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Cltotale= Cl hépatique +Cl rénde T...= z Clpartielles
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E=——"——
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QxE=
Ca
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Dans le domaine du développement des médicaments, il est estimé que 40% des nouvelles entités
chimiques actuellement découvertes sont peu solubles dans I'eau [1, 2]. Ma heureusement, beaucoup
de ces molécules potentielles sont abandonnées dans les premiers stades de développement en
raison d une solubilité aqueuse insuffisante. |l devient donc important de mettre en place des
stratégies pour palier a ce probléme de solubilité limitante et de les appliquer dans le domaine de
I’industrie pharmaceutique afin d’ exploiter au mieux ces molécules [3]. Ainsi, la mise en place de
stratégies permettant de surmonter cet obstacle représente I'un des grands défis pour les
scientifiques dans la recherche pharmaceutique [4]. Ces stratégies comprennent la complexation
avec les cyclodextrines (CDs), la formation des dispersions solides, la solubilisation a I’ aide des
agents tensio-actifs, laréduction de lataille des particules, I" utilisation de co-solvants, |” hydrotropie
et |'utilisation de dérivés ou de sels hydrosolubles [5 - 7]. Aussi, précisons que parmi celles-ci, la

complexation avec des CDs et la dispersion solide sont les méthodes les plus fréquemment utilisées.

Le mode d’ administration d’un médicament dans I’ organisme joue trés souvent un réle déterminant
dans la réponse thérapeutique. L’ administration des médicaments dans I’ organisme est effectuée le
plus souvent soit par voie orale, soit par voie parentérale (voie d'urgence) ou la voie orae
représente la voie d administration la plus utilisée. Par ailleurs, signaons que I'absorption du
médicament a partir des formes galéniques orales solides dépend de la libération de la substance
médicamenteuse, de sa dissolution dans les conditions physiologiques et de sa perméabilité atravers
le tractus gastro-intestinal [8]. L'augmentation de la solubilité du médicament contribue donc d’ une
maniére significative a I'amélioration de |'absorption et, par conséquent, de la biodisponibilité de

celui-ci.

Dans notre étude, dont |’objectif principa est d’améiorer la dissolution des médicaments par
inclusion dans les cyclodextrines et formation de dispersions solides, e médicament modele choisi
est le Piroxicam (Px) ; anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS) appartenant a la famille des
oxicams (N-hétérocycles carboxamic dérivés de la benzothiazine-1,2-dioxyde-1,1) doué d une
rapidité d'action de I'analgésie [9, 10]. Ce médicament recommandé pour le traitement des troubles
rhumatismaux et les autres symptdmes arthritiques chroniques appartient a la classe 1l du Systéme
de Classification Biopharmaceutique répondant par une faible solubilité gastro-intestinale et une
perméabilité élevée. Cependant, sa tres faible solubilité dans I'eau et sa mauvaise dissolution
entrainent des problemes de formulation et limitent son application thérapeutique [4]. Pour pallier a
cet inconvénient, nous avons d'abord envisagé la complexation du Px avec les CDs, puis, la

formation de dispersions solides dans ce travail de recherche.
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Les CDs sont des molécules en forme de tore-cycliques avec une surface extérieure hydrophile et
une cavité centrale lipophile qui peut recevoir une grande variété de médicaments lipophiles [11].
Actuellement, le nombre de médicaments a base de cyclodextrines, augmente de plus en plus sur le
marché pharmaceutique [12-16]. Il en résulte généralement des changements favorables dans les
propriétés physico-chimiques de la molécule invitée, telles que la solubilité, la vitesse de
dissolution, la stabilité et e masquage du golt [16, 17]. Plusieurs études expérimentales [18-21] ont
montré que la formation de complexes dinclusion peut augmenter d une maniére significative la

vitesse de dissolution in vitro des médicaments peu solubles.

Des études antérieures décrivent quelques recherches sur |’interaction de I'inclusion du piroxicam
avec la B-CD et ses dérivés (B-CD, HP-B-CD, CM-B-CD) [22-25]. La détermination quantitative du
Px dans la formulation du complexe dinclusion par des méhodes spectrophotométriques et
chromatographiques a été également réalisee [26-28]. C. Cavalari et al. [25] ont montré dans leur
¢tude que les granulés contenant du Px et de la B-CD permettent d'améliorer la vitesse de

dissolution in vitro du Px.

Il convient de noter que plusieurs auteurs ont décrit le complexe dinclusion du Px avec la CD, ou
I'influence de la méthode de préparation sur les propriétés de dissolution du Px n'a pas été envisagée
aussi bien avec la f-CD qu’avec la HP-B-CD. En effet, la méthode de complexation peut jouer un
réle important dans la solubilisation du médicament. Pour cela, dans une 1¥€ partie de ce travail, il
nous a sembl é intéressant de mener des recherches sur la possibilité de complexation du Px avec la
B-CD et la HP- B-CD selon différentes techniques d'inclusion afin d’améliorer la solubilité et la

vitesse de dissolution de ce principe actif.

Auss et dans le but daméliorer la dissolution du Px, plusieurs études ont été réalisées utilisant des
dispersions solides binaires a I’aide des véhicules hydrophiles tels que la chitosane [29], la
nicotinamide [30], I’ Eudragit E100, le Myrj 52 et le mannitol [31], les polymeres des microsphéres
[32], la polyvinylpyrrolidone (PVP) [33-35], I'Eudragit S100 [36] et le PEG [37, 38]. Dans les
dispersions solides, I'éat physique du médicament est souvent modifié de I’ éat cristallin vers |'état
amorphe. La présence de I'état amorphe conduit & I'amélioration des propriétés de dissolution en
raison de I'absence du réseau cristallin, cependant I'inconvénient de cet état de haute énergie réside

dans sa métastabilité physique inhérente.
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Sachant que la littérature ne rapporte que peu d'éudes sur la dispersion solide du Px avec le PEG,
nous avons donc, dans une 2°™ partie, poursuivi nos expériences par la préparation d’ une dispersion
solide binaire Px - PEG 6000, ou I’influence de la nature du solvant sur les propriétés de dissolution

du systéme préparé par la méthode d’ évaporation a été déterminée.

Par ailleurs, notons que le nombre des applications des cyclodextrines dans les formulations
pharmaceutiques a augmenté au cours des dernieres années en raison de leur approbation par divers
organismes de réglementation [11]. Cependant, pour diverses raisons tels que I'utilisation des
cyclodextrines dans les formes gaéniques orales solides a faible dose thérapeutique, le codt, les
capacités de production et la toxicologie, la quantité de cyclodextrine a utiliser dans les
formulations de médicaments est limitée [39, 40]. 1l a &é rapporté que I'addition de petites quantités
de polyméres hydrophiles améliore I'efficacité de complexation et de solubilisation des
cyclodextrines dans les complexes d'inclusion, ce qui réduit les quantités de la cyclodextrine dans
laformulation [11, 41, 42].

Ainsi, dans une 3™ partie et a I'issue des résultats obtenus (1% Partie) ou il a été clairement
montré que la solubilité du piroxicam peut ére améiorée par complexation avec les deux (02)
cyclodextrines B-CD et HPB-CD [43], il nous a semblé intéressant de poursuivre nos investigations
par 1'é¢tude de l'effet combiné du polymere hydrophile (PEG 6000) et de la CD (B-CD ou la HPB-

CD) dansles systemes ternaires sur la solubilité agueuse du piroxicam.

Bien que le piroxicam soit bien absorbé apres administration orale [44], sa biodisponibilité est
limitée par un effet hépatiqgue de premier passage important, ce qui en fait une candidature
potentielle pour I'administration sublinguale. Cependant, la faible solubilité aqueuse du piroxicam

ne peut qu’ entraver son administration sublinguale.

En se basant sur des études antérieures dont les résultats montrent une augmentation de la
biodisponibilité des médicaments administrés par voie sublinguale, sous forme de formulations
contenant les cyclodextrines [45-48], nous avons dans une 4°™ partie, poursuivi notre travail de
recherche par I’étude de I’effet de la cyclodextrine (B CD ou HP B CD) sur la dissolution de la
dispersion solide du Px dans le PEG 6000 et ce, dans le but d améliorer |’ absorption de cet anti-
inflammatoire pratiguement insoluble dans I'eau et prévoir ains son application pour la voie
sublinguale.

Enfin, dans une 5°™ partie et afin de confirmer I’améioration de la biodisponibilité de ce
meédicament par les méthodes mentionnées antérieurement, nous avons finalisé notre recherche par

une étude in vivo sur le lapin, réalisée a I’aide du complexe d’inclusion (Px - B-CD).
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I ntroduction

La pharmacologie est la science qui étudie les interactions des médicaments avec |’ organisme. Son
objectif est d' éudier le devenir du médicament dans |’ organisme depuis sa prise par le malade
jusqu'a son effet thérapeutique puis son éimination. L’ étude de la pharmacologie comprend trois
phases: la phase pharmaceutique (phase galénique), la phase pharmacocinétique (processus
physiologique : systeme ADME) et |a phase pharmacodynamique (rel ation dose- efficacité) [1].

La pharmacologie est associée a toutes les étapes de développement du médicament depuis sa
conception et pendant toute sa vie en recherchant et interprétant les effets secondaires et interactions
meédicamenteuses qui peuvent apparaitre lorsqu’il est administré a un trés grand nombre d’individus
dans les conditions normales, et qui sont impossibles a prévoir avant sa mise sur le marché a partir

des données expérimental es de pharmacodynamie et pharmacocinétique [2].

