directe a cause de la faible solubilité des molécules dans I’alcane. (89;

86 ;90)
111.1.4.4. PAMPA biomimétique : BM-PAMPA

Sugano et coll. ont essayé de reproduire les conditions que présente la bordure
en brosse, caracteristique des intestins humains, en dissolvant dans du 1,7-octadiéne un
mélange de phospholipides qui ressemble fortement & celui présent dans les

membranes biologiques. Ce mélange est généralement constitué de cholestérol (33% w/w),
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27% PC, 27% PE, 7% PS, 7% PIl. Une telle composition permet une plus grande
rétention au niveau de la membrane lorsque des composés lipophiles sont évalues. Le
pH dans le compartiment donneur et dans le compartiment accepteur est ajusté dans
I’intervalle 5 et 7,4. Ce test a contribué a une amélioration significative de la prédiction

de I’absorption intestinale .(91,86)
111.1.4.5. Double-Sink : DS-PAMPA

Cette méthode a été mise au point par Avdeef dans le but de mimer les
conditions présentes dans le tractus gastro-intestinal. Ce modele utilise, tout comme le PAMPA
décrit par Kansy, un mélange lipidique a base de lécithine. Par contre il a substitué les
conditions traditionnelles par un systtme de deux gradients « double-sink». En effet, le
PAMPA traditionnel utilisait un méme pH dans les deux compartiments, alors que ce
dernier utilise deux pH différents. Au niveau du tractus gastro-intestinal, le médicament

est exposé a différentes valeurs de pH alors que le sang est maintenua un pH de 7,4.

De ce fait, le PAMPA-DS utilise un pH entre 5,0 et 7,4 dans le compartiment donneur,
dépendamment du composé a tester, et maintient un pH 7,4 dans le compartiment accepteur.
Ce gradient de pH permet la perméabilité des acides faibles en permettant aux molécules a
faible pka de passer a travers la membrane grace au faible pH dans le compartiment donneur,
et de rester piégées dans le compartiment accepteur sous leurs formes chargées, créant
ainsi des conditions d’extréme dilution virtuelle (sink). Ce gradient de pH constitue la premiéere
condition « sink » dans cette méthode « double sink». La deuxieme condition « sink » profite
de la présence de surfactants présents dans le compartiment accepteur afin de rendre

unidirectionnelle la perméabilité des composés lipophiles a travers la membrane.(92.86)
111.2. Modeéles Ex vivo

Les méthodes ex vivo utilisent des tissus membranaires des animaux fraichement
prélevés, afin d’y mesurer le passage transmuqueux. Les modéles nécessitent cependant de
travailler en un temps limité du fait de la manque d’innervation et de vascularisation et la
perte de viabilité au cours de I’expérience. Parmi les modeles les plus populaires et les plus

utilisés, on retrouve :

34



111.2.1.Chambre de diffusion (Chambre d’Ussing)

De nos jours les études de perméabilité des tissus intestinaux EX vivo sont

principalement réalisées dans les chambres d’Ussing (68).

La technique de la chambre d’Ussinga été développée par Ussing et Zerahn(1951)
(figure 10) pour étudier le transport actif du sodium et plus tard adapté par Grass et Sweetana
(1988) pour évaluer la perméabilité intestinale des médicaments. Au fil des ans, plusieurs

modifications de la chambre d’ussing classique (chambres d’Ussing modifiées) ont été

fabriquées pour améliorer les performances de cette modéle. (97)

Figure 9: Dispositif expérimentale original ainsi qu’il fait congu par H Ussing en195(94)
Figure 10: Equipement de la chambre d’Ussing (95).

La chambre d’Ussing est composée de deux demi-chambres initialement construites
en verre, mais fréquemment en plexiglas (poly méthacrylate) a I'neure actuelle. Les demi-
chambres sont ouvertes sur une de leurs faces. Ainsi, lorsqu'elles sont assemblées, I'ouverture
est appliquée contre la surface exposée du tissu étudié. Cette disposition permet de définir un
cté muqueux et un coté séreux(94). une partie de tissu intestinale est excisée , coupée en petits
morceaux des segments de tailles appropriées, et ouverts pour former une feuille épithéliale
plate qui est placée entre les deux moitiés de la chambre , qui sont remplies d'un tampon
physiologique gazé continuellement avec du carbogéne (95% 02, 5% CO2) et chauffé a 37 °C
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(98) et est maintenu sous agitation pour pouvoir controler 1’épaisseur de la couche d’ecau
stationnaire(99). La perméabilité est basée sur I’apparition du médicament dans le coté séreux
plutdt que sa disparition dans les muqueuses (Figure 12).

La caractéristique unique de cette méthode est la résistance électrique de la membrane
qui peut étre mesurée au cours de 1’opération expérimentale .le courant de court-circuit ainsi
que la résistance a travers la membrane sont utilisés en tant que paramétre indicateur de la
viabilité du tissu intestinale au cours de la période de I’étude de transport avec la chambre
d’Ussing. (68)
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Figure 11 : Représentation schématique du modéle expérimental de chambre d’Ussing

1. Interface métal-liquide ou liquide-liquide selon les électrodes de travail ; 2. Interface

liquide-liquide pour les électrodes de mesure ; 3.interface gaz-liquide pour le bullage de
carbogene ; 4. Interface tissu biologique-solution.

La perméabilité apparente P est estimer a 1’aide de 1’équation : (100)

P=(V/A.Co)(dc/dt)
V : le volume de la chambre de réception.
A : la valeur de la surface du tissu exposé.
Co : la concentration initiale dans la chambre du donneur.

dc/dt:le changement de médicament dans le récepteur avec le temps.
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111.2.2. Anneaux et sacs intestinaux reversés

Les anneaux et les sacs intestinaux reversés sont un systéeme relativement simple pour
la mesure d’absorption. Dans cette méthode, une section de 1'intestin est isolée immédiatement
aprés avoir enlevé d’un animal mort et lavé dans un tampon glacé pour éliminer les débris et
produits digestifs. Une extrémité de la section intestinale coupée est attachée avec un morceau
de suture et l'extrémité fermée est soigneusement poussé a travers l'intestin a I'aide d’une tige
en verre, résultant en un segment intestinal intérieur et extérieur.

Pour obtenir des anneaux intestinaux, le tissu est découpé en anneaux de 2 a 4 mm de
large(101).Les anneaux sont incubés dans une solution tampon oxygénée contenant du composé
a I'étude et bien agité dans un bain d'eau. Aprés un intervalle de temps, les anneaux sont sortis
de la solution, séchés, peseés et dissous ou traités pour analyse.

L’absorption du composé peut étre mesurée par comptage de radio marqueurs ou
dosage de fluorescence.

Contrairement aux anneaux intestinaux, seule la muqueuse est en contact avec lapement
dans le modele de sac intestinal. Le sac est rempli de tampon et mis dans ballon avec un tampon
oxygéné carbogéne contenant le composé étudié. A la fin de l'expérience, le sac est ouvert a
une extrémité et le liquide séreux est recueilli (102). L'intégrité du tissu pendant I'expérience
peut étre surveillée en mesurant le transport d’un marqueur tel que le colorant bleu trypan.

