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Introduction generale

L’absorption d’un médicament est basée sur deux facteurs : la solubilité et la
dissolution du médicament dans le milieu gastro-intestinal. Certains médicaments
présentent une faible solubilit¢ dans I’eau ce qui affaiblit I’obtention d’un effet

thérapeutique recherché notamment I’acide niflumique.

L’acide niflumique a une activité anti-inflammatoire, propriétés analgésiques et
antipyrétiques. 1l traite les maladies rhumatoides inflammatoires et soulage les douleurs

aigués. Il est utilisé pendant la période des douleurs et apres les chirurgies (1).

L'acide niflumique connu par son nom commercial Nifluril prescrit pour une
administration orale, possede une demi-vie d’élimination courte et des effets
indésirables importants tels que: des troubles gastro-intestinaux, des troubles
rénale/hépatique..., présente une faible solubilité dans 1’eau, et cela peut réduire son

activité et limite ses applications pratiques (1,2).

L’objectif de ce travail est de retrouver une forme galénique qui permette
I’augmentation de la solubilité de 1’acide niflumique et la diminution de ses effets
indésirables. Cet objectif est atteint par 1’inclusion de notre principe actif dans la B3-
cyclodextrine qui est un agent stabilisant et solubilisant, le produit final est obtenu par
la complexation par précipitation et il est caractérisé par UV, FTIR et DRX. Pour
obtenir des formes galéniques, la microencapsulation par évaporation de solvant a été
réalisée pour enrober 1’acide niflumique seul et le complexe préparé. Les particules

obtenues ont été ainsi caractérisées par microscope optique, FTIR et DRX.

Des études in vitro de libération de 1’acide niflumique dans un milieu hétérogéne
(pH=1,2/éthanol) ont été faites. Ces tests montrent que la libération est régie par le

phénomeéne de diffusion modelé par les lois de Fick et la loi d’Higuchi.

D’autres études biologiques ont été réalisées sur différentes souches pour
confirmer I’activité de notre principe actif apres complexation et encapsulation. Des

résultats positifs ont été obtenus.

A la fin de I’expérience, les formes galéniques préparées ont été testés sur des
rats Wistar a une dose référée. L’influence de la complexation a été notable et les effets

indésirables de 1’acide niflumique ont été éliminés.
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INTRODUCTION GENERALE

Le compte rendu de ce mémoire sera présenté en trois chapitres :

Le premier chapitre offre une étude bibliographique sur I’inflammation, les
anti-inflammatoires non stéroides, les différentes formes galéniques, les cyclodextrines

et la microencapsulation.

Le chapitre 2 comprend la démarche de la partie expérimentale de ce travail :
formation de complexe d’inclusion, préparation des microspheres, test in vitro et in
Vivo.

Le 3™ Chapitre présente les résultats obtenus et ses interprétations.

Et On termine par une conclusion générale qui résume les principaux résultats obtenus.
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CHAPITRE | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

. GENERALITE SUR LA PHARMACOCINETIQUE
I.1.INTRODUCTION

La chimie pharmaceutique est située au croisement de la chimie et de la
pharmacologie, son role est I’étude de toute relation entre la structure des corps
chimiques et leurs propriétés thérapeutiques. Elle concerne plusieurs activites : la
chimie organique, la chimie-physique, la pharmacologie... Elle aide au développement,
la recherche, 1’analyse et la synthése des corps chimique thérapeutiques.

I.2.DEFINITION DE MEDICAMENT

Le médicament correspond « Toute substance ou composition présentée
comme possédant des propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies
humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant étre utilisée
chez I'nomme ou chez I'animal ou pouvant leur étre administrée, en vue d'établir un
diagnostic medical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques

en exercant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique » (3).

1.3. DIFFERENTES CATEGORIES DE MEDICAMENTS
e Spécialités pharmaceutiques : Médicaments préparés par 1’industrie
pharmaceutique avec un conditionnement particulier et une dénomination
speciale.
e Préparations magistrales : Médicaments préparés en pharmacie par le
pharmacien et qui doivent &tre congues juste avant d’étre avalée.
e Préparations hospitalieres : Meédicaments préparés en Pharmacie
Hospitaliere, selon les indications de la pharmacopée.
1.4.COMPOSITION DE MEDICAMENT
Le médicament est composé de deux sortes de substances :
1.4.1. Principe actif
Toute substance qui posseéde un effet thérapeutique, peut étre extraite d’une
source naturelle ou bien synthétisé par voie chimique
Pour que le PA exerce de facon efficace son activité thérapeutique, il est
nécessaire que sa concentration sanguine atteigne un taux suffisant pour un effet
thérapeutique mais pas supérieur au seuil de toxicité. Cette fourchette de

concentration sanguine est nommeée la zone thérapeutique (4).



https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/qui/
https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/etre/
https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/concevoir/
https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/juste-avant/
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Concentration
~ plasmatique du
principe actif

= Seuil toxique

Zone thérapeutique

. X Seull thérapeutique

7

Temps

Figure 1.1 :Notion de zone thérapeutique(4).

Le choix de la voie d’administration dépend :
e De la biodisponibilité du principe actif.
e De la vitesse d’action désirée.
e De la durée du traitement et du nombre de prises par jour.
e Type de malade, c’est-a-dire de son age (nourrisson, enfant, adulte,
vieillard).
e Et aussi de sa situation (debout ou alité, a domicile ou hospitalisé,

traitement ambulatoire ou non) (5).

1.4.2. Excipient

Tout composant autre que le principe actif destiné a entrer dans la composition
pharmaceutique de médicament, dont la fonction est de faciliter l'administration, la
conservation et le transport de ce principe actif jusqu'a son site d'absorption.

% Caractéristique d’excipient :

e [L’excipient n’a pas d’activité thérapeutique : le choix d’un excipient est trés
important et aura un impact sur la qualité du futur médicament.

e La compatibilité physico-chimique de la Substance active et des excipients :
I’excipient ne donne pas lieu a une réactivité physico-chimique avec d’autres
constituants pharmaceutiques.

e le remplacement ou la modification d’un excipient n’est pas possible sans
une étude prealable, sachant que ce changement peut avoir un impact sur

une modification de la cinétique de libération de la SA Par exemple le cas du
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remplacement d’un excipient diluant hydrophile (lactose, mannitol, sorbitol)
a un diluant plus hydrophobe  (cellulose microcristalline,  du
dihydrogénophosphate de calcium) conduisant a la diminution de la vitesse
de mise a disposition du PA a I’organisme.

o La compatibilité physico-chimique du matériau de conditionnement : est aussi
importante. Un matériau de conditionnement non adapté peut mener a la
dégradation de celui-ci ou la modification de la formulation Le cas par exemple
d’une pommade dont certains composants hydrophiles peuvent mener a une
perte de propriétés mécaniques du matériau de conditionnement (tube plastique),
ou la perte d’activité antimicrobienne suite a une absorption ou adsorption
d’agents conservateur dans ou sur le matériau de conditionnement. Les
substances antimicrobiennes pourraient diffuser a travers du conditionnement
avec une perte d’efficacité de ’agent.

o La biocompatibilité vis a vis de I’organisme : L’excipient n’a pas d’activité
thérapeutique : le choix d’un excipient est trés important, et aura un impact sur

la qualité du futur médicament (6).

Roéle des excipients : Les excipients peuvent remplir différentes fonctions :

o Faciliter ’administration du PA :(eau pour des preparations injectables, dont
le role sera de stabilisé, solubilisé ou émulsionné une SA), utilisations des
diluants (lactose, Dihydrogénophosphate de calcium, la cellulose
microcristalline), utilisation de colorant, d’aromatisant, d’é¢dulcorants (facilité
la complaisance du malade, en diminuant une amertume possible).

Réle technologique, il permet d’optimiser la fabrication de la forme pharmaceutique

. ex: agent régulateur d’écoulement comme ’oxyde de cilice rajouté dans une

préparation d’un comprimé ou remplissage de granules, une gent lubrifiant qui

permettront d’améliorer 1’écoulement dans une Comprimeuse, ou une machine
destinée au remplissage de gélule en évitant le collage de la poudre sur le poisson de

la comprimeuse ou compresodoseur.

o Amélioration de la stabilité : de la SA au sein de la forme pharmaceutique :
comme un agent antioxydant qui permettra d’éviter une oxydation prématurée
de la SA, ou de Dl’excipient ou d’un agent antimicrobien (évitant le

développement de micro-organismes : bactéries, champignons, levures dans
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une solution, émulsion, suspension destiné a un usage multi-dose aprés
ouverture de la préparation).

o Amélioration de la biodisponibilité et de 1’efficacité de la SA : I’excipient
incorporé dans une préparation dermatologique permettra un passage des
trois couches de la peau, mais aussi des annexes (les glandes sudoripares de
la peau) (6).

I.5.CLASSIFICATION DES FORMES GALENIQUES

Plusieurs types de formes galéniques existent en pharmacologie, le choix de
médicament se fait selon les données de malade (sexe, age, I’allergie, maladie
chronique...). Dans la suite, on donne les formes médicamenteuses disponibles :

o Les comprimés : Ce sont les formes les plus utilisées. En effet, en plus des
comprimeés normaux, Certains comprimés ne doivent surtout pas étre écrasés
(comprimés LP et gastro-résistants). Il est trés important de prendre un verre
d'eau pour avaler des comprimés, car cela évite de qu'ils ne collent a la paroi

de I'estomac et provoquent des ulcérations, sauf pour certains comprimés a

laisser fondre dans la bouche.

Figure 1.2 :Formes galéniques « comprimés ».

o Les gélules : Ces formes sont utiles pour les médicaments sensibles a la
lumiere ou qui ont mauvais goQt. La aussi, la prise avec un verre d'eau est tres
importante pour éviter que la gélule ne colle a I'estomac. Certaines gélules a
libération prolongée peuvent dans certains cas étre ouvertes pour étre

administrées plus facilement aux personnes ayant des difficultés a déglutir.

Figure 1.3 :Forme galénique « gélule ».
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o Les formes ophtalmiques et Formes ORL : Il s'agit de liquides (collyres)
ou de pommades qui sont appliquées directement Avec ces formes, il est
important de bien respecter la durée maximale de conservation apres
ouverture. Ces préparations peuvent facilement étre contaminées par des
microbes. De plus, pour éviter une contamination, il est vivement
recommandé de ne pas toucher l'organe ou la paupiére avec I'embout du
flacon ou du tube. Le respect d’un intervalle de 15 minutes entre les
applications de 2 collyres ou de 2 pommades différents car I'un peut nuire

a l'efficacité de l'autre.

Figure 1.4 : Formes galéniques « ophtalmiques et ORL ».
o Formes vaginales et Formes rectales : Ces formes sont généralement
sensibles a la chaleur et doivent étre conservées dans un endroit frais, ils ont
un temps d'action rapide et efficace due a la présence des agoniste sous une

forme activée.

b

Figure 1.5 : Formes galéniques « rectales ».

o Lessirops : ce sont des forme liquide déja préparés, facile a étre utilisé par
les patients malades, pour toute les catégories d0 a la composition bien choisis
(gouts et odeur.). Elle peut étre des solutions, des suspensions ou des

émulsions.
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Figure 1.6 : Forme galénique « sirop ».

o Formes injectables : Médicaments déposé a I’intérieur des tissus ou dans
le torrent circulatoire. Elle doit avoir les propriétés suivantes : Stérilité
(absence de germe), Neutralit¢ (pH le plus proche du pH sanguin),
Isotonicité (méme pression osmotique / plasma) solutions isotoniques,
Limpidité (solutions seulement) solvant aqueux (eau ppi...) ou huileux.

Différentes présentations : Solutions, Suspensions, Emulsions.

Figure 1.7 : Formes galéniques « injectables ».

o Formes pulmonaires : deux actions possibles :
» Action générale : (anesthésie), Gaz (protoxyde d’azote), Liquides
volatils (anesthésiques halogénés).
» Action locale : (asthme) Aérosols...

Plusieurs formes : solutions, poudres, en suspension dans un gaz vecteur.

Figurel.8 : Formes galéniques « pulmonaires ».

o Formes cutanées : pommades, crémes, gels ou pates dermiques... A

appliquer sur peau propre ou plaie nettoyee.
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Figure 1.9 : Forme galénique « cutanée ».

o Formes sublinguales : Le médicament est croqué ou se délite dans la bouche
(sans étre avalé) ...sucé, mastiqué, laiss¢ fondre, dissout au contact de la
salive... Délai d’action trés court, formes disponibles : émulsions, solution ou

suspension.