La pharmacocinétique quant a €elle est une discipline qui a pour objet I'éude descriptive et
guantitative du devenir du médicament dans I’ organisme auquel il est administré [1, 2]. Une étude
pharmacocinétique consiste a recueillir des échantillons biologiques (sang, urine, salive, bile, etc.) a
divers intervalles de temps aprés administration, & y doser le médicament, et éventuellement ses
métabolites, et a utiliser les données ainsi obtenues pour établir un modéle mathématique qui est
une représentation du devenir du médicament dans I’ organisme trés simplifiée par rapport a la

réalité physiologique.

Ce modéle permet de simuler les variations de concentration du médicament dans des parties de
I’organisme inaccessibles a I’expérimentation, de réduire un grand nombre de données
expérimentales a un petit nombre de paramétres standardisés, de prédire les résultats d’ expériences
futures et de calculer des schémas thérapeutiques ou des posologies en fonction des caractéristiques
du malade. La pharmacocinétique est donc un outil essentiel de la pharmacologie clinique.
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1. Phar macocinétique descriptive

1.1. Eléments de la phar macologie médicale

La pharmacologie est la science de la connaissance du meédicament, elle est indispensable a la
bonne compréhension des mécanismes d action des médicaments, des effets secondaires et des
interactions médicamenteuses [1]. La pharmacologie générae décrit les résultats des recherches
systématiques d’ effets sur les différents organes et appareils. La pharmacologie orientée concerne
les investigations beaucoup plus poussées, orientées dans le sens de la future utilisation du principe
actif thérapeutique [3]. Elle étudie I’ action des médicaments qui est un processus complexe dans

lequel on peut distinguer trois 03 phases (Figurel.1) [1] :

e Phase phar maceutique, correspondant au passage du principe actif en solution ;

e Phase pharmacocinétique, ¢’ est le devenir du médicament dans I’ organisme dans laquelle
interviennent plusieurs phénomenes: |’absorption, la distribution, le métabolisme et
I’ &@imination du principe actif ;

e Phase pharmacodynamique; c'est I'étude de I’ effet des médicaments dans I’ organisme
gu’il soit bénéfique ou indésirable. Elle rend compte du mode d’ action du médicament au

niveau des cellules cibles et en particulier des interactions médicament — récepteur.

Forme phaTacwtique

en solution

4

Absorption
Distribution
Métabolise

[ Passage du principe actif } .
Phase pharmaceutique

Phase phar macocinétique

Elimination

: ]

[ Interactions

M édicament — Organisme ] Phase pharmacodynamique

4

Effet thérapeutique

Figurel.l: Lesdifférentes phases de la pharmacologie
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1.1.1. Mécanismes d’ action des médicaments

La pharmacodynamie correspond a I’ étude des effets des médicaments sur I’ organisme. C'est la
science qui éudie I'interaction entre le médicament et |’ organisme sur le plan moléculaire. Elle
permet de définir le site d’ action, ¢ est-a-dire la cible du médicament : la ou le principe actif se fixe

sur I’ organisme, pour provoquer I’ effet thérapeutique recherché [1].

Un principe actif apres avoir été absorbé puis distribué dans le sang et les tissus, doit agir sur un ou
plusieurs sites. Pour ce faire, il doit étre dans sa forme libre (Ila forme liée restant dans le sang). Un
meédicament peut exercer son action par différents mécanismes |1, 3, 4] :

e Au niveau des récepteurs;;

e Sur desenzymes;

e Sur un phénomeéne de transport ionique ;

e Sur des synthéses de macromol écules (ADN, ARN et proténes) ;

e Physicochimique.
1.1.2. Description del’itinéraire du médicament dans|’ organisme

Lors de la prise orade d'un médicament, suivie dune absorption gastro-intestinale, la substance
active est d'abord transportée par la veine porte vers le foie avant d'atteindre la circulation générale,
et donc avant d'atteindre les sites d'action au niveau des organes. La substance active peut ainsi
subir une métabolisation hépatique pré systémique avant d'atteindre la circulation générale: C'est
I'effet de premier passage hépatique. C'est en généra le plus important quantitativement, mais il
existe également un premier passage digestif et un premier passage pulmonaire. L'importance de
chacun est différente selon les caractéristiques physico-chimiques et biologiques de la substance en
guestion [5].

L'organisation du systeme vasculaire permet d'éviter en grande partie I'effet du premier passage
hépatique. En cas d'administration par la voie rectale (suppositoire) : un tiers seulement du sang
circulant dans les veines rectales passe par le foie avant d'atteindre la circulation générale. Ce
premier passage est totalement évité par administration sublinguale (médicament afaire fondre sous
la langue) : la substance active est absorbée et déversée dans les veines jugulaires, aboutissant
directement dans la circulation au niveau de |'arc aortique [5].
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Cette caractéristique fait une grande partie de I'intérét de ce mode d'administration en cas d'urgence
relative. La voie inhalée et |a voie transdermique évitent aussi en partie I'effet de premier passage
hépatique. Enfin, I'administration d'un principe actif par injection intraveineuse permet un passage
direct dans la circulation, sans avoir a se soucier des problémes liés a I'absorption évoqués ci-

dessus. Ce qui fait de celle-ci lavoie d'administration privilégiée dans les cas d'urgence [5].

Le cheminement des principes actifs depuis le lieu d’administration jusqu’a la circulation générale

est représenté sur lafigurel.2 [1].

Voie parentérae IV Circulation générale

VoieIM/SC — Diffusondanslestissus —» Circulation générale

Voieperlinguale — Veinejugulare — Veinecave — Circulation générale

Voie transdermique — Diffusion — Circulation générale
Absorption
Voie pulmonaire —  Venepulmonare —» Circulation générale

Voie orade —» Estomac —» Systeme porte — Veine cave —» Circulation générale
Intestin Foie

Veine hémorroidaire moyenne et supérieure —» Systeme porte, Foie

Voierectae > Circulation générale

_ >

V eines hémorroidaires moyenne et inférieure

Figurel.2: Schémadécrivant les voies d’ administration
et le cheminement du principe actif
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1.2. Devenir du médicament dans|’organisme

La pharmacocinétique est une sous discipline de la pharmacologie. C'est |’ étude en fonction du
temps, des différents aspects du devenir du médicament dans I’ organisme. Elle permet de définir la
posologie utile en thérapeutique, ¢ est-a-dire le rythme d’ administration et la durée du traitement.
Elle comporte successivement les étapes suivantes [1] : Absorption, Distribution, Métabolisme et
Elimination (ADME).

1.2.1. Absorption

L’ absorption est I’ ensemble des phénomeénes qui permet a une substance de passer dans le plasma
sanguin, quel que soit son lieu d’administration [1]. Ce processus d’ absorption dépend beaucoup de

lavoie d administration choisie qui est fonction [3] :

e de la cible que I'on désire atteindre: effet local (application dermique, inhalation) ou
systémique (administration intraveineuse ou par voie orale) ;

e delarapidité de |’ effet souhaité: I’administration sublinguale de trinitrine permet d’ avoir
un effet vasodilatateur en 2 a 3 minutes car le produit passe tres rapidement dans le réseau
vasculaire situé sous la langue et de la dans la circulation générale. Une administration sous
forme de patch dermique permet au contraire d’ obtenir un effet de longue durée mais trés
lent ;

e des propriétés physicochimiques du principe actif : les composés dégradés en milieu
acide ou ceux présentant une faible absorption gastrique ou intestinae devront étre
administrés par voie intraveineuse (insuline, antibiotiques) ;

e du métabolismedu principe actif : I’administration par voie orale conduit a une absorption
au niveau de I'intestin gréle et donc au passage de la molécule absorbée dans le systeme
porte conduisant directement au foie. La molécule peut ainsi étre métabolisée avant méme
d’avoir atteint la circulation générale. Cet effet peut par exemple étre évité par une

administration sublinguale, intraveineuse ou rectale.

Par ailleurs, notons gque le choix de la voie d administration doit aussi prendre en considération les

inconvénients propres a chague voie.
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1.2.1.1. Facteurs de passage du médicament a traversles membranes

Deux facteurs conditionnent |e passage du médicament dansle sang [1] :

e Lastructure particuliére de la membrane plasmique ;

e Les caractéristiques physico-chimiques du médicament.

+ Structure particuliere dela membrane plasmique
La membrane plasmatique est une bicouche phospholipidique qui entoure toutes les cellules. Elle
comprend :
o Une double couche lipidique, formée d’acides gras. La partie hydrophile est a
I’ extérieur ;
0 Desstructures protéiques al’ état dynamique insérées dans labicouche ;
o Une trentaine d’enzymes dont I’ATPase, qui fournie de I'énergie nécessaire aux
échanges.
La fonction de la membrane plasmique est de controler les échanges cellulaires. Elle permet le

transport d’ions (Na', K*, CI,....).

+ Caractéristiques physico-chimiques du médicament
Seuls trois (03) criteres physicochimiques intéressent notre étude : la molécule médicamenteuse est-
elle hydrophile, lipophile, ionisable ?

o0 Hydrophile: soluble dans I'eau, elle suit I'eau dans I'organisme. Si sa masse
moléculaire le lui permet, elle pénétrera dans les cellules, par les pores. Elle sera
rapidement éliminée par |’ organisme ;

0 Lipophile: elle peut franchir librement une membrane cellulaire au travers de la
bicouche phospholipidique ;

o lonisable: il S agit dela capacité de la molécule a se transformer en ion. Cette propriété
est trés importante. Un ion est pratiquement toujours plus hydrophile que son équivalent
neutre.