Semblable aux anneaux intestinaux éverses, le modele de sac intestinal éversé est une
Technique peu colteuse, relativement simple et permettant plusieurs expériences a réaliser avec
un tissu provenant d'un seul intestin. Ce modéle peut étre outil d’étude des aspects mécanistes
de I’absorption, en particulier pour évaluer 1’absorption par différentes parties de I'intestin gréle
et du colon. Cependant, la liaison non spécifique, les conditions d’agitation sous-optimales et

la courte viabilité des segments intestinaux restent des limitations sérieuses de cette méthode.

111.3.Modéles in vitro a base des cellules

111.3.1.Cellule caco-2(caucasien colon adénocarcinome)

Le modele cellulaire Caco-2, lignée dérivée d’adénocarcinome colique, est un des
modeles les plus utilisés pour étudier 1’absorption intestinale des médicaments et des toxiques.
Ces cellules forment une monocouche polarisée, morphologiquement semblable a I’épithélium
intestinal, et forment des jonctions serrées (103). Les Caco-2 cultives sur inserts (Figure 13)

permettent de quantifier le passage des xénobiotiques (perméabilité apparente Papp) du pole
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apical vers le pole basolatéral et inversement, a travers une membrane semi-perméable. Les
valeurs de perméabilités mesurées sont ensuite comparees aux valeurs de médicaments trés
perméables comme le métoprolol (Papp: 29x10-6¢m/s) pour évaluer le degré d’absorption du
compose (104).

Ce modele d’étude permet de prédire le degré d’absorption intestinale et renseigne
également sur le mode de passage du compose (diffusion passive ou prise en charge par des
transporteurs). Les valeurs de perméabilité mesurées sur Caco-2 sont relativement bien
corrélées a I’absorption intestinale humaine mais doivent étre interprétées avec prudence (104).

Les composées ayant des Papp supérieur a 5x10-6 cm/s présentent une absorption
gastro-intestinale de plus de 50% chez I’homme mais les composes présentant des perméabilités
plus faibles ne sont pas nécessairement peu absorbes in vivo. (105)

Les études effectuées sur la lignée Caco-2 présentent également 1’inconvénient d’une
grande variabilité entre les laboratoires de recherche, des contraintes d’utilisations, et des temps
d’absorption lents comparable & I’intestin humain. La lignée sous-exprime aussi les
transporteurs présents dans le tractus gastro-intestinal et ne peut prédire précisément la
contribution du transport actif dans le passage de la barriére in vivo. (106)

D’autres lignées cellulaires (T48, HT29, MDCK.....) sont également utilisées sur le
méme principe, de méme que des entérocytes primaires, pour étudier 1’absorption intestinale

des xénobiotiques. (107)
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Figure 12 : Représentation schématique du protocole expérimental utilisant des cellules
caco2 en culture.(108)

111.3.2.Lignée MDCK
La lignée cellulaire MDCK (Madin Darby Canine Kidney), originaire du rein de chien,
a gagné en popularité et est devenue fréquemment utilisée par les compagnies pharmaceutiques

pour ’évaluation du transport des médicaments. Son avantage majeur est que la monocouche
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cellulaire est différenciée au bout de 3-7 jours contrairement a celle des Caco-2(21 jours). Il
existe deux sous-clones avec des valeurs de résistance transépithéliale (TER) distinctes : la
premiere souche avec des hautes résistances (= 4000 Q cm2) et une deuxiéme caractérisée par
une faible résistance (= 200-300 Q cm?2).

Le test MDCK est considéré comme un outil suffisant pour prédire la diffusion passive.
Irvine et coll ont pu rapporter des corrélations entre les fractions orales absorbées déterminées
avec ce test et le test Caco-2 et ceci en se basant sur 55 composés. Toutefois, cet essai présentées
mémes inconvénients que le test Caco-2 dans la mesure ou il génére autant de faux-positifs
lorsqu’il s’agit de composés a faible perméabilité(107). L’expression des transporteurs comme
le Pgpdans le rein de chien est tres différente de celle existante dans les intestins humains, alors
ce test ne peut donc pas étre utilisé pour le criblage de composés qui sont sujets a des
transporteurs. Ce test reste tout de méme accepté par I’agence Américaine des produits
alimentaires et médicamenteux (Food and Drug Administration, FDA) pour le systeme de

classification biopharmaceutique (110, 111).

111.3.3.Cellules de Lewis Lung Carcinoma —Porcine Kidney (LLC-PK1)

Ces cellules, dérivées des cellules épithéliales du rein de porc, sont des alternatives aux
cellules Caco-2 pour évaluer la perméabilité des composés d'essai (112).Une fois cultivées, ces
cellules se  développent rapidement en couche  unitaire bien  formée avec  des microvillosités
sur leur surface cellulaire apicale (113).Les cellules LLC-PK1 sont plus facilement transfectées
que les cellules Caco-2. Elles ont été rapportées comme un outil pour étudier le transport
bidirectionnel des composés (112).

111.3.4. Cellules 2/4/A1

Les cellules 2/4/A1 provienne de I’intestin feetal de rat qui imite mieux la perméabilité de
I’intestin gréle humain en particulier en ce qui concerne le transport transcellulaire et para cellulaire
passif de médicament cette lignée cellulaire immortalisée forme une lignée cellulaire différenciée viable
(115)

Les cellules 2/4/A1 ont été proposées comme un meilleur moyen pour étudier les composés
transportés passivement par I’intermédiaire d’un modéle para cellulaire. le taux de transport des
matériaux peu permeéables (ex : mannitol, créatinine) dans les monocouches de 2/4/Alétait comparable

a celui de jéjunum humain et était jusqu’a 300 fois plus rapide que celui de cellule caco-2 (75).
111.3.5. Lignée HT29
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Cette lignée est constituée en majorité par des cellules indifférenciées, non polarisées
sous forme d’une multicouche épithéliale. Moins de 5 % des cellules sont capables de se
différencier en cellules polarisées. Les cellules peuvent se differencier selon certaines
conditions de culture soit en cellules transporteuses d’ions, soit encellules a mucus, ou encore
en entérocytes. On peut sélectionner les sous-populations entérocytaires en remplacant le
glucose par le galactose, par exemple. L’épithélium formé posséde, au bout d’une dizaine de
Passages, des caractéristiques morphologiques (bordure en brosse) et biochimiques (enzymes
et transporteurs) comparables a celle des entérocytes non cancéreux, a laquelle sont associées
les enzymes hydrolases.

L’étude du transport de xénobiotiques est possible avec ces sous-populations de
cellules. Néanmoins, la culture de la lignée est difficile a maitriser.la particularitéde la
différenciation de ce modéle explique que ces cellules soient moins utilisées pour les études du
transport. (116).