Figure 1.10 : Forme galénique « avalé ».

|.6.ETAPE DE DIFFUSION D’UN MEDICAMENT

L’étude de la diffusion de médicament dans I’organisme, ce que I'on appelle la
pharmacocinétique, est importante pour définir les modalités d’administration du
médicament, a savoir la voie d’administration, la dose et le rythme d’administration.
Elle permet également de connaitre 1’influence potentielle des caractéristiques du sujet
(age, pathologies...) ou des médicaments associés.

On pourrait assimiler les étapes de la diffusion du médicament a un « parcours de
santé » d’une substance devant atteindre une cible avant de disparaitre, parcours semé
d’embiiches ou au contraire d’entrains, parcours nécessitant le passage de certaines
barrieres et la diffusion dans certains liquides. En termes pharmacocinétiques, ces
¢tapes regroupent 1’Absorption de la molécule, la Distribution dans I’organisme,

I’Elimination comprenant la biotransformation ou Métabolisme et 1’excrétion (7).
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o L'absorption :

Cette etape correspond au passage du médicament dans le sang. Elle est trés
importante car elle détermine la quantité de substance qui va pénétrer dans I'organisme.
Elle dépend principalement du mode d'administration et du type de médicament.

Une fois passe dans le sang, le médicament va se répartir de maniére uniforme
dans tout l'organisme comme du sirop se répartit dans un verre d'eau. Cette étape est
appelée la distribution, le médicament touche ainsi les différentes parties du corps mais
pas toujours de maniére uniforme. La cible une fois atteinte, il y exerce son action. La

cible peut étre un type particulier de cellule, le foyer d'une infection, etc...

o Le métabolisme :

Il s'agit de I'étape d'épuration de l'organisme c'est-a-dire les phases
durant lesquelles le médicament est dégradé afin d'étre éliminé plus facilement.
Certains principes actifs naturellement éliminables ne nécessitent pas cette
derniére étape. Elle a lieu principalement au niveau du foie mais parfois aussi
dans les reins ou les poumons. Les produits de ces modifications sont appelés

métabolites et ont parfois eux-mémes une activité thérapeutique.

o L'élimination :

Le principe actif et/ou ses métabolites sont éliminés par voie urinaire, par
voie biliaire (on les retrouve alors dans les selles s'ils ne sont pas réabsorbés) ou
méme parfois par voie pulmonaire (dans l'air expiré lorsque la substance

s'évapore facilement) (8).

Schéma général

A

3) Distribution

2) métabolisme
P ,

4) Excrétion biliaire et rénale
1) Absorption intestinale

\

Figure 1.11 : Schéma générale de la diffusion des médicaments (7)
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1.7. PARAMETRES INFLUENCANT LA LIBERATION D'UN
PRINCIPE ACTIF

Il est & noter que les paramétres influengant la libération d'un PA encapsulé sont :

o Solubilité du PA dans le milieu de libération et dans la paroi polymérique.

o Taux dencapsulation.

o Interactions chimiques entre le principe actif et polymére.

o Caractéristiques morphologiques du systeme de libération (porosité,
tortuosité, surface, forme).

o Caractéristiqgues du polymere tel que le poids moléculaire. Ainsi les
polymeéres de faibles poids moléculaires présentent une porosité plus élevee
que d'autres, donc une libération plus élevée de principe actif.

1.8.LES FORMES DE LIBERATION D’UN MEDICAMENT
La libération du principe actif a partir des différentes formulations
galéniques est sous influence de plusieurs parametres (milieu biologique et des
conditions mécaniques de site d’administration), elle présente plusieurs formes
de libération de médicament dans 1’organisme (immédiate, prolongée,
retardée...etc.), son but est de contrdler la vitesse et le lieu de libération du
principe actif par rapport a la forme conventionnelle destinée a la méme voie

d’administration (9,10).

e Forme a libération conventionnelle : Les formes a libération
conventionnelle (immédiate) sont des formes pour lesquelles la libération du
principe actif n’a pas fait I’objet d’une modification délibérée résultant de la
mise en ceuvre d’une formulation particuliére et/ou d’un procédé de
fabrication spécial. Le profil de dissolution du principe actif dépend
essentiellement de ses propriétés intrinseques (11).

e Forme a libération modifiee : Elles font partie des systémes de délivrance
des médicaments (SDM) qui englobent toute forme ou dispositif médical
visant a améliorer le ratio bénéfice /risque d’un médicament c.a.d.
comprennent toutes les formes de libérations (prolongée, retardée,
séquentielle) qu’ont 1’objet modification délibérée résultant de la mise en
ceuvre d’une formulation particuliere et/ou d’un procédé¢ de fabrication

spécial (12).

11
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e Forme a libération prolongée : Type particulier de forme a libération
modifiée se caractérisant par une vitesse de libération de la (ou des)
substance(s) active(s) inférieure a celle qu’assurerait la forme a libération
conventionnelle administrée par la méme voie. La libération prolongée est le
résultat d’une formulation particuliére et/ou d’un procédé de fabrication
spécial. Cette derniére présente une diffusion progressive (résorption tout au
long de I’absorption digestive (10,13).

e Forme a libération retardée : C’est un cas particulier de forme a libération
modifiée dans laquelle les formes a libération retardée comprennent les
préparations gastro-résistantes comme définies dans les monographies
génerales traitant de formes pharmaceutiques solides administrées par voie
orale (13).

Concentration
plasmatique du
principe actif g

Seuil toxique

.'[ ‘\I . Zone
/ \ " : thérapeutique

\ Seuil thérapeutique
s\ Libération immédiate

e Libération soutenue
N s ibération prolongée
i N Libé&ration retardée
| \, Libération séquentielle

N
L4

Temps

Figure 1.12 : Les différents profils de libération des PAs des formes solides a
administration orale(4).

Il. GENERALITE SUR CDS

I1.1. Introduction

Les Cyclodextrines (CDs) également connues sous le nom de dextrines
Schrodinger, sont obtenus a partir de la dégradation enzymatique d’amidon par
enzyme (cyclodextrinase ou glycosyl transférase) qui était la premiere description
détaillée de la préparation et 1’isolement en 1903 par Schrdédinger apres la

découverte de Villiers en1981(14).
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L’enzyme découpe I’amidon en plusieurs fragments de longueurs inégales
et joint leurs deux extrémités pour former des oligosaccharides cycliques, les CDs
résultantes comportent principalement 6 ,7ou 8 unités glucose et sont appelées

respectivement a, B, et y-CDs (figure 1.13) suivante (15).

CHaOM
o

x
‘}o

%
+ /<
HoTuh o

a-cyclodextrin B=cyclodextrin Y-cyclodextrin

Figure 1.13 : les dérives de la cyclodextrine

Ces composés peuvent étre en inclusion avec des molécules plus petites qui
s'insérent dans leur cavité 5-8 A. Ces complexes (cristallins) sont de 1’intérét pour la
recherche scientifique. Ils existent en solution aqueuse et peuvent étre utilisés pour
étudier les interactions hydrophobes qui sont importantes dans les systemes
biologiques, par ailleurs les cyclodextrines catalysent plusieurs réactions chimiques et
leurs dérivés fonctionnalisés fournissent des modeles enzymatiques utiles qui sont
utilisés de maniere avantageuse dans la production de produits pharmaceutiques, de
pesticides, de denrées alimentaires.

Les substances actives et aromatiques (micro-encapsulées) enfermées, ils sont

protégés des effets de la lumiere et de I'atmosphere et peuvent étre facilement

manipulés et stockés sous forme de poudre. Les substances peu solubles dans

I'eau deviennent plus solubles dans la présence de cremes et d'émulsions de

cyclodextrines peut étre stabilisée, et la croissance et le rendement des récoltes

de céréales peut étre augmenté. Les cyclodextrines peuvent étre modifiées
chimiguement pour de nombreux objectifs différents ; la cyclodextrine
polymérisée ou la cyclodextrine liée a un support polymeére sont déja utilisé dans

l'inclusion de gel et la chromatographie d’affinité (16).

11.2. MODE DE COMPLEXATION
Une molécule invitée s'insérera dans la cavité de la cyclodextrine ou interagira avec le
Macrocycle, et par le biais de la liaison hydrogéne ainsi que d'autres forces un

complexe d'inclusion sera formé. La préparation et la caractérisation de ces
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complexes impliquent une connaissance des mécanismes possibles qui constituent la
"force motrice" de la complexation et la maniére dont les caractéristiques physico-
chimiques de la cyclodextrine et de la molécule invitée peuvent étre modifiées par une
interaction (17).

La formation d'un complexe d'inclusion implique le remplacement des molécules
d'eau situé dans la cavité "vide" de la cyclodextrine par une molécule invitée de taille
et de forme appropriée, réduisant ainsi I'énergie libre du systéme. Un certain nombre
de facteurs peuvent étre identifié comme contribuant a la force motrice qui adopte cette
substitution dans la solution, et celles-ci peuvent étre résumées comme suit :

1- La taille et la forme de la molécule invitée, ainsi que les propriétés de groupes
fonctionnels et la polarité relative, sont considérés comme des facteurs importants pour
déterminer si la complexation se poursuivra. Une molécule invitée, ou une partie de
cette invitée, doit &tre en mesure de s'insérer dans la cavité avec des effets stériques
minimaux pour empécher les progres, bien qu'il y ait un ajustement serré dans la cavité
mais il est considéré important, pour effectuer des distances favorables pour
I'interaction intermoléculaire (17).

2- L'énergie d'interaction entre I'eau et la cavité hydrophobe de cyclodextrine, et
entre une molécule invitée relativement apolaire et de lI'eau solvant, est réduit
par l'insertion de l'invité dans la cavité et la libération de la cavité li¢e a 1’eau
dans la masse de solvant. L'environnement défavorable dans la cavité signifie
que les molécules d'eau sont incapables de satisfaire le potentiel de liaison
hydrogene, et leur expulsion de la cavité augmente leur degré de liberté, ainsi
que la diminution de I'énergie potentielle du systeme, et ces changements
favorisent tous la complexation (17).

3- Le certain nombre d'interactions entre la cyclodextrine et l'invité, telles que
forces de van der Waals, les interactions hydrophobes au sein (a l'intérieur) de
la cavité et la liaison hydrogene, conferent au complexe 88 une plus grande
stabilité et une plus faible énergie. Ces interactions peuvent jouer un réle
prépondérant dans la formation du complexe, ainsi que dans I'augmentation du

potentiel de liaison hydrogéne des eaux libérées dans le milieu (17).
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Une diminution de la déeformation cyclique, plus notable dans I'a-cyclodextrine,
ou la conformation est plus déformée et le macrocycle devient plus symétrique sur
complexation que dans la B et la y-cyclodextrine. Cela peut contribuer a complexation,

mais n'est pas considéré comme un facteur aussi important que d'autres facteurs (17).
11.3. SOLUBILITE DES CYCLODEXTRINES DANS L’EAU

La solubilité des cyclodextrines dans I’eau est relativement élevée, excepté pour
la B-CD. Dans ce cas, une fonction hydroxyle portée par le C2 d’une unité
glucopyranose peut former une liaison hydrogéne avec la fonction hydroxyle portée par
le C3 de I'unité voisine. Dans une B-CD, ces liaisons H forment une ceinture a la
périphérie de la face secondaire, ce qui lui confére une structure rigide. Ceci explique
aussi la moins bonne solubilité de cette cyclodextrine par rapport aux autres. En effet,
dans I’a- et la y-cyclodextrine, les liaisons hydrogénes ne se font pas toutes sur la face
secondaire. Il reste donc des fonctions hydroxyles libres pour interagir avec les
molécules d’eau. Par conséquent, ces deux cyclodextrines sont moins rigides mais plus

solubles dans I'eau (18).

Face primaire

Liaisons hydrogénes
intramoléculaires

Face secondaire

Figure 1.14 : Liaisons hydrogenes intramoléculaires d'une 3-CD.

11.4. CARACTERISATION DES COMPLEXES

Le comportement de solubilité d'une molécule invitée en présence de la
cyclodextrine, ainsi que le mode de la complexation, peuvent &tre mesurée a l'aide de
plusieurs techniques qui permettent de noter les modifications de certaines
caractéristiques physico-chimiques de l'invitée ou de la cyclodextrine.