Seules les substances lipophiles peuvent traverser librement (transport passif) les membranes
cellulaires. Par exemple, pour limiter le franchissement de la barriére hémato-encéphalique, on
privilégiera les molécules ionisées. Pour accélérer I’élimination rénale, le pH urinaire est modifié,
afin dioniser les molécules. Piégées dans I'urine, elles seront éliminées de I'organisme plus

rapidement.
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1.2.1.2. Typesdetransport des médicaments a traversles membranes

On distingue trois modes de transport [1] :

e Diffusion passive
C'est le mode de transport le plus fréquent pour les drogues. 1l existe un gradient de concentration
de part et d autre de la membrane plasmatique. Ce transport suit laloi de Fick (passage du milieu le
plus concentré vers le moins concentré) ; plus la différence du gradient est importante, plus la
guantité de substance transportée par unité de temps sera forte [1]. Il dépend donc de lataille de la
molécule et de son caractere hydrophile ou lipophile [3]. Ce systéme de transport est non saturable
[1] et ne présente pas de phénomeénes d’inhibition compétitive [2]. || ne nécessite ni de I’ énergie ni
d’un transporteur [1].

e Diffusion facilitée
Gréce a un transporteur membranaire, ce mode de transport passif alieu dans le sens du gradient de
concentration ; et présente un caractére sélectif : seules les molécules reconnues par le transporteur
et fixées par lui seront transportées. Il s'agit d’un processus saturable dont la vitesse est limitée par
le nombre de transporteurs disponibles [ 3].

e Transport actif
Les molécules son également prises en charge par un transporteur spécifié mais le transport
s effectue en sens inverse de celui du gradient de concentration, et réclame donc une dépense

d énergie. Ce mode de transport est spécifique et saturable[3].

1.2.1.3. Facteurs modifiant |’ absor ption

Les principaux facteurssont [1, 2] :

e Acidité gastrique: en fonction du pH, les molécules sont ionisées ou non selon leur pKa et
il est souvent favorable al’ absorption ; le pH évolue en fonction de I’ age (plus faible chez le
nourrisson et le sujet agé) et de la présence de médicaments antiacides ;

e Vidange gastrique : elle détermine le passage du principe actif vers|’intestin gréle qui est le
lieu essentiel de |’absorption en regard du processus gastrique en raison de la surface tres
importante ; elle est modifiée par la présence des aiments (Figure 1.3), la faim, exercice
physique, ou les pathologies : douleurs, ulceres gastriques et duodénaux ;

e Sécrétions digestives notamment biliaires : augmentées par les aliments riches en graisse qui

favorisent larésorption des médicaments lipophiles.
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e Association de médicaments: ils génent |’ absorption par des phénomeénes de complexation
donnant des dérivées insolubles; ex : phosphate et calcium, antibiotiques de la famille de

tétracyclines et calcium, cholestyramine, topiques gastroduodénaux.

Concentration

A

Ajeun

Seuil thérapeutique

Estomac plein

> Temps

Figure1.3: Courbes de concentration plasmatique d’ un médicament
administré par voie orale (influence des aliments)

1.2.2. Distribution

L’ absorption a permis |” entrée du principe actif dans le compartiment sanguin central. C'est e sang
qui assure le cheminement du principe actif vers I’organe cible [1]. La distribution est I’ étape
correspondante a la diffusion du médicament dans I’ organisme au niveau plasmatique et tissulaire.
Le volume de distribution est un volume théorique exprimé en litre qui traduit la répartition du
médicament dans I’ ensemble des tissus et organes, en particulier dans ceux ou il peut atteindre ces

récepteurs et donc exercer son action pharmacologique [4].

Le médicament une fois résorbé parvient dans le plasmaou il se trouve sous deux formes[3] :

e Formeliée aux protéines;

e Formelibre, active, diffusible pouvant exercer son role pharmacol ogique.
Deux étapes sont ainsi définies dans la phase de distribution [1] :

e Distribution plasmatique ;

e Distribution tissulaire.
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+ Distribution plasmatique ou transport plasmatique

La plupart des principes actifs se trouvent a I’ éat dissous dans le plasma. Ils sont dits sous forme
libre. Une partie se fixe aux protéines plasmatiques présentes dans le sang en grande quantité pour
former des complexes. Une telle association est appelée forme liée. Complexé a des protéines
plasmatiques de poids moléculaire éleve telles que I albumine ou les immunoglobulines, le principe
actif ne peut en aucun cas traverser les membranes et quitter le compartiment sanguin. Cette liaison
est rapide et réversible. Cea signifie que chague modification de la concentration de la forme libre
correspond a un changement proportionnel de la concentration de la forme liée. Ces deux formes,

libre et liée sont en équilibre dynamique [1].

+ Diffusion tissulaire

La fraction libre du médicament diffuse vers les tissus et passe ains du «compartiment »
plasmatique ou central vers le « compartiment » tissulaire ou périphérique, apres la traversée des
membranes tissulaires, par les mémes mécanismes que ceux qui ont été décrits pour |’ absorption.
Cette diffusion dépend de I'importance de la vascularisation (cceur, cerveau, foie,...), aors que
d’autres le sont beaucoup moins, (0s, dents, phanéres,...) et seront difficilement atteints par les
meédicaments. Apres diffusion tissulaire, le médicament est susceptible de se fixer sur son récepteur
spécifigue et d' exercer ainsi son action pharmacologique. Il peut aussi y étre stocké (dans les tissus
de natures lipidiques en particulier) ou étre transformé par des mécanismes enzymatiques
(biotransformation) [4].

Enfin, les principaux facteurs induisant des variations de la distribution sont [2] :

e Age: chez le nouveau-né et la personne agée, la liaison aux protéines plasmatiques est
inferieure et cela augmente la fraction libre pouvant diffuser ;

e Sexe: lafemme présente une masse adipeuse plus importante que I’ homme pour assurer la
gestation et lalactation ;

e Grossesse: le volume plasmatique et le débit cardiaque sont augmentés pendant cette
période alors que le taux d’albumine est diminué d’ ou la difficulté a extrapoler entre femme
enceinte et non enceinte, lafraction active pouvant étre identique ou augmentee ;

e Pathologies ou le taux des protéines plasmatiques est atéré: insuffisance hépatique et

rénae.
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1.2.3. Métabolisme

L’intérét de cette phase et de faciliter I’dimination du principe actif de I’ organisme. Pour cela, il
faut augmenter I’hydrophilie du principe actif, par des réactions biochimiques. En effet, les
molécules hydrophiles ont un temps de s§jour bref dans |’ organisme et sont fréguemment excrétées
intactes. Les substances lipophiles qui se fixent au niveau des graisses ou des membranes, sont
métabolisées lentement et demeurent plus longtemps dans |’ organisme. L’ ensemble de ces réactions
qui impliquent une molécule active est nommé métabolisme. La molécule résultante est appelée
meétabolite. Trois catégories de métabolite apparaissent [1] :

e Méabolite actif: la maorité des métabolites formés conservent une activité
pharmacologique. On en tient compte pour déterminer la posologie. Dans certains cas, le
principe actif contenu dans le médicament n’est pas la molécule qui agit sur le site d action.
Pour améliorer I’ absorbance des drogues, on administre un précurseur qui, transforme par le
meétabolisme, |e plus souvent hépatique donne le métabolite réellement actif ;

e Métaboliteinactif : celui-ci ne participe plus al’ activité thérapeutique ;

e Métabolite toxique: la toxicité du meédicament est éudiée lors des essais cliniques
effectués sur les principes actifs avant leur commerciaisation. Si un des métabolites formeés

présente une toxicité importante, cela mene au rejet de lamolécule.

+ Principaux organes du métabolisme

Tous les organes participent a la dégradation des principes actifs. Les principaux sont détaillés ci-
dessous. Il ne faut cependant pas négliger les réactions de biotransformation qui ont lieu dans le
sang et les tissus. Au niveau subcellulaire, ces réactions ont lieu principalement dans le réticulum,
mais aussi au niveau des mitochondries ou du cytoplasme [1].

e Tubedigestif :
Apres administration par voie orale, les médicaments vont subir des transformations par I’ action des

sucs digestifs. Au niveau de[1] :

o l'estomac: I'acidité des sécrétions gastriques provogue la décomposition des

mol écul es.
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0 la muqueuse intestinale: les réactions enzymatiques transforment le principe actif
en un métabolite plus hydrosoluble, et plus facilement dliminable dans les urines.
Certaines réactions sont réalisées par les micro-organismes de laflore intestinale.

0 lepancréas: les sucs pancréatiques poursuivent | hydrolyse des proténes.

Dés cette étape, la quantité du principe actif disponible peut étre diminuée. Aprés le passage de la
muqueuse intestinale, le médicament est directement déversé dans la veine porte direction du foie.

e Foie:
Le foie, tres riche en enzyme, est un obstacle majeur pour une substance sur le chemin de son site
d’action. C'est I’organe principal du métabolisme des médicaments. Les biotransformations subies
par la molécule correspondent a une perte importante du principe actif. Quand cette dégradation se
fait avant que la molécule ne soit distribuée dans I’organisme, on parle de « premier passage
hépatique ». Un bon nombre de médicaments essentiels subissent ce premier passage hépatique :

cortisone, morphine, aspirine, etc.

Les cytochromes Paso sont les enzymes hépatiques les plus frequemment citées dans le métabolisme
des substances endogénes ou exogenes. Environ la moitié des médicaments métabolisés par le foie

le sont par cesintermédiaires.

Apres son passage hépatique, le médicament se trouve déverse au niveau des veines sus-hépatiques

en direction du cceur et des poumons [1].

e Poumons:
Les poumons sont le dernier organe a franchir avant d'atteindre la circulation générale. Les
enzymes pulmonaires sont responsables essentiellement de réaction d oxydation, d'intensité
moindre a celles du foie. Aprés passage des poumons, le principe actif parvient au ceeur puis ala

circulation générale puis rgjoint enfin ses sites d action [1].