111.4.Méthode In situ

Les méthodes in situ font principalement référence a des expériences sur des animaux
entiers, ou l'apport sanguin complet et la domination nerveuse sont présents, et plus important
encore, ou le nerf intestinal reste intact. Ces méthodes reflétent directement 1’absorption in
vivo du médicament et sont donc couramment utilisées pour étudier la cinétique de
pénétration et d’absorption du médicament. Les méthodes in situ comprennent la perfusion

intestinale, les boucles intestinales et la canulation vasculaire intestinale. (117)
11.4.1.Perfusion intestinale

La technique de perfusion intestinale, a été proposée pour la premiére fois par Curran
et al. (118).pour étudier les flux d'ions et d'eau dans I'iléon de rat. Ce modele a été largement
utilisé et appliqué, en raison de sa simplicité, la facilité relative des techniques chirurgicales et
son faible codt. La procédure expérimentale générale est la suivante : Premiérement, le tube de
perfusion et le tube de drainage sont insérés par laparotomie dans les segments intestinaux
proximaux et distaux, respectivement. Deuxiemement, la solution de médicament est versée
dans la cavité intestinale avec une pompe péristaltique a un débit spécifique et 1’effluent est
recueilli. Les concentrations de médicament et de traceur sont déterminées et utilisées pour

calculer le taux d’absorption du médicament et le P ff respectivement.
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Sur la base des différents modes de perfusion utilisés, la perfusion intestinale est divisée
en perfusion circulaire et perfusion en un seul passage ou la différence entre la perfusion en un
seul passage et la perfusion circulaire réside dans le fait que, dans le premier cas, le perfusat ne
retourne pas dans le conteneur de médicament d'origine mais dans un autre conteneur de
collecte, a extrémité final comme monter la figure (120).
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Figurel3 : Représentation schématique de la perfusion intestinale. A : perfusion circulaire. B :

perfusion en un seul passage. (117)
111.4.2.Méthode de boucle intestinale

Cette méthode a été introduite par Kannikar en 1971 (119). Les rats sont d'abord
anesthésiés, I'abdomen est ouvert et le segment souhaité de l'intestin est lave, ligaturé puis
injecté avec une concentration spécifiqgue du médicament dans la boucle intestinale. Tout le
tractus gastro-intestinal est soigneusement replacée dans la cavité abdominale et l'incision est
fermée a l'aide de clamps et maintenue humide en la recouvrant de tampons de gaze
préalablement trempés dans une solution saline normale. Apres 24 h au maximum, le rat est

euthanasié et les intestins sont prélevés pour analyse. (120)

Cette méthode est plus facile a réaliser que la perfusion intestinale in situ. Cependant,
étant donné que l'intestin sécréte de grandes quantités de liquides digestifs au cours de
I'expérience et qu'il peut y avoir beaucoup de résidus d'aliments dans la lumiére, il peut s‘averer

difficile d'analyser les échantillons.
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111.4.3.Canulation vasculaire intestinale

La mesure de I'absorption des médicaments avec cette méthode est déterminée en
calculant la quantité de médicament absorbée dans le sang, qui n'est pas limitée par la taille
des animaux de laboratoire ni par le volume sanguin utilisé. Cette méthode peut donc refléter
fidelement la perméabilité des médicaments dans l'intestin gréle. (121)Cependant, les
médicaments sont sensibles aux effets du catabolisme dans le systéme circulatoire sanguin et
des traumatismes se produisent dans I'abdomen du rat au cours de I'expérience. En outre,
I’utilisation de cette méthode est difficile & maitriser. Tous ces défis limitent I'application

géneralisée de cette méthode.
I11.5.Modele in vivo : Perfusion intestinale

La perfusion intestinale a pour objet de mesurer la perméabilité d’un produit
actif par le biais des instruments insérés dans le tube digestif dans la lumiére

intestinale d’un animal anesthésié (70)

Plusieurs approches de perfusion ont été adoptées dans les intestins gréles: perfusion a

systeme ouvert, perfusion a systeme semi-ouvert et perfusion a systeme fermé (44).

A titre d’exemple lipka et Al ont développé un instrument de perfusion dit 1’instrument
oc-1-Gut qui consiste en un tube a canaux multiples avec deux ballons gonflables. Ce dernier
a six canaux a pour but de faciliter I’infusion des médicaments et des marqueurs, le drainage
gastrique et le gonflement de deux ballonnements comme montré dans la figure 15.

La solution introduite traverse une dizaine de centimétres de l’intestin et elle est
recueillie par un autre instrument pour 1’ analyse. Le débit d’absorption est calculé a partir
du taux de disparition du composé du segment perfusé. (108)
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Figure 14: Segment perfusé chez 1’animal crée avec le tube multicanaux et les deux ballons

gonflables(108)
111.6.Modélisation in silico
111.6.1.Historique

Selon Ekins et al.(2000), I’utilisation de la modélisation par ordinateur dans les
domaines de I'absorption, de la distribution, du métabolisme et de 1’excrétion (ADME) a connu
plusieurs périodes distinctes. Tout d’abord, dans les années 60-70, des études isolées a partir de
données ADME in vivo furent menées. Ensuite, des années 80 au milieu des années 90, les
données in vivo furent supplantées par I’approche in vitro. C’est ce moment que furent publiés
les premiers résultats des modéles ADME in silico. Et enfin, aujourd’hui, un grand nombre de
données in vitro sont publiées et disponibles pour la modalisation (absorption, interactions
médicamenteuses, transporteurs, pompes d’efflux, clairance intrinséque et « brainpenetration
»). (122)

A la fin des années 90, il est devenu crucial pour I’industrie de s’intéresser d’avantage
a la pharmacocinétique et la toxicité des nouvelles molécules, pour diminuer le phénoméne
d’attrition (c’est -a -dire le pourcentage de molécules dont le développement est arréts). Des
propriétés comme la stabilité métabolique, I’inhibition des cytochromes P-450, I’absorption et
la génotoxicité sont désormais des prérequis indispensables au développement d’une nouvelle
molécule. L’étape suivante serait de déterminer de nouvelles données faciles d’obtenir pour
construire des modeles in silico et les valider. De tels modeles permettraient de trier les

molécules in silico a partir de parametres ADME calculés.
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Ainsi, les orientations de la synthese chimique et la Discovery (ensemble des
domaines de recherche précoce de I’industrie pharmaceutique) ont été révolutionnées par les
méthodes in silico pouvant prédire la perméabilité membranaire des composés, en s’appuyant
sur leur lipophile, les liaisons hydrogéne, la taille de la molécule, la PSA (Polar Surface Area)
et de nombreuses autres propriétes. De tels modéles peuvent réduire considérablement les
étapes de syntheése, trés couteuses en temps, ainsi que les études experimentales de nombreux

COMPOSES.