La spectrophotométrie UV peut étre utilisée car les cyclodextrines n‘absorbent

pas les rayons UV mais provoquera des changements dans les spectres des invités
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lorsqu'un chromophore est protégé par la cavite de la cyclodextrine, Cette méthode peut

étre appliquée pour obtenir un profil de solubilité.

11.5. CARACTERISTIQUES DES CDs

Dans ce tableau, on résume les propriétés des cyclodextrines (19).

Tableau 1.1 : Les propriétés physico-chimique des cyclodextrines

Propriétés a-CD B-CD y- CD
Nombre de unité glucose | 6 7 8
Formule brute (anhydre) C36Hg0030 CyyH70535 CugHgo 040
Masse molaire (anhydre) | 972.85 1134.99 1297.14
(9/mol)

Longueur de la cavité A° | 7.9£0.1 7.9+0.1 7.9+0.1
Diamétre de la cavité A° | 4.7-5.3 6.0-6.6 7.5-8.4
Diamétre extérieure A° 14.6+£0.4 15.4+0.4 17.5+0.4
Volume de la cavité 174 262 427

(A°)

PKa .25°c 12.33 12.20 12.08

11.6. UTILISATION DES CDS

Plusieurs applications des cyclodextrines sont réalisées dans la suite, on cite

quelques-uns :

e Désodorisation : les cyclodextrines sont utilisées comme agent masquant

contre les mauvaises odeurs (la complexation rend les molécules odorantes

moins volatiles)

e Cosmeétique : elles permettent de stabiliser des émulsions et les molécules

odorantes.

e Actives textiles spéciaux : elles sont utilisées pour fixer au tissu décomposés

actifs (parfums, antibactériens) catalyseur de réactions chimiques : en

chimie organique, elles permettent de contréler la régioselectivité de

certaines réactions tout en ameliorant le rendement. Elles jouent le rdle de

transporteurs de substrats hydrophobes en phase aqueuse. Elles sont aussi

souvent utilisées pour I"élaboration d’enzyme artificielles (20)

16
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1. GENERALITE SUR LA MICROENCAPSULATION
I11.1. Introduction

La formulation pharmaceutique est la mise au point d un produit optimisé a partir
d’une molécule thérapeutique efficace et dotée de propriétés physico chimiques et/ou
physiologiques optimales. La formulation permet d’optimiser son efficacité tout en
réduisant les effets secondaires (21), diverses techniques ont été proposees pour
préparer les formes galéniques permettant d'accroitre la durée d'action des entités

médicamenteuses. Parmi ces techniques, en citant la microencapsulation.

I11.2. La Microencapsulation

La microencapsulation est une technologie d’enrobages de petites particules de
solide finement broyés, de gouttelettes de liquides ou de composés gazeux, a I’aide de
membrane protective (22). Les produits obtenus par ce procédé sont appelés
microparticules ; microcapsules et microspheres qui différencient la morphologie et la
structure interne (23), son but est de contréler la libération du principe actif et de
transporter les molécules biologiquement actives jusqu’a la cible pharmacologique par
exemple Aranaz et al (24) avaient préparé de nouvelles microcapsules de
Chitosane/TPP (tripolyphosphate) pour administration oral avec une libération

controlée.

111.3. Morphologie des particules

e  Structure réservoir : dans ce systéme le principe actif sous forme de suspension
ou d’une solution placé dans un véhicule liquide, ce principe actif est libéré de facon
constante au cours du temps grace a une vitesse de son transfert dans une membrane
semi-perméable qui conduit a une régulation de sa libération (par conséquent un
systeme a libération contrdlée).

e Structure matricielle : Dans ce systeme le PA est dissout ou dispersé dans une

masse polymeérique.la libération de cette structure ne suit pas une cinétique linéaire.
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Systéme reservoir systéme matricielle

Figure 1.15 : Présentation de la morphologie microparticules

I11.4. L’objectif de I’encapsulation
Plusieurs objectifs sont souhaités dans le procédé de la microencapsulation, on

les cite par la suite :

e Immobilisation : Procédés de bioconversion en continu (enzymes,
microorganismes)

e Protection / Stabilisation : des conditions telles que la chaleur, la
moisissure, I’oxygeéne et prolongation de la durée de vie de 1’enveloppe.

e Libération controlée ou retardée : Contribuant au développement de
nouveaux mécanismes de délivrance.

e Structuration / Fonctionnalisation : Conversion d’une huile en poudre ou

d’un produit liquide en une particule solide.

I11.5. LES FORMES PRINCIPALES ET TERMINOLOGIE DES
PRODUITS ISSUS DE LA MICRO-ENCAPSULATION

Différentes formes peuvent étre obtenus issus de la microencapsulation, les

principales formes sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau 1.2 : Terminologies de microparticules issues de la microencapsulation (22).

Terminologie

Description

Illustration schématique

Microcapsules

est un réservoir qui contient des
substances liquides ou solides, entourées
d’une membrane solide.

Microsphéres

est un systtme matriciel dans lequel le
principe actif est dispersé sous forme des
molécules, de fines particules solides.

Membrane lipidique souvent constituée de

Liposomes phospholipides et de cholestérol. Sous
types : uni lamellaire et multi-lamellaires
Structure similaires aux liposomes mais
Niosomes leurs membranes sont constituées de

molécules amphiphiles  synthétiques
(détergent).

I11.6. Les différentes méthodes de la microencapsulation

L'encapsulation est parmi

les préparations pharmaceutiques en cours

d'élaboration par les grandes firmes médicamenteuses, qui consiste a encapsuler selon

un procédé déterminé un principe actif dans une autre matiére inactive afin d'améliorer

les propriétés de conservation, de présentation et de biodisponibilité. (25)

Il existe plusieurs manieres de classer les procédés de la microencapsulation selon

différents critéres ;

e L 'utilisation ou non de solvant.

e La nature du milieu dispersant : liquide, gazeux ou a I'état supercritique,

e L'utilisation des polymeres préformés, de lipides ou de monomeres.

e Le procédé utilisé pour réaliser la microencapsulation.

Cette derniére classe est la plus couramment utilisée. Nous distinguons trois

grandes familles classés dans le tableau suivant :
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Tableau 1.3 : les trois grandes familles des déférentes méthodes de la

microencapsulation (23)

Processus chimique Processus physico- | Processus physico-

chimique mécanique

-polymérisation in situ | -Coacervation et séparation | - Evaporation de solvant

. de phase , L
-polycondensation P -Séchage par pulvérisation
L . -encapsulation sol-gel et congélation
-Polymérisation inter- P g g
faciale. - Revétement en lit fluidisé

- Revétement pan.

I11.7. Microencapsulation par évaporation de solvant

La technique d’encapsulation par évaporation de solvant est largement utilisée
dans des applications pharmaceutiques pour la libération contrdlée du principe actif
(26). Elle est constituée de deux phases : une phase organique qui contient le solvant, le
polymeére et le principe actif, une phase aqueuse contenant un tensioactif, dans cette
derniere, la phase organique sera dispersée et le solvant diffuse ensuite il s’évapore. A
la fin on aura le principe actif a I’intérieur du polymeére (formation des microspheres).

Initialement, le matériau d'enrobage est généralement un polymeére hydrophobe,
dissout dans un solvant organique volatil. Ensuite la substance active a encapsuler est
dissoute ou dispersée dans la solution organique, Cette derniere est dispersée dans le
milieu aqueux contenant un agent tensioactif sous agitation. Dés que le solvant
organique entre en contact avec la phase aqueuse externe, il migre a la surface de
I'émulsion ou il s'évapore par diffusion.

La concentration du solvant organique dans la phase intermédiaire diminue au
cours du temps et le polymere commence a précipiter encapsulant le principe actif. Les
microparticules sont séparées par filtration et desséchées (27).

Les microparticules obtenues sont géneralement de type matriciel
(microsphéres). Ce procédé présente quelques limites, car les microspheres fabriquées

peuvent contenir des traces du solvant organique
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Le taux de la matiére active dans les microparticules obtenues par évaporation de
solvant est compris entre 30% et 40%, et le rendement d'encapsulation peut atteindre

plus de 90%. La taille des microspheres produites est de 0,5 a 400um.

solvant
organique

G Phase continue

(1 (2)

microsphéres

2800000,
S

picie \‘ ’/{-_ polymére %

Figure 1.16 : Schéma représentative des étapes de la microencapsulation par
évaporation de solvant

111.8. LES FACTEURS INFLUENCANT L'EFFICACITE DE
L’ENCAPSULATION

L’efficacité d’encapsulation de la microparticule ou microsphére sera affectée

par différents paramétres. La figure suivante illustre les facteurs qui influencent

I’efficacité d’encapsulation :

la haute solubilité du polymere dans le
solvant organique.

la faible solubilité du solvant
organique dans l'eau.

la faible solubilité du polymere dans
le solvant organique.

la haute miscibilité du solvant
organique dans l'eaw.
la faible concentration de polymeére.
le rapport Phase dispersé/phase
continue élevé

la vitesse d'élimination de solvant
lente.

le faible rapport phase dispersé/phase
continue.

taux d'elimination des solvants rapide.

solidification rapide des

lente solidification des micropartucules

micropartucules
haute efficacité

faible efficacité d'encapsulation

d'encapsulation

Figure 1.17 : Facteurs influengant 1’efficacité d’encapsulation (23).

21




CHAPITRE |

111.9. LES AVANTAGES

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

La microencapsulation est utilisée dans différents domaines parce qu’elle joue un

role important dans 1’objectif d’emprisonnement. On peut citez quelques avantages

dans les points suivants :

e Elle permetlaprotection de la substance encapsulée vis-a-vis d'autres molécules

ou de I'environnement extérieur tel que la lumiere ou la chaleur.

e Elle Masque le gotit et I’odeur ou au contraire les rendre plus forts.

e La faisabilité galénique (passage de la forme huileuse a la forme poudre).

e Elle entraine soit une libération controlée de la substance, soit une libération

prolongée.

e Elle réduit les concentrations de principe actif au niveau des organes non ciblés.

I11.10. LES DIFFERENTS DOMAINES D’APPLICATIONS DE
LA MICROENCAPSULATION

La microencapsulation est actuellement trés développée pour de nombreuses

applications : élaborations des médicaments, en agro-alimentaire et dans la

préparation des produits phytosanitaires.... Dans le tableau (1.4) suivant, on donne

les domaines d'application de la microencapsulation.

Tableau 1.4 : Applications de la microencapsulation dans les domaines industriels (28).

Domaine industriel

Exemple de composés encapsulés

Pharmacie et médical

Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins,
bactéries, Vitamines, minéraux, antigenes,

anticorps...

Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents

bronzants, Crémes solaires, colorants capillaires,

Cosmétique A \
g baumes démélants, mousses araser...
Huiles essentielles, graisses, épices, aromes,
Alimentaire vitamines, minéraux, colorants, enzymes, levures,

micro-organismes
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) Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, hormones
Agriculture
végétales...
Colorants, parfums, pigments, bactéricides,
fongicides, répulsifs d’insectes, agents antistatiques,
Textile retardateurs d’incendie, agents imperméabilisants,

adhésifs, composés bioactifs medicaux, composés

bioactifs cosmétiques

Graphismes et Impression

Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux

liquides, toners, composés photosensibles. ..

Photographie

Halogénures d’argent, pigment, colorants, composés
photopolymérisables révélateurs pour photographies

couleurs, plastifiants...

Electronique

Cristaux liquide, matériaux semi-conducteurs,
adhésifs, agents de séchage, retardateurs de

flammes, antistatiques...

Traitement des déchets

Microorganismes, substrats, détoxifiants, déchets
liquides (solidification), déchets industriels a risque,

déchets radioactifs...

Biotechnologie

Enzymes immobilisées, microorganismes, cellules
vivantes, cellules artificielles, cultures tissulaires,

COMpPOsés nutritionnels. ..

Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau
(platre et béton), inhibiteurs de corrosion,

Chimie retardateurs d’incendie, colorants et pigments,
agents UV protecteurs, parfums, huiles essentielles,
agents lubrifiants...
) Adoucissants, antistatiques, agents décolorants,
Detergents

agents moussants, silicones, cires, détachants...
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IV. Généralité sur les anti-inflammatoires

IV.1. L’inflammation

La réaction inflammatoire c’est une réponse physiologique a une agression
(allergie, infection, blessure...), fait intervenir un réseau complexe de médiateurs et de
cellules impliqués de fagon variable en fonction de 1’agent causal, du site et de
I’individu lui-méme (29). Elle a pour objectif de reconnaitre, détruire et éliminer toutes

les substances qui lui sont étrangeres (30).