+ Réactionsdu métabolisme
Les transformations d'un médicament sont classées en deux (02) phases de nature et de signification
différentes. On distingue alors deux (02) types de réactions du métabolisme [1] :
e Réactions de phase |: €elles permettent la formation du métabolite plus polaire
(hydrophile), ce qui favorise I’ @limination rénale.
e Réactions de phase Il : correspondent a la formation d’une molécule conjuguée éliminée

dans les urines ou labile.
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Réaction de phasel
Il s'agit principalement de trois réactions chimiques.
e Oxydation : réactions tres fréquentes, la plupart sont réalisées essentiellement au niveau
hépatique par les cytochromes Paso. L’ activité de ces enzymes varie d’un individu a I’ autre.
Cette variabilité provient de facteurs génétiques, mais aussi environnementaux
(médicament, alimentation).
e Réduction : plus rares que les précédentes, elles ont majoritairement lieu dans les tissus ou
sont le fait des bactéries intestinal es.
e Hydrolyse: rédisée dans le tube digestif, le foie et le pancréas et le plasma. L’ hydrolyse
peut également avoir lieu dans le milieu acide de I’estomac. (Exemple: hydrolyse de

I’ aspirine en acide salicylique).

Principalesréactions de conjugaison (phasell)

L’addition sur une molécule d'un groupement conjugué augmente son caractere polaire
(hydrophile) et favorise son élimination. Les principaux groupements pouvant étre fixés et les
réactions chimiques correspondantes sont mentionnés au tableau 1.1 [1].

Tableau |.1: Principal es réactions de conjugai son

Groupement chimique Réactions de conjugaison
Méthyle M éthylation
Acétyle Acétylation
Sulfate Sulfatation

Acide glucuronique Glucuronidation

+ Facteurspouvant modifier la transformation du médicament
Les principaux facteurs influencant la concentration plasmatique d'un principe actif en fonction de
son métabolisme sont [2] :

e Voied administration ;

e Posologie;

e Facteurs génétiques ;

e Age:

e Introduction enzymatique ;

e |nhibition enzymatique ;

e |nsuffisance hépatique.
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1.2.4. Elimination

L’ éimination est la derniéere éape de la phase pharmacocinétique. C’'est |le processus aboutissant a
la sortie de I’organisme, du principe actif et de ses métabolites. Les substances sont éiminées
principalement par le rein, mais auss par la bile, plus rarement par les poumons, la salive, la peau
ou les glandes sudoripares [1]. Les différentes voies d’ élimination sont résumées comme suit [2] :
e L’éimination directe sous forme inchangée:
0 Par excrétion dans I’urine avec ou sans réabsorption partielle au niveau du tubule
proximal des néphrons;;
0 Et/ou excrétion par voie biliaire dans | e tube digestif ou le principe actif peut étre soit
réabsorbé et réaliser un cycle dit entéro-hépatique soit étre éliminé dans les feces.
e L’éimination apres biotransformation hépatique en dérives hydrosolubles par voie rénae
pour les molécules de petite taille et par voie biliaire pour les plus grandes.
e L’éimination en fonction de I’ affinité des principes actifs pour certains organes et de leurs

caracteres physico-chimiques.

+ Elimination rénale
L es substances dissoutes dans e plasma peuvent étre éliminées au niveau urinaire [1]. L’ élimination
des médicaments par le rein est la résultante de phénomenes complexes au niveau du néphron, unité
fonctionnelle du rein [4]. Trois mécanismes interviennent [1] :

e Filtration glomérulaire
Elle concerne les molécules de faible masse moléculaire. Seule la fraction libre du métabolite est
filtrée. Laliaison aux proténes plasmatiques, en empéchant la filtration, raentit I’éimination des
substances.

e Sécrétion tubulaire
C’est un mécanisme actif nécessitant un transporteur spécifique saturable. 1l a lieu au niveau du
tube contourné proximal pour le transport de molécules ionisées endogenes (acide urique) ou
exogenes (pénicillines, acide acétylsalicylique, sulfamides...).

e Réabsorption tubulaire
Au cours du passage a travers le néphron, le volume urinaire est réduit par réabsorption de I’ eau.
Cela modifie le gradient de concentration entre I’urine et le sang et provoque la réabsorption,
essentiellement passive, de certaines substances (acides aminés, urée, vitamine C, glucose). Ce

phénomene concerne les substances liposolubles et de faible masse moléculaire.




Chapitre I : Propriétés pharmacocinétiques des médicaments

Une molécule non ioniseée a une meilleure liposolubilité. L’ état ionique d’ une substance dépend de
ses propriétés physico-chimiques et du pH du milieu ou elle se trouve. Une modification du pH
urinaire peut donc modifier lavitesse d’ élimination rénale.

+ Elimination biliaire

Apres passage hépatique, la fraction du meédicament non métabolisé peut retourner dans la
circulation générale ou étre excrétée par la bile. Il peut s exercer dans ce dernier cas un cycle
entéro-hépatique : le médicament excrété dans la bile arrive dans I’intestin et peut & nouveau étre

absorbé, repasser dans le sang et revenir au foie [4].

+ Voiessecondairesd’édimination

o Elimination pulmonaire
Elle se fait par un phénomeéne passif, dans le sens du gradient de concentration entre le sang et les
alvéoles pulmonaires. Ce sont des produits volatils ou gazeux qui seront ainsi éiminés[1].

o Elimination sudorale
Certaines substances comme le brome, I’iode, le plomb, les sulfamides, |’acide salicylique ou la
thiamine s éiminent par la sueur [1].

o Elimination dansle lait maternel
Les quantités de médicaments excrétées dans le lait maternel peuvent étre importantes: caféine,

alcool, hormones et benzodiazépines[1].

+ Facteurs pouvant modifier I’éimination
Les principaux facteurs faisant varier I’ élimination sont [2] :
e Lafonction rénale ou interviennent :

0 LepH urinaire déterminant lafraction ionisée en fonction du pKa;

0 Laliaison aux protéines plasmatiques (LPP) et leurs taux plasmatiques;;

o0 Laclairance rénale liée au bon état physiologique : insuffisance rénale, diurése, age
(immaturité du nouveau né et insuffisance rénale du sujet agé par accumulation de
toxique) ;

e Lamétabolisation hépatique qui participe alaformation de métabolites solubles;
e La compétition entre produits au niveau des systemes de transport actif ; par exemple,

I’ acide urique et acide salicylique afaible dose.
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2. Pharmacocinétique analytique
2.1. Outils et concepts

La pharmacocinétique étudie le devenir des médicaments dans I’ organisme en fonction du temps.
Ce devenir résulte des différents processus précédemment decrits: Absorption, Distribution,
Transformation et Elimination. La pharmacocinétique repose sur la détermination expérimentale
des quantités ou des concentrations de médicaments (ou de métabolites) présents dans le sang et les
tissus. A partir de ces mesures et d’hypothéses adaptées, peuvent étre éaborés des modéles

mathématiques décrivant |a destinée du médicament dans |’ organisme [6].
2.1.1. Intérét des paramétres phar macocinétiques pour la prescription

Le but d' un schéma posologique choisi pour un médicament est de maintenir les concentrations
sanguines dans I’ intervalle thérapeutique c'est-a-dire dans la zone de concentration assurant |’ effet
thérapeutique optimal tout en minimisant le risque d effets indésirables (Figure1.4) [5].

Concentration
plasmatique
Toxicité

Cmax
Intervalle Cmoy
thérapeutique
Cmin
Inactivité
Temps

Figurel.4: Intervalle thérapeutique d’ un médicament

Apres administration d’ un médicament, |’ évolution des concentrations sanguines dépend [5] :

e desmodalités d administration (voie d’ administration, forme galénique, posologie...)

e des paramétres pharmacocinétiques qui décrivent, sur un plan quantitatif, le devenir du

meédicament dans |’ organisme.

Les parametres pharmacocinétiques sont déterminés lors du développement clinique des
médicaments dans des groupes homogénes de sujets. Ils doivent également étre définis dans des
groupes de sujets ayant des caractéristiques physiopathologiques variables (sujets agés, patients
insuffisants rénaux...) afin de quantifier I’'impact de ces facteurs individuels sur les valeurs des

paramétres [5].
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2.1.2. Principe de calcul des paramétr es phar macocinétiques

Le cacul des parametres pharmacocinétiques s effectue a partir de données expérimentales
obtenues chez I'homme suite a I’administration d’'un médicament. 1l s agit le plus souvent de
I’évolution des concentrations sanguines du médicament au cours du temps mais les données
urinaires peuvent egalement étre utilisées. Apres administration d’une dose de médicament, les
variations de concentration sanguine au cours du temps sont la résultante de |’ensemble des
transferts entre le milieu extérieur, le sang et les tissus. Elles dépendent donc des vitesses de
transfert propres a chacune des étapes pharmacocinétiques (absorption, distribution, métabolisme et
élimination). Les paramétres pharmacocinétiques peuvent étre calculés selon une approche

compartimentale ou non compartimentale [5] :

L approche non-compartimentale : les parametres pharmacocinétiques sont directement déduits
des points expérimentaux (Cmax, Tmax) OU obtenus par |’ intermédiaire de formules simples a partir de

la surface sous la courbe (calcul par la méthode des trapezes) et de la pente d’ @imination.

L approche compartimentale: les variations dans lesgquels I’ organisme est représenté par un ou
plusieurs compartiments :
e Si |’organisme se comporte comme un ensemble homogene, |a cinétique du médicament
serareprésentée par un modele monocompartimental ;
e Si I'organisme se comporte comme plusieurs ensembles homogenes, la cinétique du
meédicament sera représentée par un modéle bi ou pluricompartimental avec un
compartiment central et un ou plusieurs compartiments périphériques.