Lipinski a propose une méthode empirique pour estimer qualitativement le potentiel des
nouveaux composés. Il s’agit de la « Roule of five » : les composes ayant plus de 5 sites
donneurs d’hydrogéne, plus de 10 sites accepteurs d’hydrogenes, dont le poids moléculaire est
supérieur 500 et le clogP (computed logP, ou indice de partition octanol-eau calculé) supérieur
a 5, sont susceptibles de montrer une faible perméabilité (112).

I11.2.Principe

L’absorption intestinale humaine peut également étre prédite grace au QSPR
(Quantitative Structure-Property Relationship). Un petit nombre de propriétés moléculaires et
structurales (comme les éléments décrivant la lipophilie, la taille de la molécule et les liaisons
hydrogénes) permettent d’établir une estimation de la perméabilité des composés étudiés (109).
Mais la plupart de ces études ont été établies a partir de composés assez proches au niveau de
leur structure .Cette modélisation n’est plus performante dés lors que les composés sont tres

différents structurellement.

Stenberg et al. (96) ont étudié 1’utilité de trois mode¢les différents pour la prédiction de
’absorption intestinale. Il a ainsi été montré que des éléments décrivant la surface moléculaire,
associes des propriétés issues de la mécanique quantique, étaient bien plus prédictifs que la
simple « roule of five ». L’utilité de la PSA (polar surface area) moléculaire a ét¢ démontrée
par Clark (93). En additionnant la contribution des atomes d’oxygéne et d’azote, on obtient une
surface qui, si elle est supérieure a 140 A, suggere que la molécule sera faiblement absorbée.
Clark a également démontré que la PSA calculée pour une seule conformation de basse énergie
(la plus faible) est suffisante pour €tablir une relation sigmoidale satisfaisante avec 1’absorption

intestinale.

La PSA a été tres Etudie et a donc permis de prédire 1’absorption intestinale chez

I’Homme, le passage de molécules a travers la barriere hémato-encéphalique mais aussi
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travers les monocouches de Caco-2. Cependant, cette théorie est limitée par le fait que les
composés ne montrent parfois pas qu’un transfert passif, mais passent les membranes aussi par
des transporteurs. La P- glycoprotéine, ainsi que le métabolisme de la barriere intestinale,
faussent également ces estimations. Selon Van de Waterbeemd et al. (74) et Kelder et al. (57),
pour une absorption optimale, les composés absorbés de maniére active et transportés par voie
transcellulaire ne devraient pas excéder une PSA de 120 A et, pour une pénétration satisfaisante
dans I’encéphale, la PSA devrait Etre inférieure a 100 A, voire 60-70A

Plus perfectionnée, la PSAd (PSA moléculaire dynamique) est calculée a partir de toutes
les conformations de basse énergie identifiées par les calculs mécaniques moléculaires dans le
vide et simulés dans un milieu contenant de 1’eau et du chloroforme. La PSAd semble Etre plus
prédictive que le coefficient de partition octanol-eau ou les temps de rétention expérimentaux
obtenus par chromatographie liposomes immobilisés.

Wessel et al. (48) ont propose une méthode in silico utilisant les propriétés structurales
pour décrire 1’absorption intestinale humaine des médicaments. Des paramétres descriptifs
topologiques (c’est-a-dire basés sur les informations 2D du composé), électroniques (charge
atomique partielle et moment dipolaire), geométriques (surface, volume, etc.) et hybrides
(combinaison de la surface de la molécule et de la charge atomique partielle) ont été utilisés
pour I’analyse. Il a ét¢ démontré qu’il existait une relation entre structure et absorption
intestinale. L’étude s’appuie sur 1’analyse de 86 composés de structures différentes et les

résultats confirment 1’intérét de cette méthode pour estimer I’absorption.

Grace a | ‘amélioration des choix des paramétres descriptifs, la modélisation in silico
pourra bient6t servir de « filtre » dans le processus de la recherche précoce de candidats. Le
plus grand obstacle a la réalisation de cet objectif est I’absence de banque de données assez
importante dont I’information est suffisamment sure. D’autre part, certains parametres comme
le logD ou les liaisons hydrogéne dépendent de la conformation des molécules étudiées, ce qui
rend caduques certaines relations déja publiées (qui ne se sont appuyées que sur une
conformation particuliére). Les logiciels actuels ne sont performants que pour les molécules
absorbées par voie passive. Les modéles seront vraiment puissants des lors que les relations
entre la molécule et son transporteur, ainsi que les enzymes du métabolisme seront pris en
compte. Ainsi, les méthodes in silico ne peuvent pas Etre aussi fiables que les données

experimentales pour la prédiction de la perméabilité et des caractéristiques de 1’absorption.
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Cependant, a I’heure actuelle, plusieurs sociétés proposent des logiciels de modélisation de

I’absorption.
111.6.3.Différents logiciels

- ArQulelnc : Camitro Corporation : logiciels de modelisation pour le métabolisme,
I’absorption intestinale et la pénétration de la barriére hémato-encéphalique. Ce logiciel
s’appuie sur des données d’absorption intestinale chez I’Homme concernant plus de 200

molécules absorbées par transport passif et/ou interagissant avec des transporteurs.

- Simulation Plus Inc : logiciel Gastro Plus permettant de calculer une fraction absorbée et

de mimer une absorption per os.

- Pharmacopeialnc a développée logiciel C2ZADME, qui modélise | ‘absorption, la
distribution, le métabolisme et I’excrétion des nouvelles molécules a partir de leurs

structures chimiques. Il a été développé a partir de 199 composés bien absorbés.

- Navicytelnc : IdeaSimulation System (in vitro Determination for the Estimation of ADME).
iDEAest un modéle qui permet de prédire 1’absorption orale chez I’Homme d’une nouvelle

molécule a partir de sa solubilité et de sa perméabilité.

- CHEM CAD Inc : QikPropest un logiciel de prédiction de propriété physico- chimiques
utilisées dans les prédictions des caractéristiques ADME. QikProppermet de calculer
rapidement 17 descripteurs physiques et en déduit 7 propriétés pharmaceutiques utilisées dans
les prédictions des caractéristiques ADME (absorption, distribution, métabolisme et
excrétion) des molécules candidates : logP, solubilité aqueuse, perméabilité Caco-2,
perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE), énergies libres de solvatation dans

I’eau, I’octanol et I’hexane.
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Tableau 1 : tableau récapitulatif :Différentes modeles expérimentales.

Types de modeéle

Modeéle

Description

-Coefficient de partage
n-octanol/eau

Mesure la lipophilicité des médicaments,
généralement entre octanol/ eau, calculée avec
la méthode par agitation de flacon.

-Membrane artificielle
immobilisée (IAM).

Mesure le coefficient de partition dans une
phase lipidique en utilisant une colonne HPLC.

-PAMPA lécithined'oeuf

PAMPA qui utilise un filtre imbibé dans une
solution de lécithine d'ceuf dissous dans du n-
dodecane.

-PAMPA-DOPC PAMPA qui utilise de la DOPC dissoute dans
du, n-dodecane.