Figure 1.18 : Présentation d’une inflammation

IV.2. Les symptomes de I’inflammation

Les réactions inflammatoires sont déclenchées dans le but de défendre
I'organisme contre une agression. Lorsqu'elles sont visibles, elles se manifestent

classiqguement par 4 signes cliniques :

. Rougeur

. Douleur

. Tuméfaction (gonflement)

. Augmentation de la chaleur locale

Il peut s'agir d'une inflammation cutanée ou sous-cutanée (abces, érysipéle, choc).
Lorsque l'inflammation est interne, ces signes existent mais ne sont pas visibles. Seule

la douleur est ressentie, souvent augmentee en intensité pendant la nuit (31).
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1VV.3. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires se répartissent en 2 grandes classes : les anti-
inflammatoires stéroidiens (ou corticoides) et les anti-inflammatoires non stéroidiens
(ou AINS).

IV.4. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les
glucocorticoides de synthése permettent d’obtenir une meilleure activité anti-
Inflammatoire et la dissociation entre les effets anti-inflammatoires et les effets
physiologiques cortisoniques. Ils sont utilisés depuis plusieurs dizaines d’années dans
la prise en charge de nombreuses pathologies présentant une composante inflammatoire
(32).

glandes surrénales

Figure 1.19 : Présentation d’une inflammation

IV.4.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) représentent l'une des classes les
plus courantes de médicaments utilisés dans le monde entier, avec une utilisation
estimée a> 30 millions par jour. Les AINS exercent des effets anti-inflammatoires (pour
les inflammations d'origines rhumatismales et ostéo-articulaires), analgésiques (contre
la douleur) et antipyrétiques (contre la fievre), qui agissent en bloquant la formation des

prostaglandines(PG) « des substances responsables de I’inflammation » (33).
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Leurs effets secondaires sont susceptibles de toucher tous les appareils de
I’organisme. La plupart se montrent bénins, mais certains peuvent avoir des

conséquences graves (34).

IV.4.2. Mode d’action des AINS

Le principal effet biologique des AINS est I’inhibition de la prostaglandine ou
cyclo-oxygénase qui est I’enzyme clé de la synthese des prostaglandines (PGs) et de la
thromboxane (35).

Les prostaglandines sont des eicosanoides exercant une action purement locale.
Mais leur distribution quasi ubiquitaire leur permet d’intervenir dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques. Elles sont synthétisées a partir de I’acide
arachidonique (lui-méme issu des phospholipides membranaires) grace a la cyclo-
oxygénase (Cox), dont il existe deux iso-enzymes (36) :

La COX-1: est exprimée de facon constitutive dans la plupart des cellules et
tissus de mammiferes tels que la vésicule séminale, les plaquettes et I'endothélium.
Dans des conditions de repos, il remplit des fonctions réglementaires continues
appelées « taches ménageres ». Les prostaglandines produites par l'activit¢ COX-1
remplissent des fonctions telles que la protection gastro-rénale, la différenciation des
macrophages, I'agrégation plaquettaire et la production de mucus.

Dans des conditions inflammatoires, des études moléculaires ont démontré que
I'expression de 'ARNm et de la protéine COX-1 ne change pas, confirmant leur réle
limité dans le processus inflammatoire. La COX-1, cependant, reste pertinente a la fois
expérimentalement et cliniquement en raison des effets indésirables déclenchés par
I'inhibition non sélective des enzymes de la cyclooxygénase par certains AINS.

La COX-2 : est une enzyme inductible sollicitée par les lésions tissulaires et
d'autres stimuli tels que :( le lipopolysaccharide (LPS)). Il est actif sur les sites des
blessures et dans une variété de tissus tels que I'endothélium vasculaire et les cellules
endothéliales synoviales rhumatoides médiatrices des réponses inflammatoires,
douloureuses, fébriles et cancérigenes.

Une augmentation multiple des niveaux de COX-2 se produit dans les processus
inflammatoires déclenchant une synthése accrue des prostaglandines pro-
inflammatoires. Initialement considéré comme exclusivement de nature inductible, les

études ont montré que la COX-2 a certains roles constitutifs ou régulateurs (37).
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COX-1, présent dans :
Plaquettes (TXA,)
Estomac (PGE,)
Endothélium (PGL,)
Autres tissus y compris
systéme nerveux

Acide
arachidonique

A

Effets des AINS liés a l'inhibition de COX-1 :
Indésirable : gastrotoxicité
Souhaitable : antithrombotique (aspirine)
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COX-2, présent dans :

Cellules inflammatoires (PGE,)
Reins (PGl,)

Autres tissus y compris vasculaires,
en particulier, aprés induction

/Eﬁets des AINS liés a l'inhibition de COX-2 :
I i SATA T

ion hydrosodée, effet

pfoirwombotldue ?

< anti-infl ique

T

Endoperoxides cycliques

k"‘”"’/ T\ \7Ko

PCI,
vasodilatateur
hyperalgique,
anti-agrégant

TXA,
vasoconstricteur,
pro-thrombotique

PGE,
vasodilatateur
hyperalgique,
pro-inflammatoire

Figure 1.20 : mode d’action des ANIS (38).
IV.5. CLASSIFICATION DES AINS

Les AINS peuvent étre classés en plusieurs catégories :
a. Selon la sélectivité :

In vivo, la sélectivité d’action des inhibiteurs des COXs est évaluée par la
quantification de synthése de prostaglandines : 1’activité inhibitrice sur COX-1 par la
production de thromboxane B2 dans le sang total aprés coagulation et celle sur COX-2
par la synthése de PGE2 dans le sang total en réponse a une stimulation endotoxinique.
Ces évaluations ont confirmé que les inhibiteurs sélectifs de COX-2 étaient avant tout
des molécules n’inhibant pas I’activité de COX-1 et non des molécules inhibant plus
efficacement 1’activité de COX2 que les AINS classiques (dits « non sélectifs » des
COXs). Certaines molécules qui n’inhibent significativement 1’activit¢ COX-1
plaquettaire qu’aux plus fortes posologies recommandées sont appelées « inhibiteurs
préférentiels » de COX-2. Cette notion de sélectivité pour les iso-enzymes de la COX

a conduit a proposer une classification des AINS avec (39) :

¢ Inhibiteurs sélectifs de COX-1 : I’aspirine a faible posologie.

¢ Inhibiteurs non sélectifs des COXs : la majorité des « AINS classiques ».
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e Inhibiteurs preférentiels de COX-2 méloxicam, nimésulide,
nabumétone.
e Inhibiteurs sélectifs de COX-2 : coxibs.
b. Selon la famille chimique :
Tableau 1.5 : Classification des AINS chimiquement (17).
Classe Structure Remarque
Salicylates
Acide _ cOoH Anti-inflammatoire
acétylsalicylique | Antipyrétique
(aspirine) = G.-E‘:'ME Analgésique
COOH
Diflunisal
F OH
F
Fénamate Anti-inflammatoire
COaH Antipyrétique
Acide felfunamique GNHQ Analgésique
F:i
COOH Autre nom :
Acide tolfenamique Acide
M
; meclofenamique
CH, Cl Diclofenac
CF,
Acide niflumique EI
==
COOH
COOH
Acide méfénamique @NH
CH, CH,
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Oxycams
(Acide énolique)

Tenoxicam R=H

Lomoxicam R=CI

°\f°

Longue durée
d'action
principalement anti-

inflammatoire

Piroxicam n~ CHa Autres exemples :
CONH Isoxicam
Meloxicam
Acide

arylalcanoiques

Indométacine

Cl :
fIS'D
N

CH,0O CH,COOH

CHy

1
. CH;S
Sulindac 3 O
l I chy
F CH,COOH
Autres
COMe
Nabumétone /@/\/ Anti-inflammatoire,
MeO ’
avec peu d’effets
gastriques signalés
Pyrazolés Phénylbutazone

Azapropazone
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Acide propionique

e
Autre exemple :
Ibuprofene T CooH Naproxen
~Bu Flurbiprofen
Fenoprofen
Me
Fenbrufen
Kétoprofene @\ * ~COOH | Acide tiaprofenique
co Oxaprozin
*atome C chiral
C.  Selon le temps de demi-vie :
Tableau 1.6 : classification des AINS selon demi-vie (40).
Demi-vie courte < 6h Demi-vie long > 6h
Aspirine 25-33 Diflunisal 8-12
Diclofenac 1-2 Naproxene 12-15
Ibuproféne 1-2.5 Salsalate 3.5-16
Kétoprofene 1.5-4 Sulindac 16-18
Fénoproféne 2-3 Nabumétone 24-38
Acide 2-4 Oxaprozine 24
méfénamique 3-4 Phénylbuzone 25
Méclofénamique | 4-5 77
Indométhacine 4-6
Flurbiproféne 4-6
Kétoroloc 6-7
Etodoloc

IV.6. LES EFFETS SECONDAIRES D’AINS

Les AINS sont contre-indiquée pour les femmes enceintes a partir du 6°™ mois de

la grossesse (41). L’excés et I’habitude de I’utilisation de ce type de médicaments

surtout pour les gens agés peuvent s’influencer sur plusieurs oranges et donne une

diversité des effets indésirables :
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e Effet digestive: Des lésions muqueuses du tube digestif et ulcere
gastroduodénal et parfois hémorragie digestive pour les patients sous
traitement chronique.

o Effet respiratoires : crise d’asthme, symptomes nasaux, parfois un cedéme
angioneurotique facial généralement pour les personnes sensibles a
I’aspirine.

e Effet rénal : Une insuffisance rénale, un syndrome néphrotique et parfois
une perfusion sanguine rénale.

e Effet cardiaux- vasculaires : syndrome coronarien aigue, accident vasculaire

cérébral, I’hypertension artérielle, 1’insuffisance cardiaque ainsi que des

cedémes (42).
IV.7. L’ACIDE NIFLUMIQUE

L’acide niflumique (AN) est un anti-inflammatoire non stéroide de couleur
jaune pale, peu soluble dans 1’eau, classé¢ parmi les inhibiteurs de la cyclooxygénase 2,
utilisé dans le traitement des maladies rhumatoides précisément la polyarthrite et dans
le traitement symptomatique de la douleur au cours des manifestations inflammatoires

dans les domaines ORL et stomatologiques.

Ve

HO._ _O
H

F5C Nl\
N~

L'acide niflumique

e Propriétés :

On cite dans le tableau (I1.7) quelques propriétés de 1’acide niflumique
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Tableau 1.7 : quelque information sur I’acide niflumique

PA Formule Famille Synonyme Masse Nom

brute chimique molaire | commercial

2-(3-(Trifluoromethyl)-
) ) phenyl) amino nicotinic o
Acide CisHoFsN2 | Fénamate " 282,22 | Nifluril®
aci
niflumique | O2 g/mol

Acide2,(3,(trifluorometyl

aniline) nicotinique

e Contre-indication (43) :
Ce médicament est contre-indiqué dans les cas suivants :

hypersensibilité a la substance active ou a lI'un des excipients mentionnés a la

rubrique Composition.

antécédents d'allergie ou d'asthme déclenchés par la prise d'acide niflumique ou

de substances d'activité proche telles que autres AINS, acide acétylsalicylique.
grossesse, a partir du début du 6eme mois (au-dela de 24 semaines d'aménorrhée)

antécédents d’hémorragie ou de perforation digestive au cours d'un précédent

traitement par AINS.

ulcére peptique évolutif, antécédents d'ulcére peptique ou dhémorragie

récurrente (2 épisodes distincts ou plus dhémorragie ou d'ulcération objectiveés).
insuffisance hépatocellulaire sévere.
insuffisance rénale sévére.
insuffisance cardiaque sévere.

enfant de moins de 12 ans.
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e Effet indésirable (44) :

Troubles digestifs, gastrite, voire ulcere de I'estomac ou du duodénum, le plus
souvent lors d'un traitement de longue durée ou a forte dose. Exceptionnellement
: hémorragie du tube digestif (vomissements sanglants, selles noires ou plus souvent

pertes de sang imperceptibles, responsables de l'apparition d'une anémie).
Rarement : vertiges.
Réaction allergique nécessitant I'arrét immédiat du traitement :

o démangeaisons, urticaire, eruption cutanee grave...

e crise d'asthme .