Avec cette notion de modéle, I’ évolution des concentrations sanguines au cours du temps peut étre
décrite par des équations mathématiques simples. La résolution de ces équations permettra de
calculer les paramétres pharmacoci nétiques.

2.2. Quantification des concentrations plasmatiques

Les principaux parameétres pharmacocinétiques d’ un médicament sont le volume de distribution, les
clairances, le temps de demi-vie et |e facteur de biodisponibilité.
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2.2.1. Volumededistribution

Le volume de distribution (V) représente |’ espace de dilution du médicament. C'est le volume
fictif qui serait nécessaire pour dissoudre la quantité totale de médicament résorbé; ceci afin
d’ obtenir une concentration égale a celle déterminée dans le plasma. Ce volume peut étre plus grand

gue le volume corporel rédl. Il s exprimeen| ou l/Kg[7].

2.2.1.1. Modalités de calcul

Le volume de distribution est défini a I'éat d équilibore comme étant une constante de
proportionnalité entre la quantité de médicament dans I’ organisme et |a concentration mesurée dans
le milieu de référence choisi. Il s écrit donc :

Quantité de médicament dans|’ organe
Vg = Eq.l.1
Concentration du médicament

Cette relation montre gque le concept de volume apparent de distribution repose sur le principe de
dilution d’une molécule dans I’ organisme [8]. Le volume de distribution de certaines substances

peut correspondre soit [9] :

e Auvolumedu plasmaVq =0,06 I/Kg (héparine) ;
e Auvolumedu liquide extracellulaire V4 =0,2 I/kg (insuline, mannitol) ;

e A l'eautotale du corps V4 =0,6 I/Kg (éthanol, phénazone).

S Vg est supérieure a 2 I/Kg, il y a stockage dans les tissus. Les cas extrémes sont: s le
meédicament est hydrosoluble et de poids moléculaire élevé, il restera confiné dans le seul
compartiment vasculaire. Le volume de distribution sera égal au volume plasmatique ; il vaudra
0,06 I/Kg. Si, al’inverse, le médicament est fortement lipophile ou s'il s accumule fortement dans
un tissu particulier, sa concentration plasmatique sera trés faible. En conséquence, son volume de
distribution tres éevé pourra atteindre jusqu'a 500 I/Kg [6]. Le tableau 1.2 donne les volumes

apparents de quel ques médicaments [8].
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Tableau 1.2: Volumes apparents de distribution de quel ques médicaments

Substances médicamenteuses V4 (U70KQ) Vg (VKQ)
Acide salicylique 12 0,17
Gentamicine 18 0,25
Diazepam 77 1,1
Imipramine 1050 15
Chloroquine 18450 235
2212, Intérét

En pratique, le volume de distribution sera utilisé par le prescripteur pour déterminer la dose
permettant d’ obtenir une concentration plasmatique donnée en administration intraveineuse directe.
Par exemple, si I’on veut obtenir une concentration de 8 mg/l immédiatement apres |’injection
d’une dose de gentamicine a un patient de 70 Kg, la dose devra étre de 144 mg. Le volume de
distribution d’un médicament varie selon les caractéristiques physiopathologiques du sujet ; ainsi
toute Situation associée a une réduction du volume de distribution s accompagnera d’'une
augmentation de la concentration du médicament, alors qu' une augmentation du volume de
distribution aura la conséguence inverse. L’ adaptation de posologie devra donc prendre en compte
les modifications attendues du volume de distribution. Celles-ci sont différentes selon les
caractéristiques physico-chimiques du médicament. Ainsi, un médicament hydrosoluble, dont le
volume de distribution est faible, verra sa concentration diminuée dans |es situations associ ées a une
augmentation du compartiment aqueux (exemple: aminosides chez le sujet insuffisant cardiague).
Pour certains médicaments, la modification des conditions de fixation aux proténes plasmatiques

peut s’ accompagner d’ une modification du volume de distribution [5].
2.2.2. Clairances
2.2.2.1. Notion declairance

Les principaux mécanismes d épuration sont I’ élimination directe du médicament par les voies
classiques (rénale, hépatique, etc.) et la biotransformation du composé parent en métabolites dans
les différents organes (foie, intestin, peau, etc.) contenant des enzymes qui dégradent le

médicament. Cette autoépuration de I’ organisme se quantifie par le paramétre de clairance [10].
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La clairance sanguine totale représente la capacité de I’ organisme a épurer une substance (composé
endogéne ou médicament) de la circulation générale. Elle est définie par le volume sanguin
totalement débarrassé d’ un médicament par unité de temps et s exprime généralement en I/h ou en
ml/min. On peut aussi définir la clairance d’ un organe par la capacité de cet organe a extraire un

meédicament d’un volume sanguin par unité de temps. Celle—ci répond alaformule générale [10] :

Cl=QxE Eq.1.2
Cl : Clairance d’un organe ;
Q : Débit sanguin irrigant I’ organe ;
E . Coefficient d’ extraction du médicament par I’ organe.

Comme |’ épuration de I’ organisme ne résulte pas d'un seul mode d' action au niveau d'un seul
organe d éimination, la clairance totale est la résultante de plusieurs clairances partielles (clairance
rénale et clairances extrarénales). Ces dernieres sont hépatique, intestinale, sudorale, salivaire,

pulmonaire, etc. [10]. On peut donc écrire :
Cltotae= Cl hépatique + Clignae ... = 2 Clpartielles Eqg. 1.3
2.2.2.2. Notion du coefficient d’ extraction

On peut considérer un organe (Figure1.5) capable d’ @liminer une substance a partir du flot sanguin
qui le traverse (a un débit Q). Le mécanisme d'épuration peut ére quelconque (filtration,
métabolisme, sécrétion...) maisil entraine une diminution de la concentration de la substance entre
I”entrée dans I’ organe (Ca) et la sortie de I’organe (Cv). Ainsi, puisque I’ organe est « épurateur »,

on peut ecrire atout moment [8] : Cv<Ca

A partir de ce schémasimplifié (Figure1.5), on peut calculer :

Vitesse d' apport = Q x Ca. Eq.1.4
Vitesse de sortie=Q x Cyv Eq.1.5
Vitesse d' extraction = Q x (Ca-Cv) Eq.1.6

Puisque I’ organe est épurateur, on peut calculer un coefficient d' extraction E :
Ca-Cv
E=—m Eq.1.7
Ca
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Ce coefficient n"a pas d’'unité, il varie entre O et 1 et exprime la capacité de |’ organe considéré a

capter le produit a partir du fluide qui le perfuse.

- e = e = e e = e e e e = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Vi I" ________________________ = \
' Q . b Q y
! 1
:>L e
! ORGANE EPURATEUR 1
Ca

Extraction par |’ organe par différents

_____________________-

Mécanismes :
e Filtration,
¢ Métabolisme
e  Sécrétion...
Q = déhit dans |’ organe
Ca = concentration afférente (artérielle)
Y Cv = concentration afférente (veineuse) /,’
\

N e e e e e e e e e e e e e e e e — ————

Figurel.5: Illustration de la clairance d’ un médicament dans un organe

Enfin, s I’on tient compte du volume de fluide traversant |’ organe par unité de temps (notion de
débit), on obtient une nouvelle valeur :
Q(Ca-Cv)
QxE=z — Eq.1.8
Ca

Qui peut aussi, a partir des equations (2), (6) et (8), S écrire:

Vitesse d' élimination
Clairance = Eq.1.9
Concentration

Les médicaments peuvent étre divisés en plusieurs classes selon leur comportement au niveau de
I’ organe. La classification pharmacocinétique des médicaments est basée sur trois éléments[11] :

- 1 dément de classification : Valeur du coefficient d' extraction

e E<0,3 : Faible (Médicament faiblement extrait) ;
e 03<E<07 . Intermédiaire (M édicament moyennement extrait) ;
e E>0,7 : Elevée (Médicament fortement extrait).
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- 2eme ddment de classification : Nature du coefficient d’ extraction
e Coefficient d’ extraction Rénale;
e Coefficient d’ extraction Hépatique ;

o Coefficient d’ extraction d’ autres organes.

- 3eme dément de classification : Nature de I’ @imination
o FElimination restreinte cE<fs

e FElimination nonrestreinte : E>fg

fs éant la fraction libre sanguine. Un médicament subit une éimination restreinte lorsque seule la
fraction libre est extraite, par contre cette élimination est non restreinte lorsgue les fractions libre et

liée se trouvent extraites.

2.2.2.3. Clairances proprement dites

+ Clairance hépatique
Une substance captée par le foie peut étre soit excrétée inchangée dans la bile, soit soumise au
métabolisme. Ainsi, la clairance hépatique résulte de deux clairances particulieres, la clairance

hépatique métabolique et la clairance de sécrétion biliaire [8].

Clu=Clu+Cls Eq.1.10

+ Clairance métabolique hépatique

Les médicaments ont des coefficients d’ extraction trés différents d’ une molécule a I’ autre, fonction
de leur affinité pour I’hépatocyte, ce qui entraine une trés grande variabilité de la clairance
hépatique. En bref, pour les médicaments présentant une forte clairance hépatique, le flux sanguin
hépatique est le parametre déterminant ; en revanche, pour les médicaments présentant une faible
clairance hépatique, la fixation aux protéines sanguines et |'activité enzymatique hépatique

conditionnent I’ &@imination.