-HDM-PAMPA PAMPA qui utilise des filtres imbibés de n-hexa
décane seulement.

-BM-PAMPA PAMPA qui utilise un mélange de
phospholipides dissous dans du 1,7-octadiéne

DS-PAMPA PAMPA qui utilise un gradient de pH (condition

double sink).

-Chambre d’Ussing

Mesure le transport a travers des tissus
d'intestin.

Anneau intestinaleversé

Etudie la cinétique d'absorption dans la
mugqueuse intestinale

- Caco-2 Mesure le transport a travers une monocouche
de cellules cancéreuses de colon humain.

-HT-29 Mesure le transport a travers une monocouche
de cellules polarisées productrice de mucine.

-MDCK Mesure le transport & travers une monocouche
de cellules de rein de chien.

Gastro plus permettant de calculer une fraction absorbée

et de mimer une absorption per os.

47




111.7.Systéme de classification biopharmaceutique(BCS)

Le systeme de classification biopharmaceutique est adapté par la FDA en 2001, il
permet de classer les composés pharmaceutiques selon leur solubilité aqueuse et leur
perméabilité intestinale. C’est 1’un des outils de pronostic les plus efficaces facilitant le
développement .le BCS a été proposé par G. Amidon en 1995. En combinant le BCS avec la
dissolution du composé on prend en compte les deux facteurs majeurs gouvernant le taux et
I’ampleur de I'absorption d'une molécule candidate : la dissolution et la perméabilité intestinale.
En 2005, Wu et Benet ont ajoute le troisieme facteur clé (I'effet de premier passage hépato-
gastro-intestinal), le systeme de classification est alors appelé Biopharmaceutique Drug
Disposition Classification System (BDDCS) En effet, connaissant ceux-ci, on augmente les
capacités de prédictions des effets de certaines variables, telles que la formulation, la nourriture

et les maladies, qui altérent I’absorption par voie orale des molécules (49)

A Classe Il Classe |
Etape de dissolution limitant Bonne biodisponibilité

attendue

Ex : kétoproféne
Ex :Propanolol

Classe I11

Absorption limitant

EX : certain diurétique

L

Figure 15: Systéme de bio classification pharmaceutique (original)
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Actuellement, les composes pharmaceutiques sont regroupés selon les quatre catégories
suivantes :
- BCS classe I : solubilité élevée, perméabilité élevée : ces composes sont tres bien
absorbées.
- BCS classe Il : faible solubilité, permeabilité élevée : ces composes présentent en général
une absorption dépendant du taux de dissolution.
- BCS classe 111 : solubilité élevée, faible perméabilité : ces composes présentent en genéral
une absorption dépendant du taux de perméabilité. Pour ces composes on essaie de modifier
legerement la structure chimique.

- BCS classe 1V : faible solubilité et faible perméabilité (43).
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I. Objectif

L’étude de la perméabilité intestinale est nrimordiale dans le domaine de la découverte du
médicament. En effet, la solubilité la perméabilité font partie des propriétés
biopharmaceutiques qui aident a prédire la biodisponibilité d’une molécule et donc de

générer un profil pharmacocinétique satisfaisant par voie orale.

Il existe plusieurs méthodes expérimentales pour I’évaluation de la perméabilité intestinale
tel que les tests in vitro, in vivo, les modelés in situ et les tests physico-chimiques. La
détermination de la perméabilité intestinale va permettre d’établir une classification BCS

présentant un intérét considérable a un stade précoce du développement d'un médicament.

L’objectif principale du présent travail est la possibilité de la détermination de la
perméabilité intestinale en utilisant deux méthodes physico-chimiques : le coefficient de
partage octanol/eau et la diffusion a travers une membrane artificielle. L’étude va porter
sur cinq molécules de référence (facteurs d’absorption connus) : I’hydrochlorothiazide (fa :
67%), kétoproféne (100%,) ranitidine, (50%) furosémide(62%) et la metformine(86%) pour
verifier la possibilité de réalisation de chaque techniques en comparant les résultats obtenus

avec les facteurs d’absorption et les résultats de la littérature .

Il. Matériels et méthode
I1.1.Terrain de stage

Ce travail expérimental a été effectué au niveau de Laboratoire de Pharmacologie du
Département de Pharmacie de 1’Université Blida — 1- dans la période du 12/05 jusqu’a
01/07/2019.

11.2. Choix de méthode

Parmi les tests physico-chimiques utilisés pour 1’étude de la perméabilité intestinale, il
y a la mesure du logP et la diffusion a travers une membrane artificielle. Le logP est le
coefficient de partage d’une molécule entre 1’octanol et I’eau. Il permet donc de mesurer
I’affinité d’une molécule pour un environnement lipidique. Toutefois, aucun phénomeéne de
diffusion au travers d’une membrane n’est observé avec ce test. En revanche, la diffusion a

travers une membrane artificielle est un modele qui permet de quantifier la proportion de
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médicaments ayant diffusé de maniere passive au travers d’une membrane lipidique. Ces deux
tests sont simples, facile a réaliser et efficace vis- avis une large gamme de soluté.

Le choix a été conditionné par la faisabilité des techniques et la disponibilité du réactif
et le matériel nécessaire.

11.3.Choix des molécules

Notre étude se fait sur des substances de facteurs d’absorption différents (kétoprofene,
furosémide, ranitidine, hydroclorothiazide et la metformine) enregistrées dans la liste des
molécules de références de FDA pour la validation de la perméabilité intestinale.

11.4. Matériels
11.4.1.Consommables
-Ampoule a décantation.
-Filtre cellulosique.
-Pistolet et silicone.
-Pipette pasteur.
-Tube conique.

-Fiole a jaugée.
-Micropipette.
-Eprouvette.
-Erlenmeyer.
-Seringue.

-Spatule.

-Bicher.
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11.4.2.Matiére premiere

Tableau 02 : Résumé des caractéristiques de différentes substances :

Substance Classe N° lot FAB EXP Fa %

Hydrochlorothiazide. | Diurétique 16HZ000380 06/2016 04/2020 67
thiazidique

Metformine Antidiabétique oraux | 26081208 29/05/2012 | 04/2017 86

Furosémide Diurétique de 'anse | 1700KBMI 02/2017 01/2022 62

Ranitidine Antagoniste de R-016PD0514 | 05/2014 04/2019 50
récepteurs H2

Kétoprofene AINS 180513 09/2017 08/2022 100

11.4.3.Réactif chimique

-n-octanol C8H180H. (Biochem)

-Phosphate mono potassique KH2POA4.

-Phosphate mono sodique NaH2PO4

-Phosphate di sodique Na2HPOA4.

-Hydroxyde de sodium NaOH.

-Emulsion de jaunes d’ceufs.

-Chlorure de soduimNacCl.

-Ether de pétrole.
-Ethanol 95.

-Eau distillé.