« malaise avec baisse brutale de la tension artérielle.
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CHAPITRE I PARTIE EXPERIMENTALE

I.1. Introduction

Dans ce chapitre on va présenter en premiére partie la complexation de 1’acide
niflumique (AN) dans la B-cyclodextrine (B-CD) qui a une capacité a complexer
plusieurs types de molécules et a modifier leurs caractéristiques physicochimiques ou
la molécule invité sera isoler de son environnement ce qui conduit a une stabilité
recherchée. Dans la deuxiéme partie, on va développer une forme galénique
« microsphére » pour une administration prolongée du complexe obtenue. Les
microparticules seront préparées par la technique d’encapsulation par évaporation de

solvant, en troisieme lieu en va faire les tests in vitro et in vivo des produits obtenus.

1.2. Préparation des complexes

Différents tests de solubilité ont été réalisés pour choisir le solvant approprié a
notre expérience. Le tableau 1.1 présente les tests de solubilité des réactifs utilisés.

Tableau I1.1 : Les tests de solubilité des réactifs utilisés.

Solvant Structure Produit
Chimique de solvant
B-CD AN
Acétone 0
- +
Hsc*’c“cH3
cl
Chloroforme | - -
H—?—m
cl
Ethanol CH,-CH,-OH - +
Cyclohexane i1
N - -
N/
b
DMSO Q
S
ch/ \CHg + +
Eau H/o‘x.H + -
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La préparation du complexe a été réalisée selon le protocole décrit par Goran
M. Petrovié¢ (45). Pour cela, initialement, il est nécessaire de préparer les solutions

suivantes :

. Solution 1 : dissoudre 1,3g de B-CD dans 13mL (2/3 eau distillée + 1/3
éthanol).

. Solution2 : dissoudre 1,3g d’AN dans 13mL d’éthanol.

La solution 1 est introduite dans un ballon placé dans un montage a
reflux a une température fixée a 55°C, puis on introduit lentement la solution

2. L’agitation magnétique est maintenue pendant 4h a température 55°C.

A la fin des 4h, on réduit la température & 25°C et on laisse le mélange
sous agitation pendant 4h, ensuite le mélange est mis au réfrigérateur pendant

une nuit a 7°C.

Finalement, le mélange a éte filtré et mis dans une étuve a 50°C
pendant 24h puis a I’air libre pendant 24h.

Figure I11.1 : Montage a reflux pour réaliser la complexation
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I.3.DESCRIPTION SUR LOGICIEL GAUSSIAN

Gaussian est un logiciel de chimie numérique base sur les lois fondamentales de
la mécanique quantique. 1l permit de faire entrer la chimie quantique dans les
laboratoires de chimie, de biochimie, de biotechnologie, de physique et de

pharmacologie.

On peut 'utiliser dans plusieurs méthodes de calculs tels que les
méthodes semi-empiriques, les méthodes ab initio (Hartree-Fock) et celles de la
théorie DFT (Density Functional Theory).

Il permet de modéliser :

e Laréactivité des spectres de grosses molécules (plus particulierement avec la
méthode ONIOM)

e Les propriétés magnétiques (déplacement chimiques, constantes de couplage
RMN, ...) (46.47).

Des rotations optiques des molécules chirales
1.4. Préparation des microparticules

Plusieurs tests d’encapsulation ont été réalisés en changeant les polymeres

d’enrobage :

. PCL (triacide), PCL-FBO : polymeéres synthétisés par Nacer Boudoaia
« MCA » membre du laboratoire LCOMP, Université de Sidi Bel-ABBES

. PCL, Ethyle cellulose, acétate cellulose : polyméres commerciales.

Les réactifs sont emulsifiés dans un réacteur cylindrique en verre

(volume 100mL) sous une agitation mécanique avec une turbine d’agitation de 4 pales.
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La formation des microspheres se déroule selon les étapes décrit par
Abdelmalek.l et al (21) :

Une quantité de tween 80 se dissoute dans un volume de 1’cau distillée sous une
agitation pendant quelques minutes. Cette solution aqueuse représente la phase
continue de I’émulsion. En parall¢le, la phase organique (dispersée) est préparée sous

Iéger chauffage.

Apres avoir les deux solutions a température ambiante, la solution organique est
ensuite introduite goute a goute dans la phase continue agité dans 1’agitateur
mécanique, 1’agitation est maintenue le long de 1’évaporation a une vitesse de 750

rpm (retour par minute) a une durée de 3heures jusqu’a évaporation totale du solvant.

Figure 11.2 : Dispositif expérimental de I’encapsulation par évaporation du solvant.

Le tableau 11.2 montre les quantités des produits utilisés pour chaque formule

de microparticules.

Ce tableau donne les tests réalisés (ECH1-ECHS5) pour bien choisir la matrice

d’enrobage utilisé dans le reste de notre travail.

A partir des remarques tirées des microsphéres obtenues, les microsphéres
« ECHG6 et ECH7 » ont été préparées pour faire une comparaison entre 1’encapsulation

de L’AN pur et inclue dans la B-CD.
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Tableau 11.2 : Représentation des quantités pour les formulations des microspheéres.

Quantit
Produit Volume édu  Volume de
Composition du du TA I’eau
. . encapsu i
polymeére matrice (g) 16 solvant  tween distillée
(ml) 80 1% (ml)
(ml)
ECH
3 1 EC(19) /
b S
=
g ECH PCL- /
3 2 FBO(0.3g)
=
2 ECH PCL(triaci
=
2 (0.:39) 750
S =
S QL rpm
£ % EcH PCL - PCL- / 50 DCM 1 50
2 4  commercia FBO(O.
5 lisé (0.3g)  3g)
5
= acétate
§ ECS:H EC(0.5g)  cellulos
= e (0.59)
AN 100
8 EEH EC(2.4g) / 1 100 75:]“’
z (1.2g) DCM
S B
= - 100
D
< EgH EC(3.29) /  CDIAN 1 100 75r?]rp
) (1.6g) ~ DCM

1.5. Techniques de caractérisation

Dans cette partie, on va présenter les différentes techniques d’analyse utilisées

dans notre travail
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e Analyse par UV-Visible : On a utilisé un spectrophotométre UV-vis (UV-
1650PC-SHIMADZU) avec une cuve en quartz avec une longueur de trajet
de 1 cm. Cette analyse a été réalisée dans le Laboratoire de Synthese et
Catalyse de I’Université IBN Khaldoun —Tiaret.

e Analyse par linfrarouge : Dans le laboratoire de Génie Physique de
I’université IBN Khaldoun —Tiaret, on a utilisé un spectrometre d’infrarouge
(FTIR-8400), pour déterminer les bandes caractéristiques de nos produits

dans un domaine de nombre d’onde [400-4000 cm™].

e Analyse par DRX : est une technique de caractérisation des matériaux
cristallisés, qu’ils soient massifs, sous forme de poudre ou de dépots, elle
donne des informations sur les structures, les phases, les orientations
privilégiées du cristal (texture) et d'autres parametres structurels comme la
taille moyenne du grain, la cristallinité, la tension et les défauts des cristaux.
Cette analyse a été réalisé dans le Laboratoire de de Synthése et Catalyse de
I’Université IBN Khaldoun —Tiaret sur un appareil (Rigaku-Mini Flex 600)

e Analyse par microscope optique : Les échantillons ont été photographiés
par microscope optique dans le Laboratoire des reproductions des animaux
de la ferme Ce microscope est lié a un logiciel qui détermine la taille des
microspheéres. La taille moyenne a été calculée par mesure de diamétre de
500 microspheres pour chaque échantillon avec un agrandissement de 40

fois.
1.6. Etude cinétique de la libération de ’AN

L’essai de dissolution est un outil trés important dans le développement des
produits pharmaceutiques. 1l est considéré comme une procédure de contrble de la

qualité dans la production pharmaceutique.
1.6.1. Préparation des milieux reconstitués

Initialement le milieu gastrique pH=1,2 est préparé utilisant les quantités

suivantes :

. HCI (1N) = 400mL
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e NaCl =10g
. Eau distillée jusqu’a 5L

A cause de I’insolubilité totale de nos produits (AN et le complexe), on a passé
a préparer des milieux hétérogenes qui permettent de solubiliser nos produits. La

composition de ces milieux est classée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11.3 : Composition des milieux hétérogénes pour les études de libération.

Echantillon Ethanol pH 1,2
L’acide niflumique 70% 30%
Le complexe 50% 50%

1.6.2. Mode opératoire

Les cinétiques de libération de I'agent actif a partir des microparticules ont été
effectuées dans un réacteur spécial de volume de 100mL disposant d'un tube immergé
dans la solution pour réaliser les prélevements. Ce tube a une extrémité en verre fritté
qui empéche l'ascension des microparticules lors du prélevement. Ce dispositif est

immergé dans un bain thermostaté a une température de 30C.

Les microparticules chargées de principe actif «100 mg » sont immergés dans

le milieu reconstitué (pH=1,2/Ethanol).

Le réacteur est muni d’une agitation magnétique contrélée (500 r.p.m) et
chauffé par un agitateur chauffant a la température «30°C » mesurée a I’aide d’un
thermometre. Le volume de 1mL prélevé est dilué par un volume Vd du méme milieu
d'étude. La Densité Optique (D.O) ou I’Absorbance est ensuite déterminée par UV-Vis

pour chaque prélévement.

1.6.3. Recherche de . max de I’acide niflumique

La valeur de la longueur d’onde a été déterminée en faisant le spectre U.V des

solutions & concentrations connues (10-10° mole/Litre) de principe actif.
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0,6 -
0,5 -
0,4 |
0,3 -

0,2

absorbance (%)

0,1

0,0

0.1 T T T T T T T T T
200 250 300 350 400
longueur d'onde (nm)

Figure 11.3 : Spectre d’absorption d’AN.

La valeur de A max ainsi trouvée (A max = 342) est maintenue constante pour suivre
le relargage du principe actif étudié (AN).

1.6.4. La courbe d’étalonnage d’AN

La Densité Optique (D.O) ou I’ Absorbance (A) et la concentration (mol/L) sont
liées par la loi de Beer- Lambert :

(D.0) max = log (Imax/I0) = €l.C,
(D.O) max =¢.l.C,

Ou:

Imax/I0 : est la transmittance.

. & : le coefficient d’absorption spécifique (L.cm™/mole).
. C : la concentration en mol/l de la solution.
. I : la longueur de la cellule en quartz (1cm).

A partir de 5 solutions de concentrations connues, il est possible de tracer la

droite d’étalonnage, permettant de déterminer les valeurs de € de I’AN.

La valeur de € correspond a la valeur de la tangente de la droite (D.O) max =

f(C). La valeur du coefficient d’absorption spécifique trouvée est : 785,6 L.Cm™,
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La figure ci-dessous présente la courbe d’étalonnage de I’acide niflumique

tracée :

Absorbance % 0.08 7 y= 785,6x-0,007
007 - R*=0,963
0,06 +
0,05
0,04
003
0,02

0,01 4

Clmaol/1)
I:l T T T T T 1

o 0,00002 0,00004 0,00006 000008 0,0001 000012

Figure 11.4 : La courbe d’étalonnage d’acide niflumique a A=342 nm
1.7.Tests biologiques

Avant de commencé a faire ce test on a stérilisé nos produits sous la lampe UV

Figure 11.5 : stérilisation du produit sous lampe UV.

1.7.1. Quelques définitions

Dans le tableau ci-apres, on donne les principales définitions des termes utilisés
dans cette partie
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Tableau I1.4 : signification de quelques termes biologiques

Terme Signification

C’est un test in vitro visant une
L’antibiogramme reconnaissance sur 1’interaction entre
la bactérie et 1’antibactérien.

Support de culture dont la
Milieux de culture composition et bien déterminée et
controlée.

1.7.2. Etude de Pactivité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de I’AN et de complexe est évaluée par la méthode de

diffusion sur Le Muller Hinton agar.

e Préparation de milieu de culture adapté aux tests de sensibilité aux anti-
inflammatoires : Le milieu utilisé dans notre travail est Le Muller Hinton agar
préparés par le dissout de 38g de ce dernier dans 1L d’eau distillée sous une

température bien déterminer et une agitation magnétique.

Figure 11.6 : préparation du Muller Hinton agar

e Préparation des suspensions bactériennes : Les antibiogrammes doivent
étre préparés a partir d’une culture jeune (18h de culture sur milieu solide),
la suspension bactérienne doit contenir un nombre bien précis de bactérie

(1,5.108 cellules/ml).