La clairance métabolique dépend d’'une part de la clairance intrinseque ; et d autre part de la

fraction libre plasmatique du médicament. Elle s exprime par larelation [8] :
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fe X Clint
Cli=Qu x En = Qn Eq.1.11
Qn + (fexClint)

Avec:
Qn  : Débit sanguin hépatique ;
En : Coefficient d' extraction hépatique ;

Clint  : Capacité métabolique intrinseque du foie, pour le systéme enzymatique donné.

La clairance intrinseque exprime la capacité des hépatocytes a éiminer irréversiblement une
substance véhicul ée par le sang, en dehors de toute influence du débit sanguin hépatique [11].

£ Clairancebiliaire

Ce parametre, par analogie avec larelation des clairances rénales physiologiques est estime d apres
I”éguation [11] :

Débit biliaire x Concentration biliaire
Clg= Eq.1.12
Concentration plasmatique

Lorsque la concentration biliaire du médicament égale la concentration plasmatique, la clairance
biliaire correspond au débit biliaire et s'avére, en conséquence, faible. Une substance présente une
clairance hiliaire importante lorsque sa concentration dans la bile surpasse trés largement sa

concentration plasmatique.

Les facteurs principaux influengant la clairance hépatique sont comme suit [11] :

e Moaodification de la sécrétion biliaire : les principales variations sont le fait de I’ insuffisance
hépatique ou rénae;

e Moaodification du métabolisme: le métabolisme hépatique est influencé par certaines
caractéristiques physiologiques de I'individu lié a I’age ou a des facteurs genétiques, en
présence d’ éats pathologiques ou au cours d’ interactions médi camenteuses.

e Maodification du débit sanguin hépatique (Q.) (Tableau 1.3).
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Tableau 1.3 : Principaux €léments susceptibles de modifier le débit hépatique

Principaux éléments
susceptibles QH / On \
de modifier le débit Qn
Position couchée Position debout
Physiologique Prise de nourriture Activité physique
Digestion Modification brutale de température
I nsuffisance cardiague
Pathol ogique - Cirrhose hépatique
Hypertension rénale
Glucagon Propranolol
Pharmal ocol ogique Hydralazine Anesthésiques généraux
Isoprénaline Noradrénaline

+ Clairancerénale

Le rein est, avec le foie, un organe épurateur majeur de I’organisme. Rappelons les trois (03)

meécani smes possibles au niveau rénal [8] :

Filtration glomérulaire ;
Seécrétion tubulaire ;
Réabsorption tubulaire.

Deux de ces trois (03) mécanismes concourent a I'élimination de la substance tandis que la

troisiéme «réduit» la clairance rénae. Par le principe de I’ additivité des clairances, on peut écrire

gue la clairance rénale dépend de ces trois mécanismes selon |’ équation suivante :

Clreénale = ClFiitration — ClRéabsorption Eq.1.13

Enfin, laclairance rénale d’ un médicament dépend essentiellement des points suivants [11] :

Physiologierénale;

pH urinaire;

Fixation du produit aux protéines plasmatiques.

Et peut é&tre modifiée par les facteurs suivants[11] :

Age (nouveau-né et personne gée) ;

Insuffisance rénale aigué chronique ;

Insuffisance cardiague ou atteinte hépatique.
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2.2.3. Demi-vie

Un paramétre synthétique est largement utilisé pour exprimer |I’éimination d’un médicament de

I’organisme : la demi-vie (t12).

La ty» correspond au temps necessaire pour passer d une concentration plasmatique a sa moitié,
guel que soit le niveau de cette concentration. Le facteur de proportionnalité, entre la dose
administrée et la concentration plasmatique, est le volume de distribution. Une autre maniere
d exprimer la méme notion est de considérer laty> comme le temps mis pour diminuer de moitié la
guantité totale de la molécule contenue dans I’ organisme quelle que soit la dose. Généralement la

demi-vie est calculée a partir de la concentration plasmatique mesurée durant la phase d’ élimination

[5. 7].

0,693
tye = Eq.1.14
Ke
Log (Cy/C2)
Kel=—— Eq.1.15
- 11

Kel : Constanted éimination ;
C1 : Concentration au tempsts ;

C2 : Concentration au temps to.

L’ éimination de la molécule inchangée ne peut se faire qu’a partir des organes d’ élimination, en
contact avec le sang ou le plasma. Comme par ailleurs la quantité de médicament dans le sang ou le
plasma a tout moment dépend du volume de distribution, la vitesse de disparition du médicament
dépendraalafoisdelaclairance et du volume de distribution [7]. D’ou :

0,693 x V4
tiyp= ——— Eq.1.16
Cl
2.2.4. Biodisponibilité

2.2.4.1. Définition

La biodisponibilité est définie a la fois par la quantité de principe actif, absorbée a partir d une
forme pharmaceutique, qui arrive dans la circulation géenérale et par la vitesse a laquelle se produit
ce phénomeéne. Elle sera parfaitement déterminée par la connaissance de deux paramétres[8] :
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= | e premier paramétre reflete |’ aspect quantitatif et donc I'intensité de I’absorption, c'est la
fraction effectivement absorbée ou coefficient d' absorption (F) ou encore le pourcentage de la dose
administrée qui est effectivement absorbé. Cette fraction absorbée est évaluée soit a partir de la
surface sous la courbe représentant la cinétique plasmatique, soit a partir des quantités éliminées

sous forme de principe actif inchangé

= | e deuxieme parametre refléte I’ aspect cinétique et donc la vitesse de cette absorption et peut
étre : soit le temps du pic plasmatique tmax (inversement proportionnel alavitesse), soit la constante

de vitesse d’ absorption Ka, dans le cas d’ une vitesse d’ absorption d’ ordre un.

2.2.4.2. Modalités de déter mination

La biodisponibilité est généralement déterminée en évaluant les concentrations de principe actif
dans le sang total, le plasma, le sérum, la salive, les urines ou dans tout autre liquide biologique
dans lequel le principe actif peut étre dosé précisément. On obtiendra une courbe des concentrations
de principe actif en fonction du temps dont les caractéristiques serviront a la détermination de la
biodisponibilité, comme par exemple ; la concentration plasmatique maximale (Cmax), le temps du

pic plasmatique (Tmax) €t |’ aire sous la courbe (ASC) [12].

+ Biodisponibilité absolue

La biodisponibilité absolue notée F représente la fraction ou le pourcentage d’ un médicament en
solution qui, apres administration, atteint la circulation générale. Elle est destinée a évaluer |’ intérét
d’une voie d administration par rapport a la voie intraveineuse, qui est considérée comme la
référence. Elle est déterminée par le rapport de I'aire sous la courbe (ASC) des taux sanguins,
plasmatiques ou salivaires, obtenus apres administration du principe actif par la voie choisie sur
I"aire sous la courbe (ASC)iv obtenue apres administration du principe actif par voie intraveineuse
[12].

+ Biodisponibilitérelative

Elle permet d’ apprécier la bioéquivalence de deux formes semblables ou non par I’ égaité de leurs
biodisponibilités. Contrairement a la détermination de la biodisponibilité absolue, I’ évolution de la
biodisponibilité relative repose sur la comparaison non seulement des aires sous la courbe ASC des
concentrations dans le milieu choisi obtenues du temps zéro a I'infini, mais aussi de la vitesse

d’ absorption. La biodisponibilité relative est donnée par laformule suivante [12] :
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ASCrorme1%x100
Biodisponibilitérelative = Eq. .17
ASCrtormeréf.

Avec:
ASCiarme1 @ Aire sous lacourbe correspondant a une forme donnée (orale, rectale, etc.) ;

ASCrormerer.  : Aire sous lacourbe correspondant alaforme de référence (injectable).

Conclusion

La pharmacocinétique est I'étude de la distribution dans le temps d'un médicament et de ses
meétabolites dans les différents compartiments de I’organisme; ainsi que son absorption, son
métabolisme e son éimination. La détermination expérimentale des parametres
pharmacocinétiques d’ un médicament apporte les informations nécessaires dans le choix d’ une voie

d’ administration et permet aussi d’ adapter les posol ogies pour son utilisation future.

Chez I’animal, I’éude de la pharmacocinétique des médicaments permet de prévoir ce qui se
produira chez I’homme avant les essais cliniques. Chez I’homme, les modeles pharmacoci nétiques
permettent d’ une part, de déterminer les conditions d’ utilisation du médicament, les précautions a
prendre, I'incidence des associations et, d’ autre part, d adapter les posologies chez un patient

donné.




Chapitre I : Propriétés pharmacocinétiques des médicaments

Références bibliographiques

[1] : I. Claverie, H. Hedde, « Pharmacie générale Toxicologie, mécanismes fondamentaux », 2°m
édition Porphyre, France (2008).

[2] : B. Charpentier et collaborateurs, « Guide du préparateur en pharmacie », édition Masson, Paris
(1998).

[3] : Jean-Marie Gazengel, « Le préparateur en pharmacie, Dossier 5, pharmacologie », édition Tec
& Doc, Paris (2001).

[4] : M. Talbert, G. Willoquet, R. Gervais, « Guide Pharmaco », 65™ édition Lamarre (2006).

[5] : Sébastien Faure, Mathieu Guerriaud et Nicolas Clere, « Bases fondamentales en

pharmacologie », éditions Elsevier Masson (2014).

[6] : J. Dangoumau, « Pharmacie générale », édition Bourdeaux (2006).

[7] : P. Lechat, « Pharmacologie », DCEM1, (2007).

[8] : Pr. G. Houin, « Pharmacocinétique », édition ellipse (1990).

[9] : Paul Lechat, « Pharmacie médicale », 5°™ édition Masson, Paris (1990).

[10] : M. Bourin, P. Jolliet, « Pharmacie générale et pratique », 3°™ édition Ellipses, Paris (1999).