11.4.4.Appareillages

Balance ( KERN)

Spectrophotométre  (JENWAY)

pH metre (AOWA)

Bain marré ( Rapa)
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-Ph métre -Thermomeétre

-Ultrason - Bain marée

Figure 16 : Les différents appareils utilisés
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11.5. Méthode expérimentale
11.5.1.Coefficient de partage octanol/eau

11.5.1.1.Principe

Cette méthode est basée sur le calcul des concentrations des substances d’intérét dans
la solution aqueuse et le solvant organique n-octanol a I’équilibre .Ce qui va aboutir a la

détermination de coefficient de partage.

11.5.1.2.Protocole

On dissout dans 50ml d’eau distillé une quantité exactement connue de soluté, apres la
solubilisation totale, on prend 25 ml de la solution mére et on la met dans une ampoule a
décantation .On ajoute 25 ml d’octanol. On agite pendant 20min et on la laisse a décanter
d’ou moins 24h a température de 25C° pour que les phases se séparent. Une fois que le
systeme biphasique est a I’équilibre (Figure 20) .A I’aide d’une pipette pasteur on préleve une
petite quantité de chaque phase, la concentration des substances étudiées dans la phase

aqueuse est alors déterminée par un dosage spectrophotométrie UV-Visible.

Figure 17 : Mélange des deux phases octanol/eau.
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Figure 19: Aprés agitation des deux phases s g
E Figure 20 : Aprés I’équilibreet la

séparation des deux phases
11.5.1.3.Préparation des solutions aqueuses contenant les substances étudiées

La concentration étudiée correspond au dosage le plus élevé présent sur le marché
dans un volume standard d’un verre d’eau de 250ml.

Dosemax — 3 250ml

m 5 100ml
m=dose max * 100 / 250.

Tableau 3 : La dose maximale et la masse nécessaire pour chaque substance.

Substance Dose maximale (mg) m({ 100ml)
Hydrochlorothiazide 25 10
Métformine 1000 s00
Kétoproféne 200 S0
Furosémide 80 32
Ranitidine 150 60
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On prépare celle de I’hydrochlorthiazide et on complete les autres de la méme maniére comme

montrer le tableau 04.

On pése environ 13,3 mg de I’hydrochlorthiaze puis on la dissoudre dans une fiole de 100 ml

d’eau distillé pour obtenir une solution mére de 0,134mg/ml.

On prépare une deuxiéme solution avec la méme quantité de 1’hydrochlorothiazide qui va servir

pour la préparation de standard.

Tableau 4 : les prises d’essais et les concentrations de chaque substances pour la méthode de

coefficient de partage octanol/eau.

Substances Prise d’éssai(mg) Clmg /ml)
Hydrochlorothiazide 13 4 0.134
Metformine 400 4
Eetoprofene 40.2 0.402
Furosémide 32 0.32
Ranitidine 60.9 0.609

11.5.2.Diffusion a travers une membrane artificielle
11.5.2.1.Principe

Le principe de cette méthode est le passage d’une substance de compartiment donneur vers un
compartiment receveur a travers un filtre hydrophile imbibé dans une émulsion de jaune
d’ceuf (hydrophobe).

11.5.2.2.Préparation de dispositif

On a préparé notre dispositif a partir d’un matériel de base en utilisant deux tubes coniques
(dans ce cas ils sont les compartiments donneur et accepteur pour le travail) coulés entre eux
par un filtre hydrophile imbibé dans 1’émulsion de jaune d’ceuf de maniere a simuler a celle

de la membrane lipidique .figure 18
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Figure 18 : Dispositif de la membrane artificielle.

v’ Préparation d’émulsion de jaune d’ceuf pour I’imbibition du filtre

On a utilis¢ des ceufs frais de poule, a coquille intacte, bien nettoyés a 1’aide d’un détergent
liquide puis rincer a 1’eau courante et on les plongés dans ’alcool 95° pendant 30s. Laisser a
sécher, ensuite on sépare les jaunes d’ceufs et les placer dans une éprouvette et on ajoute quatre

volume d’eau, on met le mélange dans un flacon et mélanger rigoureusement.

Porter le mélange au bain d’eau réglé entre 44 C° et 47 C °pendant 2heures et entreposer a 5°

pendant 18 a 24 heures pour permettre au précipité de se former.
On imbibe le filtre dans le surnageant pendant 15h et on le laisse a sécher.

11.5.2.3. Préparation des solutions tampons
» TamponpH6,5:

Dans une fiole de 1000 ml, la solution tampon consiste en 13,8g deNaH2PO4, 900 ml
d’eau distillé. A 1’aide d’un pH métre, le pH de la solution est vérifié et ajusté au pH 6.5 avec
le NaOH 400g /1. Le Ph final est vérifié¢ a 1’aide d’un ph métre a 6.5 +/-0.05 ajusté si

nécessaire.
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Figure 21 : Préparation d’un tampon ph6.5

» Tampon pH 7,4
Dans une fiole de 1000ml, la solution consiste en 6,4g de Na2HPO4 ; 0,69 KH2PO4 ;
5, 85 NaCL .On mélange le tout et on compléte avec de 1’eau distillé
11.5.2.4.Préparation des solutions meres et des standards
On pése 20,4 mg de I’hydrochlorothiazide puis on la dissoudre dans une fiole de
200mlI de solution tampon de ph 6.5 pour obtenir une solution mére de 0.102.

Le standard est préparé de la méme maniére et méme concentration de la solution mére.

Tableau 5 : Les prises d’essais pour la méthode de diffusion a travers une membrane

artificielle.
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11.5.2.5.Protocol expérimental

On remplit les deux compartiments de dispositif par les solutions tampons dont le
premier compartiment contient un tampon de ph 7 ,4 qui correspond au milieu séreux et le
deuxieme compartiment contient un tampon de ph 6,5 qui correspond au milieu muqueux et la
substance a étudier. Apres 24h on prend des prelévements du chaque compartiment pour faire

le dosage spectrophotométrique.

I11. Résultat et interprétation

I11.1.Dosage spectrophotométrique des substances étudiées
111.1.1.coefficient de partageoctanol/eau
111.1.1.1.Détermination des absorbances

La détermination des absorbances se fait par spectrophotométrie UV-Visible (méthode
pharmacopée)

»> Détermination des absorbances des solutions méres

Tableau 6 : Les absorbances des solutions méres(M1)

Substance Absorbance Longeurd’onde (nm)
Hydrochlorothiazide 0.148 273
Kétoprofene 1.081 255
Furosémide 0.533 270
Ranitidine 0.670 230
Metformine 0.005 380

Les absorbances obtenues de : hydrchlorothiazide(0.148), kétoproféne( 0,18)1,furosémide
(0.533 )Ranitidine(0.670) sont interpretables sauf celle de la metformine qui n’est pas

détectable par spectrophotométrie UV.
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» Determination des absorbances des substances dans les solutions aqueuses apres

I’incubation.

On a préparé deux échantillons pour chaque substance, les lectures spectrophotométriques sont

vérifiées trois fois et on a enregistré la moyenne, comme montre le tableau 7.