Les microorganismes utilisés dans nos expériences sont : deux bactéries a gram
négatif « Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 » et
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deux autres bactéries a gram positif : « Bacillus subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus
aureus ATCC 43300 ».

La suspension se prépare par le prélevement de quelques colonies bactériennes
et les mettre dans un tube stérile qui contient I’eau physiologique et le placé dans un
agitateur VORTEX afin de mesurer la concentration de la suspension par un
spectrophotomeétre la concentration limite doive étre entre 0.08-1.13 a 625nm
(0.5McF).

Dés que la suspension bactérienne est préparée on imbibe un écouvillon dans
cette derniére et on ensemence le milieu de culture de haut en bas en tournant la boite

pétrie & chaque fois avec un ongle de 60° (cette opération doive se répéter 2 a 3 fois).

Figure 11.7 : I’ensemencement de milieu de culture.

e Préparation des disques : Les disques ont été préparés a partir du papier
Wattman on les découpant en disques de 6mm de diameétre et qui sont chargés
de principe actif a testé (0.0lmg/ml). Les disques sont déposés a ’aide d’une
pince stérile a la surface du milieu gélosé, préalablement ensemencés puis en

mis les boites dans 1’incubateur.

Figure 11.8 : disposition des disques
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e Incubation : Les boites ont été¢ mises a ’incubateur a 37°C pendant 18-24h.
Apres faire sortir les boites pétries de 1’incubateur on mesure la zone

d’inhibition dans chaque boite a I’aide d’un pied a coulisse.

Figure 11.9 : Mesure de zone d’inhibition

1.8.Test in vivo

Cette étude a été réalisée sur des rats sains Wistar de sexe femelle, fournit de
I’institut pasteur, Alger. Ces rats ont été utilis€s apreés une période d’adaptation d’une
semaine au sein du Laboratoire de reproduction des animaux (institut vétérinaire
université IBN Khaldoun-Tiaret), Elles pesaient 200+3 g et groupés en 4 lots. Les rats
sont mis a jeun 17 heures avant de provoquer un cedéme par injection de 0,1mL d’une

solution de formol 1% en sous cutané au niveau de la pate gauche.

La mesure du diamétre de I’cedéme a été effectuée 1h puis 2h apres injection,
L’évaluation de ’activité anti-inflammatoire a été réalisée en mesurant le diamétre de

I’cedéme durant la prise du traitement.

La description des lots est présentée dans le tableau suivant :
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Tableau I1.5 : Description des lots

Numéro Lot Nombre des Injection traitement
du Lot rats/lot (0.1mL)
1 Témoin - 1 (R1) Peau /
physiologique
2 Témoin + 1(R2) Formol (1%) /
. ECH6
+R’ 9
3 Essali 2(R3+R’3) Formol (1%) (50mg/ka/i)
. ECH7
+R’ 9
4 Essai 2(R4+R’4) Formol (1%) (50mgrkgl)

Chaque lot a eté traité oralement par le traitement (ECH6, ECH7) 50mg/kg aprés
2h d’injection, puis chaque 24h. La durée du traitement était 4 jours avec une mesure

journaliere de diameétre de I’cedéme.

Figure 11.10 : Création et mesure de diamétre d’cedéme chez les rats.

Apres le quatrieme jour du traitement, tous les rats sont sacrifiés et 1’autopsie a

¢été réalisée pour voir I’effet du traitement sur leur organisme

Figure 11.11 : L’autopsie des rats.
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CHAPITRE 1l RESULTATS ET DISCUSSION

I. Caractérisation du complexe
I.1.Test de solubilite

Differents tests de solubilité ont été réalisés pour déterminer le solvant
de notre complexe (AN/B-CD). Les résultats sont classés dans le tableau
suivant :

Tableau I11.1 : tests de solubilité du complexe.
Complexe p-CD /AN
Solvant
Acétone -
Chloroforme -
Ethanol -
Cyclohexane -

DMSO +
Eau -

I.2.Mode de complexation

D’aprés 1’étude faite par 1I’équipe W. Zielenkiewicz et al (49) sur la
complexation de 1’acide niflumique avec les cyclodextrines en basant sur différentes
analyses telle que la RMN H, UV-VIS, densimétrie et calorimétrie, la complexation est
généralement de type 1 :1. Toutefois, il existe aussi des complexes du type 2:1, 1:2, 2:2
ou d’ordre supérieur comme I’indique la figure (111.1). 1ls ont arrivé a constater que les
cycles phényle et pyridine de la molécule d'acide niflumique peuvent étre inclus dans
la cavité des macrocycles de sorte que I’inclusion du cycle pyridine est plus favorable
que celle du cycle phényle mais les deux formes coexistent.

Ce phénomeéne est la résultante de nombreuses interactions faibles mettant en
jeu entre la molécule invitée et les hydrogénes Hs et Hs qui sont orientés vers
I’intérieur de la cavité de la B-CD a coté de la face large et étroite respectivement
(figure 111.1)
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Figure 111.1 : Mode de complexation

Sur la base de ces résultats, On a lancé un simple calcul de force
électrostatique pour identifier les sites d'interactions intra et intermoléculaires a été
réalise.

Nous avons confirmé que le composé étudié peut avoir des interactions non
covalentes comme les liaisons hydrogénes et les interactions ioniques avec la B-CD en
associant une signification a chaque couleur comme suit : la couleur rouge représente
les regions du potentiel electrostatique le plus électronégatif (riche en électron), la

couleur Verte illustre les régions du potentiel électrostatique le plus électropositif
(pauvre en électron).

FIGURE 111.2 : Potentiel électrostatique du principe actif (AN)

La figure (111.2) montre que la molécule est essentiellement positive autour du
cycle de pyridine et cette densité positive est due principalement a la présence des
atomes d’hydrogéne. Ces sites donnent des informations sur les régions a partir

desquelles le composé peut avoir des interactions.
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|.3.Caractérisation UV-Visible

Les spectres d'absorption sont utilisés pour confirmer la formation du complexe
d'inclusion. Dans cette étude, les spectres d'absorption de la B-CD, d’AN, et du
complexe B-CD/AN ont été pris en compte.

Par analyse UV- Visible, on note que la B-CD seul n’a aucune absorbance par
contre le spectre UV de ’AN montre une bande d’absorption a une longueur d’onde
maximal 293 nm. Cette bande apparait dans le spectre d’absorption du complexe a une
longueur d’onde 283 nm.

On déduit que le phénoméne d’inclusion de I’ AN dans la B-CD est caractérisé par
le déplacement ou élargissement de la bande d’absorption (effet hypochrome). Cela est
due a I’addition de la B-CD, et d’aprés cette modification on peut conclure que la

complexation entre AN et B-CD est faite.

8o |

0,32 4 |—— BCD-AN

absorbace %

T T =y T T T T ]
260 280 300 20 340 360 380 400

longeuer d'onde (nm)

Figure 111.3 : Superposition des spectres d’absorption de la f-CD, AN et B-CD/AN.

I.4.Caractérisation IR
On a fait la comparaison des 3 spectres IR (AN, R-CD et complexe) pour
confirmer la formation d’un complexe d’inclusion (acide niflumique/B-CD).

Les deux spectres d’IR (B-CD et AN) sont classés dans 1’annexe.
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Figure 111.4 : Spectre IR de complexe

D’aprés le spectre IR du complexe ci-dessus, on observe les bandes

caractéristiques d’AN et B-CD qui sont présents dans le produit analysé :

Une large bande a 3249cm™ qui attribué a la vibration de valence OH qui
caractérise la fonction hydroxyle du polysaccaride (B-CD) et la fonction OH acide (AN)
avec la liaison N-H (amine) puisque on les détecte dans le méme intervalle de nombre
d’onde. Ainsi on indique une bande de la liaison C-H de cycle aliphatique & 2904cm™
la bande fine & 1603cm™ identifie le groupement carbonyle et les bandes a 1329cm™
et1100cm™ de la fonction C-F de I’AN.

Discussion :

Les trois spectres montrent les bandes qui caractérisent les groupements
fonctionnels qui correspondent a chaque composé. En comparant entre eux, on observe
qu’il n’y aucune nouvelle bande et toutes les bandes qui caractérisent les fonctions de
ces 2 composés (AN et B-CD) sont présent dans le spectre du complexe. On observe un
Iéger décalage dans les vibrations des liaisons de la fonction carbonyle indiquant dans
I’intervalle [1700-1600cm™], 1622 cm™ pour AN et 1603 cm™ pour le complexe, ce
décalage est di a la perturbation de leur environnement chimique par les interactions

des liaisons hydrogénes entre 3-CD et AN d’ou, on confirme I’inclusion.
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|.5.Caractérisation par DRX
La diffraction des rayons X est effectuée pour déterminer la cristallinité des

composés dans les formulations préparées.
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Figure 111.5 : Spectre DRX d’AN.

Dans le diffractogramme des rayons X d’ AN pur représenté dans la figure ci-
dessus, on observe des pics caractéristiques intenses a
26=8°,11°,12°,16°,20°,23°,26°. D’apres ces pics ’AN a une structure cristalline.
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Figure 111.6 : Spectre DRX de la -CD.
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Dans le diffractogramme des rayons X de la B-CD pur (figure 111.4), on tire des
pics de cristallinité qui situent a des valeurs de 26=4°,9°,10°,12°,17°,21°,22°,26°.

A partir du diffractogramme des rayons X du complexe préparé, on remarque que
notre produit formé a une structure cristalline due a la présence des pics intenses qui se
situent a 26= 4° ,8°, 11°,12°,16°,21°,23°,25°,36°. On remarque que le complexe
engendre I’ensemble des pics d’AN et de la B-CD a des intensités faibles par rapport
aux produits seuls. Ce qui nous permis de dire qu’on a arrivé a inclure I’AN dans la -

CD.
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Figure 111.7 : Spectre DRX de complexe

|.6.Caractérisation des microspheres

Plusieurs essais d’encapsulation (ECH1-ECH5) ont été réalisés par différents
polymere d’enrobage. Ces expériences nous ont montrés que I’EC induit a la formation
des microspheéres sphériques. Ci-apres, on présente dans le tableau (111.2) les résultats

obtenus des essais faites :
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Tableau 111.2 : : Résultats des essais de la microencapsulation par évaporation de

solvant
Code Résultats
ECH1 Des microspheres fines et bien visible
ECHo Pas de microsphéres (a cause de la solubilité de PCL
dans I’eau)
ECH3 Pas de microsphéres (a cause de solubilité dans 1’eau)
ECH4 Film de plastique
ECH5 Microspheres visible a faible quantité

Ces essais nous ont aidés a préparer les microspheres (ECH6 et ECH7). Ces
derniers seront utilisés dans la suite de nos travaux.
e Observation des microsphéres :
L’observation par le microscope optique des microsphéres qui ont été réalisée. Elle

montre que nos microsphéres ont des formes sphériques et elles contiennent des pores.

Figure 111.9 : Observation par microscope optique des microspheres ECH?.
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e Taux d’encapsulation :

Le taux d'encapsulation (ou la teneur en matiére active) c’est la quantité
du principe actif réelle qui contiennent les microspheres, on le détermine par la
méthode d’extraction et analyse spectrométrie UV et pour le calculer on utilise la
loi ci-dessous :

Taux d’encapsulation= (mi /my) *100......... 1
mi : la masse extrait
m : la masse des psphéres
Les taux d’encapsulation pour les deux formulations (ECH6 et ECH7) sont

classés dans le tableau suivant :

Tableau 111.3 : Taux% d’encapsulation des formulations (ECH6 et ECH7)

Code Taux d’encapsulation %
ECH6 43%
ECH7 45%

e Distribution de taille :
D’apres I’analyse des images obtenus par 1’observation des microsphéres
par microscope optique, on peut déterminer leurs diametres et déduire la

dispersité des systemes étudies.
Les deux figures ci-dessous représentent la distribution en taille pour ECH6 et

ECH?7. Le tableau suivant représente les diametres moyens de chaque forme :
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Figure 111.10 : La distribution de taille des ECH6 et ECH7 respectivement
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Tableau I11.4 : Diamétre moyens des microsphéres (ECH6, ECH7)

Code d1o (um) d32 (um) daz (um) Dispersion
ECHG6 293,2 514 567 1,93
ECH7 308,4 516 575 1,87

Le calcul des différents diametres et la dispersion se fait par 1’utilisation des lois
suivantes (Kaczmarski. K et Bellot.J. Ch.) (46)

Le diamétre en nombre : dio=Znidi/Znj.................. (2)
+Le diamétre en surface : ds =X nidi¥/ T nidi®............... (3)
«Le diamétre enmasse 1 dass =X nidi*/Znid®.................. (4)
«La dispersion : dispersion = ds3/d10

Avec : "i" : la classe des particules.