[11] : J.P. Labaune, « Pharmacocinétique, Principes fondamentaux », 2°™ édition Masson, Paris
(1988).

[12] : JM. Aiache, J.G. Besner, « Traite de biopharmacie et pharmacocinétique », 2°™ édition
Vigot, Paris (1995).

=



Chapitre II
Solubilité et dissolution

des medicaments



Chapitre II : Solubilité et dissolution des médicaments

I ntroduction

L'objectif majeur de la chimie de formulation d’un médicament est d'améliorer la biodisponibilité,
la stabilité et de s'assurer du confort du patient. Parmi les différentes voies dadministration a
savoir : orale, transdermique, parentérale, intra nasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanée
et intraoculaire ; I’administration par voie orale reste la plus populaire car elle offre une meilleure

commodité (simple et indolore) pour le patient [1].

A I'exception de I’administration par voie parentérale et de I’administration orale de solutions,
toutes les formes pharmaceutiques doivent se dissoudre ou libérer le principe actif dans le milieu
environnant le site d’administration, afin qu’il soit absorbé [2]. Les étapes de la mise en solution
peuvent étre résumeées par la libération a partir de laforme galénique puis la dissolution du principe
actif. Cette phase biopharmaceutique, premiere étape entre le moment de I’administration du
principe actif et celui de I’ obtention de I’ effet, est primordial car elle précéde I absorption et peut la
limiter s ele est insuffisante. La concentration du principe actif éant, dans la mgjorité des cas, le
reflet de I activité thérapeutique. L’ éape biopharmaceutique contréle la biodisponibilité et donc
I’efficacité du médicament puisque seule la partie dissoute atteint |’organe cible et est

pharmacol ogiquement active [2].

De nombreuses éudes ont mis en évidence que des différences importantes de biodisponibilité
existaient entre des formes pharmaceutiques d’un méme principe actif alors que les contréles
physico-chimiques et pharmaco-techniques effectués allaient dans le sens d' une équivalence. La
détermination de la dissolution in vitro est donc un facteur important dans le développement et le
contréle des formes pharmaceutiques [2].

1. Tempsdu transit dansletractus gastr o-intestinal

Aprés administration d’une forme orae solide, le temps de transit dans le tractus gastro-intestinal
peut varier considérablement [3] :
e entre les patients et chez le méme patient, dont le temps de s§our gastrique est le plus
variable;
e avec |'éat de la forme de dosage (formes galéniques liquides sont vidées de I'estomac plus
rapidement que les formes galéniques solides) ;

e aveclejeun ou laprise de nourriture du patient.
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Aprés administration orae, les produits pharmaceutiques atteignent rapidement I'estomac, en
passant par I'cesophage (Figure11.1) [4]. Ayant peu de temps de transit, I'absorption du médicament
ne se produit pas normalement dans ces segments. L'estomac a relativement une grande surface
épithéliale, mais en raison de sa couche de mucus épaisse, et le temps de s§our relativement court,
I'absorption est limitée. Le temps de transit gastrique dépend de lataille des particules, de la densité

des particules, de lavitesse de la vidange gastrique et de |'état prandial [5].

Il a été observé que les particules lourdes et/ou grandes sont plus retenues dans I'estomac [6, 7]. Le
taux de vidange gastrique est affecté par plusieurs facteurs, notamment |'age et le poids du patient,
le volume de consommation de liquide, le volume de la prise de nourriture solide et sa teneur en
matieres grasses, la prise d'autres médicaments, le pH de I'estomac, etc. La variabilité observée dans
I'absorption des médicaments administrés par voie orale est principalement due aux différents taux
de vidange gastrique. Contrairement au transit gastrique, le temps de s§our intestina n'est pas
influencé ni par la taille des particules, ni par I'éat prandia. En outre I'absorption de la quasi-
totalité des médicaments est plus rapide dans I'intestin gréle que dans I'estomac. L'intestin gréle et
plus particulierement, son premier segment du duodénum a la plus grande surface pour |'absorption
du médicament dans le tractus gastro-intestinal. Malgré le temps de passage court, la plupart des
éléments nutritifs, des vitamines, et des médicaments sont absorbés dans ce segment de vingt (20)

centimétresde long (Figurell.l) [4].

Figurell.l: Anatomie des voies digestives
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2. Variationsdu pH dansletractus gastro-intestinal

Les conditions du pH dans le tractus gastro-intestinal varient aussi considérablement, d'un pH faible
dans I'estomac a un pH plus élevé dans le petit et le gros intestin [5, 8 — 10] (Tableau 11.1). Cela
peut affecter la stabilité et provoque une influence sur le degré dionisation des médicaments

ionisables, qui ason tour peut influencer leur solubilité et leur absorption [3].

Tableau I1.1: Temps du transit et pH du tractus gastro-intestinal

Segment
gagtro-intestinal | Tempsdu trangt pH
Estomac 2h 3,1+£19
Duodenum 10min 6,6+05
Jgunum 2h 74+£04
lléon 1lh 75104
Cdlon 36-72h 70+£0,7

3. Systeme de Classification Biophar maceutique (SCB)

La biodisponibilité d'un médicament administré par voie orade dépend de sa solubilité dans les
milieux aqueux avec un intervale de pH allant de 1,0 & 7,5 et de sa perméabilité a travers les
membranes des cellules épithéliales dans le tractus gastro-intestinal [11]. Sur la base de ces facteurs,
Amidon et al. ont introduit le Systéme de Classification Biopharmaceutique (SCB) qui divise les
substances actives en quatre (04) classes [12]. La classe | comprend |es médicaments solubles dans
I'eau qui sont bien absorbés par le tractus gastro-intestinal et ont une biodisponibilité éevée apres
I'administration orale. Les médicaments de la classe Il sont des principes actifs insolubles dans |'eau
ou ayant une dissolution lente. L'absorption de ces médicaments est limitée par le taux de
dissolution. En revanche, les médicaments de la classe |11 se dissolvent facilement, mais ne peuvent
pas pénétrer dans les membranes biologiques du tractus gastro-intestinal. Dans le cas des
meédicaments de la classe IV (faible solubilité dans I'eau et faible perméabilité), I'administration
orale n'est pas recommandée. Lindenberg et a. ont sélectionné 61 des 130 médicaments administrés
par voie orale énumérés dans laliste modele OM S des médicaments essentiels & des classes de SCB
[13, 14]. Les pourcentages de distribution des 61 principes actifs considérés dans les classes SCB

sont représentés au tableau 11.2.
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Tableau 1.2 : Pourcentage de distribution des médicaments administrés
par voie orale selon les classes du SCB

Clase Solubilité Perméabilité Digtribution
I Elevee Elevee 84%
I Faible Elevee 17%
[l Elevee Faible 39%
1V Faible Faible 10%

4. Solubilité des médicaments

La solubilité d’un principe actif est un facteur clé dans le domaine de la formulation du médicament
[3]. D’un point de vue pharmaceutique, une solution est souvent formée par un ou plusieurs liquides
miscibles entre eux appelés solvants, en proportion majoritaire et par une ou plusieurs substances a
I’état dissous appelées solutés. Le solvant est généralement aqueux, mais peut étre également
huileux ou alcoolique. La notion de solubilité du principe actif dans un solvant adéquat est capitale

pour laréalisation des solutions pharmaceutiques [2].

4.1. Dé&finition

La solubilité est la capacité d'un soluté (e médicament) a se dissoudre dans un solvant (¢a peut étre
de I'eau, une solution tampon ou tout autre solvant, y compris les dits supports biologiquement
pertinents « biorelevant media» qui sont concus pour mimer les conditions in vivo dans le tractus
gastro-intestinal). La solubilité de saturation est |a solubilité maximale du soluté dans le solvant, en
particulier & des conditions d'équilibre. La solubilité de saturation dépend de la température et de la

pression. Pour |es substances ionisables, elle est également affectée par e pH du solvant [3].

Au sein d’'un groupe de molécules ou d’'atomes, il existe une variété de liaisons intra- et inter-
moléculaires (ex : forces de Van der Waals, forces de London, lien hydrophobe, etc). Ce sont ces
forces qui sont impliquées dans la solubilité d’ une substance car elles gouvernent les interactions
solvant/solvant, soluté/soluté, et solvant/soluté. Plus les interactions solvant/soluté seront

importantes, plus | e soluté sera soluble dans le solvant [2].
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4.2. Méthodes d’' éude dela solubilité

Pendant de nombreuses années, |la prévision de la solubilité est restée fondée sur des régles
empiriques reposant uniquement sur I’ observation. Cependant |es théories sur la solubilité sont
d’une grande utilité pour le pharmacien. Le galéniste en particulier, se doit de les connaitre pour
aborder aussi bien les problémes technol ogiques que biopharmaceutiques. Lorsque |es molécules
a dissoudre sont difficilement solubles, les principal es voies d’ étude de la solubilité sont soit une
approche par la polarité (certains principes actifs présentent une solubilité maximale lorsque les
solvants utilisés ont une polarité identique a ces molécules) soit une approche par la
thermodynamique (pour se dissoudre, un corps a I'état solide, doit se séparer de son
environnement cristallin, I’énergie pour rompre le réseau est identique a celle nécessaire pour
provoquer la fusion de ce corps). La solubilité peut étre exprimée de diverses fagons. La
Pharmacopée Européenne exprime la solubilité en matiere de volume du solvant nécessaire pour

dissoudre 1 g de substance (Tableau 11.3) [3].