Tableau 7 : Les absorbances des substances dans les solutions aqueuses.

Substance Absorbance Absorbances
/100ml des standards
Saql Sag2 Moyenne

Hydrochlorothiazide 0,091 0.098 0.0945 0.134

Kétoprofene 0.575 0.575 0.575 1.074

Furosemide 0.428 0.457 0.442 0.53

Ranitidine 0.540 0.512 0.526 0.61

111.1.1.2.Détermination des concentrations des substances

- Les concentrations des substances dans les solutions aqueuses apres le partage sont calculées

par la regle de trois

0.133g/I »0.148

X > 0.0945
X=0.133*0.0945/0.148
X=0.084g/l

-Les concentrations dans 1’octanol sont calculées par soustraction :Coct =Co — C (S aq)

Coct : Concentration de la substance dans 1’octanol.

Co : Concentration initial de la substance.
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C(Saq) : concentration de la substance dans la solution aqueuse apres le partage.

Les résultats des concentrations de chaque molécule dans les deux phases (Octanol / Eau) sont

présentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Concentrations des substances dans Les deux phases

Substance C (Saq) mg/mi C (oct) mg/ml
Hydrochlorothiazide 0.844 0.485
Kétoprofene 0.425 0.375
Furosemide 0.265 0.055
Ranitidine 0.478 0.13

On observe que La concentration des substances dans la solution aqueuse est supérieure a

celle de ’octanol.

111.1.1.3.Détermination de coefficient de partage (P)

Le calcule de coefficient de partage se fait par 1’équation suivante :

Tableau 9: Les valeurs de Log P.

Substance P (coefficient de LogP
partage)

Hydrochlorthiazide 0.574 -0.241

Kétoproféne 0.88 -0.05

Ranitidine 0.27 -0.563

Furosémide 0.28 -0.55

Selon les coefficients de partages calculés, la lipophile augmente dans 1’ordre suivant :

ranitidine,furosémide, Htdrochlorthiazideet ketopreféne.
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Tableau 10 : LogP expérimental et les facteurs d’absorption des substances étudiées :

Substance F%a Log experimental
Hvdrochlorthiazide a2 -0.241
Furosémide a7 -0.55

Ranitidine 35 -0.563
Eetoprofene 100 -0.05

On observe une relation proportionnelle entre les LogP expérimentaux

d’absorptions.

et les facteurs

Scaiterpior Log P v B (96) (Cox owiser MO deledon)
fa (%)= 93,358 + 83 8497 “Lag F
Corredagon: r= FYTET
11a T
L
100 B T —mmT o
k= 14}
£ ao
] E
o
k=1
B0
(=]
5.] 1 Il
0.8 0,5 a.4 0.3 a2 a.1 a.a
Lag P I“‘“\cl.__i|5=.~i-\. o ke o

Courbe 1 : Les Log p en fonction des facteurs d’absorption.
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111.2.Méthode de diffusion a travers une membrane artificielle(M2)

111.2.1.Détremination des absorbances

> Les absorbances des solutions standards

On a préparé deux échantillons pour chaque substances et calculer la moyenne des DO
déterminés par spectrophotométrie UV-Visible comme montré le tableau 11.

Tableau 11 : Les absorbances de chaque substance et ses longueurs d’ondes.

Substance Absorbance Ph 6.5 Longueur d’onde (nm)
Hydrochlorothiazide 0.152 273
Kétoproféne 1,081 255
Furosémide 0.397 270
Metformine 0.005 380

» Les absorbances des solutions apres i dans les deux compartiments :

Tableau 12 : Les absorbances des substances dans les deux compartiments aprés 24 h

substances Milieu pH6.5 Milieu PH7.4
Echantillonl | Echantillon2 moyenne | Echantillonl | Echantillon2 | moyenne
Hudrochlorothiazide 0.080 0.086 0.083 0.065 0.066 0.065
kétoprofene 0.062 0.063 0.062 0.35 0.37 0.36
furosémide 0.27 0.026 0.026 0.16 0.159 0.15

111.2.2.Détermination des concentrations

Le calcul des concentrations des substances apres le passage dans les deux compartiments se

fait par la régle de trois et regroupé dans le tableau
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0.133 »0.152
X > 0.073
X=0.133*0.073/0.152

=0.073

Tableau 13 : Les concentrations des substances dans les deux milieux.

Substance C standard (g/l) C Ph6.5 CPh7.4
Hydrochlorothiazide | 0.133 0.073 0.059
Kétoprofene 0.4 0.23 0.13
Furosémide 0.32 0.21 0.12

Selon les résultats obtenus on observe qu’il y aun passage des substances de compartiment Ph

6.5 vers le compartiment Ph7.4 a travers le filtre.

111.2.3.Détermination de la perméabilité

La perméabilité apparente est calculée par 1’équation de Zhu’s(2002) (108)

‘l."'|j| x "-"'..ﬁl
(Vb + Vi) x A x t

[ 100 % Vyu :|
% In - - - -
100 = Vp — %T{(Vp +Va)

Papp =

V(D) : volume de compartiment donneur
V(A) : volume de compartiment accepteur

T : temps d’incubation

T% : pourcentage de partage T%= 100* C(A)/C(D)
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Tableau 14 : Les valeurs de la perméabilité apparente pour chaque substance et leurs facteurs

d’absorption.
Substance Papp 10*-4(cm/s) fa%
Hydrochlorothiazide | 0.29 62
Furosémide 0.194 67
Kétoprofene 0.14 100

Les valeurs de Papp de hydrochlorthiazide, furosémide et kétoproféne sont inversement
proportionnelles avec leurs facteurs d’absorption.

Scatier piot: Papp =10-4 [oms-1) vs. fa (%) {Casew s MD delebon)
fa (%)= 124.15 - 229.9 ~Papp ~10-4 (cms-1)

Correlaton: r = - §455

105

100 -]

2% =

S0 —
E a5 T .
= 20 T

TE e, -

70 e -

] T
s i
— - -
a0 =
0.12 0.14 0,18 0.18 020 022 0,24 028 0.28 020

Papp ~10-4 (cm.s-1)

| . 55% confidence

Courbe 02 : courbe de la perméabilité apparente en fonction de facteur d’absorption.

1. Discussion :

Les méthodes utilisées pour I’évaluation de la perméabilité intestinale de
I’hydrochlorthiazid, furosemide, ranitidine , metformine et kétoprofene sont le coefficient
de partage n-octanol/eau et la diffusion a travers une membrane artificielle. Les concentrations

a I’équilibre sont déterminées a I’aide d’'une méthode spectrophotométrique.
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Dans la présente étude les valeurs de coefficient de partage octanol/eau et la
permeéabilité apparente des substances étudiées sont citées ci-dessous en les comparants avec
les valeurs de la littérature

» Coefficient de partage octanol/eau

Tableau 15 : logP expérimental et logP de littérature

Substance LogP| LogP de l1a littérature (C.  Références
expérimental 2 et ah

Hydrochlorthiazide -0.241 -0.07 123

Furosémide -0.35 229 123

Ranitidine -0.5683 027 123

Ketoprofene -0.05 3.12 123

> Diffusion a travers une membrane artificielle

Tableau 16 : La Papp et P eff.