"ni** : nombre de particules de la classe.

Dans les courbes de distribution des deux échantillons, les fréquences sont
espacées signifie la déférence de taille des microsphéres et ce qui est confirmé par
L’indice de polydispersité qui est loin de 1. Dans les deux formes On peut dire alors
que les systéemes obtenus sont poly-disperses.

e Caracterisation IR des microsphéres :

La comparaison des spectres infrarouges des microspheres ECH6 et ECH7 avec
le spectre d’EC le polymére utilisé « classé dans I’annexe » montre que les
microparticules comportent les bandes caractéristiques de la matiere enrobante et le
polymere utilisé avec un léger déplacement vers des valeurs des fréquences un petit peu
élevée.

Ce décalage est di a la présence des bandes caractéristiques des groupements

fonctionnels ’EC :

e Liaison O-H: 3483,2 cm™ pour la formulation (ECH6) et 3481,3cm™ pour la
formulation (ECH7).
e L’intervalle entre 2950-2800 cm™ associe a la vibration de la liaison C-H

aliphatique dans les deux formes.
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e La liaison C-O-C attribué entre 1244-1066 cm*(ECH6) et 1286-1066 cm™ (ECH?7).
On note ainsi la présence des bandes caractéristiques de I’AN dans les deux

formulations. Pour cela, on confirme 1’existence de la molécule active dans les

microspheres pour chaque formulation.
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Figure 111.11 : Spectre IR des microspheres ECH6
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Figure 111.12 : Spectre IR des microspheres ECH7.
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e Caractérisation DRX des microspheres :

Dans le diffractogramme DRX des microsphéres préparées (ECH7), on note
que les systemes microparticulaires préparés sont amorphes, on observe ainsi la
présence des pics de faible intensité caractéristiques au AN et qui ne sont pas clair a
cause de la modification de 1’état moléculaire et la présence d’EC. Ce dernier présente
une structure semi-cristalline (diffractogramme classés en annexe), ce qui signifie que
la matiére enrobante se place dans la partie amorphe de I’EC. Cet arrangement induit a

la disparition de la majorité des pics du complexe.
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Figure 111.13 : résultats DRX des microsphéres ECH?7.

|.7.Etude de la libération d’AN a partir des formulations préparées

L’¢étude cinétique de la libération du principe actif (AN) a partir les deux
formulations (ECH6 et ECH7) dans le milieu hétérogénes (pH=1,2 / Ethanol) a été
réalisée dans les conditions opératoires suivantes : « T=30°C, vitesse d’agitation =500
r.p.m», I’analyse des volumes prélevés chaque instant a été réalisé par
spectrophotométrie U.V-Vis pour évaluer les taux libérés de la molécule actif en
fonction du temps.

Le taux de libération est calculé par rapport a la masse initiale du principe actif et

la masse libérée a I’instant t (mt) est donnée par la relation :

mt=D.OXVAdXMM /e.Vf.................. (5)

D.O : Densité Optique lue a chaque préléevement
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&: Coefficient d’extinction moléculaire
Vd : Volume de dilution du prélevement (10 cm3)
VT : Volume du flacon (réacteur) (100 ml)
M.M : Masse Molaire du principe actif.
Le pourcentage du principe actif libéré est le rapport de la masse libérée « mt »

sur la masse initiale en principe actif « mi » contenu dans la forme galénique.

% PA = (mt/mi) *100................. (6)
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Figure 111.14 : %AN libéré en fonction du temps a partir d’ECH6.
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Figure 111.15 : %AN libéré en fonction du temps a partir d’ECH7
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D’aprés les courbes de libération des formulations (ECH6 et ECH7), on note
que le taux de libération augmente rapidement dans les premiers temps puis il ralentit
quelques instants jusqu’a avoir un palier dans les derniers temps.

Pour la formulation ECH6, on remarque que la libération totale est atteinte apres
450min car I’ AN est dispersé seul dans la matrice polymérique par contre a la deuxieme
formulation ECH7, ou la libération est prolongé jusqu’a 800 min. On peut justifier cette
différence par la double encapsulation de I’AN dans les systémes -CD et EC dans la
formulation ECH7. Ces résultats nous permettre de déduire que la B-CD peut prolonger
la libération et ce qui induit a la diminution du nombre de prise par jour.

1.7.1. Modélisation des cinétiques par les lois classiques

Pour avoir un ordre réactionnel classique a nos cinétiques, on donne ci- dessous
les courbes obtenues pour les ordres cinétiques classiques : n =0, n =1 et n = 2 pour
les microsphéres (ECH6 et ECH7) dans le milieu reconstitué.

0,014
C{AN) mol/fl

002 » A * * ofdreo 0,01 ordre 0
. 0,009 -
0.01 . _ 0008
= TS
0,008 | g 0007 .
[ S 0006
0,006 '.E 0,005
< 0,004
0,004 4! g 0,003 .
0,002 Eggj * t(min)
t(min) .
0 0 V
0 100 200 300 200 s00 0 100 200 300 200 500
Figure 111.16 : Concentration d’ AN libéré en fonction du temps (ECH6 droite et
ECH7gauche)
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Figure 111.17 : Ln [(PAO- PAt) /PAQ] en fonction du temps (ECHG6 droite et

ECH7gauche).
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Figure 111.18 : 1/ (PAO- PAt) -1/ PAO en fonction du temps (ECH6 droite et
ECH7gauche).

La libération de 1’acide niflumique ne subit aucun ordre cinétique classique (0,1
et 2) pour les deux formulations. Par contre, en tragant le pourcentage du principe actif
libéré en fonction de la racine carrée du temps, on obtient une nette linéarité des points
experimentaux, essentiellement aux temps courts de la libération.

On donne ci-apres, les courbes obtenues pour les formes (ECH6 et ECH7)

AN
BO y=1818x-3415 L
70 4 R*=0,933 »

60
50 A
40
30

20 A

10 - t: (min)

a 1 2 3 4 5

Figure 111.19 : % AN libéré en fonction de la racine du temps (ECH6).

60




CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSION

5 7 % AN
45 - y=0930x-0822 >

R*=0,260
3,5 -

2,5 1

1,5

05 t:(min)

Q 1 2 3 4 5 6 7
Figure 111.20 : % AN libéré en fonction de la racine du temps (ECH?7).

D’apres la libération du pourcentage d’AN dans le milieu d’étude
(pH=1.2/éthanol) en fonction de la racine du temps on trouve une linéarité des points
expérimentaux de la matiére transférée cela exprime que la cinétique est régie par la
diffusion fickienne.

La détermination des constantes de diffusion au temps courts et au temps long
peut étre calculées utilisant les lois de Fick, pour les calculées on doit d’abord

déterminer la masse M.
1.7.2. Calcul de m.

Les valeurs de moo sont obtenues en tragant les graphes In (mt/mi) = f (1/t). Quand
t tend vers ’infini, 1/t tend vers 0, I’ordonnée a 1’origine représente alors In (mt/mi),
connaissant mi, la masse initiale, on peut facilement calculer m... Ce calcul a été repris

pour les deux formulations étudiées. _

1/t it
0,104 T T T T T 1 0 - | t +

0,002 0,004 0,006 U.Dﬂg 0,01 0,012 45 25 55 26 65 77 175

-0,106 -
01

y=0151x-4,195
R =0807

-0,108 -
0,2

0,11 A
03

0,112 4
04

0114 - y=-0453x-0,108
Re=0,044*
0,116 - e

928 n mtfr) y In (mt/mi)

Figure 111.21 : In (mt/mi) en fonction de 1/t d’ AN libéré des deux formes (ECH6
droite et ECH7gauche)
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On donne a titre exemple la détermination de moo pour la formulation ECH6 dans
le milieu (pH=1.2/Ethanol).
mi =0,043g
Par extrapolation si  1/t—0 veutdire:t=o0
1/t = 0; In (M« /mi) = -x (x=-0,1087)
Ln (mw /mi) = exp (-X)
m. = 0,038
Dans le tableau suivant, on classe les moo calculées pour les deux formulations :

Tableau I11.5 : la classification de m. de (ECH6, ECH7)

Formulation M ()
ECH6 0.038
ECH7 0.000675

1.7.3. Calcul des diffusivités
% Aux temps courts de la réaction : La diffusivité est obtenue aux temps courts
par I’équation suivante : Dt = %Rz(tgat)2 .................. )
Ou : tag a représente la pente de la droite de [m¢ /m.] = f (t¥2).
R : diamétre moyen en nombre des microspheres.
On trace [m: /m.] en fonction de la racine du temps, On donne les courbes ci-

dessous des deux formulations (ECH6, ECH7).
12 7

mimp Y- 0084+0288 1 ‘ ot
1+ R'=( 549 s 1 ’
H y=1,100x-0,188
N o F=0827
06 - ;-
5 -
04 -
ot e
071 ¢ |
t%(min) 2 i
D ] ] 1 T 1 D ] T T | : I
0 2 4 6 8 0 : 4 : a )

Figure 111.22: m¢/m., en fonction de la racine du temps de (ECH6 droite et
ECH7gauche).

Dans le tableau suivant, on donne la diffusivité calculées pour nos formulations :
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Tableau I11.6 : La diffusivité au temps court pour les deux formulations (ECHS,

ECH?).
Formulation Dt (cme. s )
ECHG6 0,923
ECH7 0,017
% Aux temps longs de la réaction : La diffusivité est obtenue aux temps long par
I’équation :
Du=-p(R/T)>...cc.c..e...... (8)

P : est la pente de la droite Ln [1-(m¢m<)] en fonction de la racine de t.

On trace Ln [1-(mt/mo0)] en fonction de la racine de temps, On donne les courbes ci-

dessous des deux formulations (ECH6, ECH7).
1 -

_ -0.00%-1091 ]
1 ‘ In 1-{mt/mez)] v Rzzﬂxlg? o) 10
' ] RE=HNA
t(min) f
4 30 10 a2
1- 04
* 4
4 02
11 % i)
# 0 Hﬁ—.—*—v—v—ﬁ—fﬁ
/
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Figure 111.21 : In [1-(m¢/m<)] en fonction du temps pour (ECH6, ECH7).

D’apres ces deux courbes, on n’a pas arrivé a déterminer les coefficients de

diffusion au temps long.

1.7.4. Modélisation des cinétiques selon I’équation d’Higuchi

La modélisation des cinétiques de relargage d’AN dans les deux formulations

selon 1’équation d’Higuchi sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 111.7 : Modélisation des cinétiques selon l'équation d'Higuchi.

L’équation d’Higuchi
Code Kn (cme. s ) R?
Qi=knt?+c
ECHG6 18,18tY2-3,415 18,18 0,93
ECH7 0,93t2-0,822 0,93 0,96
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Les valeurs des constantes de libération d’Higuchi pour les formes ECHG6 et
ECH7 confirme que I’étude de la cinétique de libération AN dans le milieu
(pH=1.2/Ethanol) est réalisé par la diffusion fickienne.
1.8.0bservation par microscope optique des microspheres apres la
libération

Les images enregistrées par le microscope optique de la formulation ECH7 apreés
la libération donnent des microspheres déformées de morphologie rétrécies dd a
I’absence de 1’agent actif qui été libéré dans le milieu d’étude. On remarque aussi que

la rétrécie est déférente dans une particule a une autre cela est d principalement a la

dispersion variante de principe actif dans chaque microparticule.

Figurelll.22 : les microspheres ECH7 apres la libération..

1.8.1. Résultats des tests biologiques

Lors de cette étude nous avons testés le pouvoir antibactérien de notre produit par
la méthode de diffusion en milieu solide sur plusieurs souches bactériennes.

Les résultats de 1’évaluation antibactérienne des produits (ECH6 et ECH7) sont
représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau I111.8 : les résultats des souches microbiennes testées

Diamétre de la zone

Produit Bactéries
d’inhibition (mm)
Escherichia coli 12,82
Bacillus subtilis 34,5
ECH6 Staphylococcus aureus 12,83
Pseudomonas aeruginosa 12,35
Escherichia coli 9,42
Bacillus subtilis 32,16
ECH7 Staphylococcus aureus 14,16
Pseudomonas aeruginosa 12,56
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Figure 111.25: les résultats des souches microbiennes testées

D’aprés ces résultats on arrive a observé que I’ECH6 et ’ECH7 manifestent une
activité significative vis-a-vis les quatre bactéries, la plus forte activité par ’ECH6 a
été obtenue contre Bacillus subtilis avec une zone d’inhibition de 34,5mm de diamétre
et de 12,35-12,83mm contre les 3 autres bactéries restantes, concernant I’ECH7 on
observe que la plus forte activité a été obtenu contre la Bacillus subtilis avec 32,16mm
de diametre d’inhibition et staphylococcus aureus avec un diametre d’inhibition de
14,16mm et un diameétre de 12,56mm et 9,42mm contre Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli respectivement.

A la fin on conclut que nos produits ont une activité antimicrobienne et que la

microencapsulation n’affecte pas cette activité.

1.9.Résultats des tests in vivo
% Evaluation de I’activité anticedémateuse :
Dans la figure suivante, on trace l’évolution du diametre de la patte

cedémateuse de différents lots testés.

65




CHAPITRE 1l RESULTATS ET DISCUSSION

—a—R1
- —#— R2
g R3
—v— R4

= = = -
E 15 E-f \H\K‘“—W ]
o 4y
5 -
& 3-
[

2 |

14

0 -

] 1 2 24 48 72 a6
Temps(hr)

Figure 111.26 : L’évolution de diamétre de la patte cedémateuse.

On note que la patte cedémateuse du témoin + (R2) est resté la méme le long de
I’expérience avec une légére diminution de diamétre, on observe aussi que ce rat ne
subit aucun traitement et la diminution est dd au systéme immunitaire du rat. On note
ainsi qu’elle n’a pas revient a sa taille normale.

Pour le lot 4 (R4) qui est traité par ’ECH7, on remarque que I’effet anti-
inflammatoire est persistant des la deuxiéme heure. Le diametre de la patte cedémateuse
commence a diminuer jusqu’a I’inhibition total de I’cedéme a t=72h.

Concernant le lot 3 (R3) traité par ’ECH6 I’inhibition de 1’cedéme a été moins
marquée que celle obtenue avec I’ECH?7 et I’inhibition totale n’a été observée qu’a
t=96h, on peut déduire que I’AN administré est moins efficace que le complexe.

Dans la durée du traitement on a observé quelques remarques sur les rats traités qui sont

mentionnés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 111.9: les remarques observées pendant la durée du traitement.

Rat Observation

- 2eme jour du traitement Odeur
Nauséabonde des urines.
- le 3¢éme jour du traitement nous avons
R3 remarqué une coloration noire des sels,
Hypertrophie des griffes avec une
coloration rouge, perte de poids et
anorexie (1-29/30g) par jour.

-2eme jour du traitement Odeur

R’3 . _
Nauséabonde des urines
R4 -2eme jour du traitement Odeur
Nauséabonde des urines
-2eme jour du traitement Odeur
R4

Nauséabonde des urines

Tableau I111.10 : Les remarques observés lors d’autopsie

Rat Observation
R1 (témoin -) (RAS)
R2( témoin +) (RAS)

Ulcére gastrique sévere, hypertrophie
rénale, hypertrophie de la rate, Caecum

e e ulcéré, foie de couleur claire et
hypertrophie.
R3’ ( traité par ECH6) Ulceére gastrique , Caecum ulcéré

Tous les organes de couleur rouge ainsi

RO s 217 (SRl que des hémorragies diffuses.

R4’ (traité par le ECH7) Un petit kyste au niveau de 1’estomac

RAS : Rien a signaler
+ Les remarques observées durant le traitement et lors de ’autopsie :

s Lot traité par PECHG6 :

Systeme gastro-intestinal : Chez le rat R3, I’autopsie a révélé un ulcere

gastrique sévere ainsi que des ulcérations au niveau intestinale ce qui explique la
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présence d’une hémorragie au niveau de 1’appareil digestif justifiée par la

coloration noire des sels, la perte du poids et I’anorexie observés chez 1’animal.
Concernant le R’3, I’autopsie a révélé un ulcére au niveau gastrique et caecal sans
aucune remarque durant le traitement.
On déduit que cette ulcération est un effet indésirable du médicament.

Fonction Rénale et hépatique :

Au cours de I’autopsie, nous avons note une hypertrophie des reins, de la rate
et du foie, nous avons noté également une coloration claire du foie chez le rat R3, cette
derniére est observée au cours des dégénérescences hépatiques et rénales ce qui se
traduit cliniquement par des insuffisances hepatiques et rénales. Ce trouble est dii a un
surdosage du medicament.

L’absence de ses 1ésions chez I’autre rat du méme lot (R’3) peut s’expliquer par
la quantité de médicament prise par chaque rat qui a pu étre diminué. L’administration
du médicament a ’animal n’été pas précise (difficulté d’administration de médicament

par voie orale). Donc la dose administré (50mg/kg) n’est pas une dose convenable.

«» Lot traité par ECH7 :

Systeme gastro-intestinal : Pour le rat R4, aucune remarque n’a été

observée lors de I’autopsie ou durant le traitement par contre pour le rat R’4 on

a trouvé un petit kyste au niveau de I’estomac di a une malformation
congénitale ou une autre cause inde le traitement.

Donc le médicament n’a présenté aucun effet indésirable sur I’appareil digestif malgré

le fait que ’administration a été a jeun.

Fonction Rénale et hépatique : Aucune remarque n’a été observée chez les
deux rats (R4, R’4). Donc, la dose de I’ECH7 administré (50 mg/kg) est une dose
protectrice.

Note :

» L’odeur Nauséabonde des urines est due a une clairance rénale.

» Concernant le sang trouvé au niveau des différents organes chez le R4 et la
couleur rouge de ces derniers serait due au fait que I’animal n’a pas été tué par
saignée, donc le sang reste a l'intérieur et lors d’autopsie on observe le sang
partout dans les vaisseaux et le capillaire. La coloration rouge des organes est
due a la vasodilatation des vaisseaux et des capillaires sanguins.
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Le tableau ci-dessous montre les organes touchés

RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 111.11 : les photos prises lors de 1’autopsie.
Photo

Rat Organe

Foie
R3
Estomac
Caecum
Rein
R3
Rate
Estomac
R'3
Caecum
/
R4
R'4 Estomac
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1.10.Conclusion

A partir des résultats cinétiques et les tests in-vivo, on déduit que 1’utilisation
de I’inclusion de 1’acide niflumique qui est un anti-inflammatoire et qui a des effets
secondaire notable dans la B-cyclodextrine avant 1’encapsulation permet d’avoir une
libération prolongée et d’éviter ses effets secondaires qui apparaissent clairement lors

de la dispersion seule de principe actif dans la matrice polymérique.
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Conclusion générale

Dans ce travail, on a eu la chance d’améliorer la solubilité d’acide niflumique
qui est peu soluble dans I’eau, par I’inclusion de ce dernier dans la béta-cyclodextrine.
Le complexe obtenu a partir de procéde de complexation est caractérisé par plusieurs
méthodes spectroscopiques : UV-Visible, FTIR et DRX.

La préparation des microspheres a été réalisée utilisant la technique de la
microencapsulation par évaporation de solvant en émulsion simple. Pour cela
I’expérimentation de plusieurs essais d’encapsulation avec 1’utilisation de déférentes
matiéres d’enrobages montre que le meilleur polymeére d’enrobage qui donne des
microspheres sphériques et poreuses pour les deux formulations préparées (ECH6- et
ECH7) est I’éthyle cellulose. Cette morphologie résultante a été confirmée par
microscope optique. Les microparticules ont été caractérisées ainsi par IR, DRX et le

calcul de la distribution en taille.

L’¢étude cinétique de la libération de la molécule active a été modélisée par les
deux modeles mathématiques Fick et Higuchi. Cette modélisation montre que la
diffusion est le phénoméne responsable de la libération. Elle démontre aussi que la
forme prolongée est prédominante. Les tests biologiques montrent que les microsphéres
chargées d’AN et du complexe ont une activité antimicrobienne, ce qui confirme que

la microencapsulation n’a pas d’influence sur la structure ou I’activité de I’AN.

Les tests in vivo sur des rats montrent que la 3-cyclodextrine a un réle important
pour minimiser les effets indésirables de cet anti-inflammatoire. Cette note a été

confirmée par 1’autopsie faite a la fin de 1’expérience.

Ce travail fourni reste une base afin d’améliorer les connaissances sur quelques

expériences d’encapsulation, de tests in vitro et in vivo.
Notre mémoire est le début d’un processus de recherche qui doit étre complété par :

- Etude de I'effet antibactérien synergique de l'acide niflumique et d'un
antibiotique en utilisant des supramolécules encapsulées.

- Préparation d’un film anti-inflammatoire a base d’acide niflumique.
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Annexe

Tableau: Résultat granulométrique d’ECH6
Classe | Centre | Effectif Fréquence Fréquence Fréquence en
de n en en Masse
classe nombre Surface
di | n*di % |ntd? % niads’ % ni*dy
0-200 |100 |208 20800 | 416 2080000 | 3.33119795 | 208000000 | 0.6481770022 | 2.1010
200- (300 |145 43500 |29 13050000 | 20.90006406 | 3915000000 | 12,20006232 | 1.71.10%
400
400- 300 {103 51300 | 206 25750000 | 41.23959001 | 1.29.1010 | 40,12153319 | 6.44.10%
600
600- | 700 |44 30800 |88 21560000 | 34.52914798 | 1.51.1010 | 47.03022749 | 1.06.10%
800
Somme | 1600 | 500 146600 | 100 62440000 | 100 3211010 ] 100 1.82.108
Tableau : Résultat granulométrique d’ECH7
blasse Centre | Effecti Fréquenc Fréquence Fréquence
de | een en en
classe il nombre Surface Masse
di % |[n*| % |n*d? % nisdy’ % ni*dit
0-200 100 168 168 | 336 1680000 | 2.54083484 | 16800000 | 0.492177887 | 1.68.10%0
00 b 0 2
200-400 | 300 197 591 | 394 17730000 | 26.8148820 | 53100000 | 15,58270346 | 1.6.101
00 3 0
400-600 | 500 g1 405 [ 162 20250000 | 30.6261134 | 1.01.1010 | 29.66250639 | 5.06.101
00 3
600-800 | 700 34 378 | 108 26460000 | 40.0181488 | 1.085.101 | 3426261206 | 1.3.108
00 2 0
Somme | 1600 | 500 1534 | 100 66120000 | 100 3.41.1010 | 100 1.96.101
200
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Préparation et caractérisation de nouvelles formes galéniques a base d’acide
niflumique et la p-cyclodextrine) Etude in-vitro et in-vivo.
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Résumé

Dans le cadre de notre travail, des microparticules chargées d’acide niflumique seul et complexé
dans la 3-cyclodextrine ont été préparées en utilisant la technique de la microencapsulation par
évaporation de solvant. Ces microsphéres ont été caractérisées par plusieurs techniques :
microscope optique, FTIR, et DRX.

Des tests in vitro de libération de 1’acide niflumique dans un milieu reconstitué (pH=1,2 et
éthanol) a partir des microparticules préparées ont montré que la libération est régie par le
phénomeéne de diffusion et des tests biologiques qui ont été fait sur plusieurs souches
bactériennes ont montré que I’acide niflumique a une activité antibactérienne

Des tests sur des rats Wistar ont confirmé 1’activité antiinflammatoire de nos formes galéniques
préparées selon la composition de chaque formulation.

Abstract

In our study, microparticles loaded with niflumic acid alone and complexed in B-cyclodextrin
were prepared using microencapsulation by solvent evaporation technique. These microspheres
have been characterized by several techniques: optical microscopy, FTIR, and DRX.
Additionally, in vitro release tests in reconstituted environment (pH = 1.2 and ethanol) from the
prepared microparticles have shown that the release is governed by diffusion phenomenon, and
the biological tests which have been carried out on several bacterial strains have also shown that
niflumic acid has an antibacterial activity. Moreover, the tests on Wistar rats confirmed,
according to the composition of each formulation, the anti-inflammatory activity of our prepared
drug according to the composition of each formulation.

Mots clés

L’acide niflumique, Complexe, La microencapsulation, Libération Prolongée, les lois de Fick.