Substances P pppcm. s—1, x10*4- | P effcm s—1, x10*-4 | Référence
Hydrochlorthiazide 0.29 0.07 123
Furosémide 0.194 0.08 123
Ketoprofene 0.14 3.02 123

Les résultats obtenus par notre travail ne concordent pas avec les résultats de la littérature. Cette
différence peut également étre due aux facteurs suivants :

e Lastabilité

La quantification des échantillons étant effectuée par une méthode de
spectrophotométrie UV cette derniere ne permet pas de détecter une éventuelle dégradation
des molécules étudiées dans les différents milieux. sachant que la durée d’incubation est de
24 heure sur laquelle s’est rajouté une contrainte liée a la non disponibilité d’une cuve en
quartz au niveau de laboratoire lieu de 1’étude ( cette derniere a été acquise avec un délai de

quelque jours).
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L’idéal dans ces conditions c’est de réaliser un dosage par chromatographie liquide a

haute performance HPLC.

Solubilité :

Les substances étudiées appartient a la classe IV (furosémide et hydrochlorothiazide) et
la classe II (kétoproféne) du ce fait I'utilisation des catalyseurs est essentiel dans le
milieu 6.5 a une concentration qui ne dépasse pas 5% pour qu’il ne solubilise pas les

phospholipides de filtre utilisé.
Nombre de molécules étudiées

Idéalement, le nombre minimal de molécules nécessaires pour établir une corrélation
est de 6 molécules. Ce nombre n’a pas étre atteint dans notre étude en raison de la non
disponibilité de molécules de référence a notre niveau et la quantité restreinte de réactif
(octanol) en notre disposition.

Dosage dans I’octanol

Le calcul de coefficient de partage est basé sur des concentrations de molécules dans
I’octanol calculés par soustraction en raison de quantité¢ limitée d’octanol a notre

disposition et que ne permettait pas de préparer un standard et de faire des dilutions.
En effet, I’idéal est de doser la molécule directement dans les deux phases.

Pertinence des molécules

Selon KiyohikoSugano et al (2002) I’hydrochlorothiazide et le furesémide sont des

molécules qui ne répondent pas a un modele prédictible par les méthodes de membrane

artificielles. Ce qui pourra justifier les résultats obtenus dans notre étude.

Choix des concentrations

Lors de la réalisation de I’étude il a été observé avec certaines molécules que la
concentration initiale choisie pourrait saturer le milieu et atteindre les conditions de

sink. Il aurait eté plus judicieux de choisir des concentrations plus faibles.

Selon Stefanie D. Kramer 1999 les valeur de LogP peuvent étre différent et de ce fait

ils ne peuvent pas servir de base de comparaison.
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Le plus juste c’est de prendre en considération les résultats d’étude de corrélation

globale qui prennent en considération un certain nombre de molécules de référence.

Notre ¢tude a été réalisée en utilisant un matériel et moyens basiques qu’on a essayé
d’adapter pour simuler des conditions d’expériences d’études utilisant des moyens plus
appropriés. Afin d’obtenir des résultats plus fiables, il est nécessaire de travailler avec

des moyens et conditions similaires :
-Utiliser un dispositif plus adapté

-Utilisé des filtres de meilleur qualité ou de nature plus adéquat (PVVDF, hydrophobe )
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Conclusion

L’étude de la perméabilité intestinale permettent de connaitre le comportement d’un
candidat médicament avant les essais chez I’homme .les expérimentations sont

essentiellement menées sur 1’animal.

Notre travail a porté sur la détermination de la corrélation entre le coefficient de
partage octanol/eau et la perméabilité apparente et et le facteur d’absorption chez I’homme en
utilisant des moyens basiques a notre disposition. En testant certaines molécules de référence

qui sont : I’hydrochlorothéazide, furosémide, kétoproféne, ranitidine et metformine

Pour la premiére méthode on remarque qui il y a une corrélation entre Log P le facteur

d’absorption, par contre il n’est pas de corrélation pour la deuxiéme méthode.

Il est possible de réaliser ces techniques et dans une perspective d’améliorer les

résultats obtenus dans les prochaines études, il serait intéressant de :

v" Augmenter le nombre des échantillons

v' Evaluer d’autres molécules de référence ayant des profils d’absorption différents (faible,
moyenne et forte perméabilité).

v Changer la méthode de dosage .

v Améliorer les conditions de laboratoire.

Les résultats obtenus permettront de faciliter la progression du travail pour 1’élaboration
des nouveaux modeéles de perméabilité in vitro par I’optimisation de filtre et ’amélioration

des conditions de travaille.

Nous espérons que nos efforts servent de début pour d’autres travaux futur qui viseront a

compléter et continuer ce qu’on a entrepris et qu’on aimerait bien voir aboutir.
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Annexe

Na2HPO4

i

NaH2PO4 Eau distillé
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Micropipette lPipete pasteur.
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Les substances actives utilisées
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Abstract :

The main objective of the experimental part of this work was to try to evaluate the intestinal
permeability of the drugs by using two methods: the partition coefficient method and diffusion
through an arterial membrane of hydrochlorthiazide, ketoprofen, metformin, ranitidine and
furosemide and to relate the results obtained to absorption factors on the one hand and the
literature data on the other hand.

The first method denies that there is a proportional relationship between the partition
coefficient and the absorption factors, but the second method does not allow a good correlation.

In conclusion, all our work shows the interest of the partition coeffition method and
diffusion through an artificial membrane in the study of the intestinal permeability of drugs but
they are still very simplified and require optimization.

Keywords: inestinal permeability ,partition coefficient, diffusion through arterial
membrane

Résumé :

La partie expérimentale de ce travail a eu pour objectif principal d’essayer d’evaluer la
perméabilité intestinal des médicament en utilisant deux méthodes :la méthode de flacon agité
et la diffusion a travers une membrane artéficiel de 1’hydrochlorthiazide kétoproféne,
métformine, ranitidine et furosemide et de faire une relation entre les résultats obtenues avec

les facteurs d’absorption d’une part et les données de littérature d’autre part .

la premiere méthode démentre qu’il y a une relation proportionnelle entre le coefficient de
partage et les facteurs d’absorption ;par contre la deuxiéme méthode ne perme pas de faire une

bonne corrlation .

En conclusion, I'ensemble de nos travaux montre l'intérét De la méthoda de flacon
agitée el la diffusion a travers une membrane artifficielle dans I’etude de la perméabilité
intestinal des médicament mais elles restent toujour trés simplifieées et necessitent une

optimisation .

Mots clés : perméabilité intestinale, coefficient de partage , diffusion a travers membrane

artificiel.
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