Tableau 1.3 : Mesure de la solubilité

Volumes approximatifs de solvant
Solubilité en millilitres par gramme de substance
Trés soluble moinsde 1
Facilement soluble de 1a 10
Soluble de 10 a 30
Assez soluble de 30 a 100
Peu soluble de 100 a 1000
Trés peu soluble de 1000 a 10000
Pratiquement insoluble plus de 10 000

4.3. Facteursinfluencant la solubilité

La solubilité dépend de plusieurs facteurs a savoir : la constitution chimique du milieu, le pH, la
température, la pression, le polymorphisme, la taille des particules, la taille moléculaire et les
substances additives [15, 16].
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e Constitution chimique
La solubilité est fonction de la nature chimique du corps a dissoudre et de celle du solvant [15].
Alors que seulement un seul gramme de plomb (1) chlorure peut étre dissous dans 100 g d'eau a
température ambiante, 200 g de chlorure de zinc peuvent étre dissous sous les mémes conditions
opératoires. La grande différence dans la solubilité de ces deux substances est le résultat des
différences dans leur nature chimique [16]. On distingue la solubilité par ionisation (dissociation en
ions) et la solubilité par polarité (affinités entre groupements fonctionnels du solvant et ceux du
corps a dissoudre). Les substances riches en groupements hydrophiles se dissolvent surtout dans les
solvants polaires et |es substances hydrophobes dans | es solvants apolaires [15].

e pH
Le pH peut aussi fortement influencer la solubilité de certains produits. Dans le cas de la solubilité
par ionisation, le pH du milieu est trés important (alcaloides, phénols, substances amphotéres...).
Aussi, précisons que dans le cas ou les ions d'un composé ionique possedent des propriétés acides
ou basiques, le fait d'imposer (utilisation de solution tampon) le pH du milieu dans lequel sera
dissout ce compose va modifier sa solubilité. Cela explique la redissolution de certains précipités
guand une petite quantité d'acide ou de base est gjoutée au milieu dans lequel ils se trouvent [15].

e Température
Si la mise en solution absorbe de I'énergie, la solubilité augmente avec la température. Par contre si
la mise en solution libere de I'énergie, la solubilité diminue avec I’ augmentation de la température
[16]. Dans la plupart des cas, la solubilité d’un solide (ou d'un liquide) dans un liquide augmente
avec la température mais il y a des exceptions (glycérophosphate de calcium, citrate de calcium,
méthylcellulose...). L’ élévation de température est évidement contre indiquée pour les produits
volatils ou thermolabiles (NaHCOs) [15]. Pour tous les gaz, la solubilité diminue a mesure que la
température de la solution augmente [16].

e Pression
Pour les solutés gazeux, une augmentation de la pression fait augmenter la solubilité et la
diminution de la pression fait diminuer la solubilité. Pour les solutés solides et liquides, les
changements de pression n'ont pratiquement aucun effet sur la solubilité [16].

e Polymorphisme
A une température donnée, ¢’ est laforme cristaline lamoins stable qui est plus soluble. Un produit
est plus soluble al’ état amorphe qu’al’ état cristallise [15].
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e Tailledesparticules
Lataille de la particule solide influe sur la solubilité, car quand une particule devient plus petite, le
rapport aire de surface/volume augmente. Une surface plus grande permet une plus grande
interaction avec le solvant [16].

e Taillemoléculaire
Plus la molécule est grosse ou plus son poids moléculaire est élevé moins la substance est soluble
[16].

e Substances additives
Les substances gjoutées a un solvant peuvent modifier la solubilité de certains produits. Par
exemple, la solubilisation dans I’ eau des substances hydrophobes par des tensioactifs n’est pas une

veéritable dissolution, elle conduit a des pseudo-solutions [15].

5. Dissolution des médicaments

La premiére référence concernant la dissolution provient d'un article de Noyes et Withney en 1897.
De nombreux travaux ont éé réalisés depuis, permettant de relier et/ou corréler dissolution et
vitesse d absorption. Ainsi, |’ étude de la dissolution in vitro est devenue un paramétre clé pour le

contréle qualité des formes pharmaceutiques [2].

5.1. Définition

Alors que la solubilité est une propriété thermodynamique, la dissolution est une propriété
cinétique. Le taux de dissolution décrit la vitesse a laquelle un médicament se dissout dans un
solvant. Le taux de dissolution dépend non seulement de la nature du solvant et de la température,
mais aussi de nombreux autres facteurs comme la taille et la surface d’'échange du solide, des

conditions de mélange ou d'agitation et du volume de solvant [3].

5.2. Placedel’essai de dissolution

L’ étude de la dissolution est importante pour contréler une formulation mais aussi pour expliquer
son comportement biopharmaceutique. L’ étude de la dissolution permettra de valider les choix de
formulation : la forme est-elle a libération immédiate, a libération modifiée ou contrdlée, gastro-
résistante, etc. L'essai de dissolution est réalisé a plusieurs stades du développement des

médicaments.
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En préformulation, plusieurs propriétés fondamentales sont étudiées comme la constante
d’ionisation, le coefficient de partage, la vitesse de dissolution, la stabilité, |"hygroscopicité et le
polymorphisme. Il est important de connaitre la vitesse de dissolution des principes actifs tres

faiblement solubles pour envisager des solutions permettant de la modifier.

Au stade de la formulation galénique, des éudes comparatives de dissolution de plusieurs formes
permettent d’ optimiser laformulation et de s assurer que la libération du principe actif est complete
a partir de la forme galénique. L’ établissement de profils de dissolution est indispensable comme
guide de la formulation des formes solides et pour la mise en évidence du degré de pertinence de

|’essai de dissolution.

En contréle de routine, I'essai de dissolution est destiné au contréle de qualité des formes
pharmaceutiques solides. 1l sert a démontrer la reproductibilité du procédé de production et la

conformité du produit fini avec leslots précédents[2].

5.3. Théoriedela dissolution

La dissolution d'un soluté provient d'un procedé a multiples étapes engageant des
réactiong/interactions hétérogénes entre le milieu et le soluté. Différentes théories permettent
d’interpréter le processus complet. L’équation classique de Noyes — Whitney (1897) décrit la
variation de la quantité de produit dissous a partir d’ une particul e solide en fonction du temps|[2] :

Taux dedissolution = (dM/dt) = KS (Cs—C) Eq.l1l.1
e M : Quantité de produit dissous ;
e K : Constante de dissolution ;
e S : Surface de contact solide-liquide ou surface d’ échange ;
e Cs : Concentration a saturation du produit a dissoudre ;
o Ci : Concentration de lasolution al’instant t.

Nernst et Bruner (1904) ont proposé la théorie de la couche de diffusion pour laquelle I’ hypothéese
est qu'il se forme ala surface du solide immergeé un film d’ épaisseur h dont la concentration passe
de la saturation Cs a la surface du solide a la concentration moyenne au sein du liquide Ci. Dans ces
conditions, laforce d’ entrainement pour la dissolution est le gradient de concentration entre Cs et Ct
[2] (Figurell.2).
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En appliquant la loi de diffusion de Fick, ils ont introduit le facteur de coefficient de diffusion D,

I’ épaisseur de la couche de diffusion h et le volume du solvant V.

DS (Cs—)
(dC/dt) = ——— Eq. 1.2
Vh
L’ éude de I’ équation de dissolution met en évidence que:
e |'épaisseur h sera dépendante de la vitesse d’ agitation ou du débit ;

e |ecoefficient de diffusion D est dépendant de latempérature.

Cette théorie s applique a I’ ensemble des phénomeénes de dissolution in vitro et in vivo et permet
d’ expliquer et de comprendre |’ importance relative des différents paramétres de la dissolution. Cette
équation montre que le principe actif se dissout instantanément dans une couche trés fine de solvant
situé autour de la particule jusgu’ a obtention d' une solution saturée. La diffusion du principe actif
au sein du liquide permet la poursuite de la dissolution. Cette dissolution peut avoir lieu tant que le
milieu liquide ambiant ne sera pas [ui-méme saturé [2].

Conc?[ltration

Cs

»
»

O' .h Distance par rapport
Couche stagnante alasurface

Figurell.2: Schémaillustrant la dissolution d’ une particule
selon lathéorie de la couche de diffusion
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Les études biologiques ont montré que le tractus gastro-intestinal agit comme un réservoir naturel :
le principe actif est absorbé au fur et a mesure de sa dissolution. Dans les conditions in vivo, la
concentration au niveau de la solution est tres faible par rapport ala concentration de saturation et la

dissolution est réalisée dans des conditions sink.

Il est impératif que les méthodes d’étude in vitro permettent de maintenir les conditions sink, a
savoir que la concentration C; au sein du liquide ne doit pas dépasser 30% environ de la
concentration a saturation Cs. La vitesse d’ agitation, la température du milieu de dissolution et sa
viscosité (fonction de la température) doivent étre parfaitement définies et contrélées in vitro. De
plus, la présence d électrolytes et |les variations de pH peuvent influencer la diffusion des molécules
en modifiant leur ionisation. Pour limiter ce phénomene, le milieu de dissolution in vitro devrait

étre aussi ssmple que possible[2].

5.4. Appareilsde dissolution

Les différentes Pharmacopées décrivent les appareils et méthodes utilisables et une harmonisation
des appareils dans le cadre de I'|CH a été entreprise pour |’ étude de dissolution in vitro [17, 18].
Compte tenu de la diversité des formes pharmaceutiques solides orales et des propriétés physico-
chimiques des principes actifs, il N’ est pas possible de concevoir un appareil unique pour toutes les
formes. Quatre (04) appareils ont éé standardisés selon les Pharmacopées (Ameéricaines,

Européennes et Japonaises) pour les essais de dissolution des formes orales [2] :

e Appareil apanier tournant ;
e Apparell apalette tournante ;
e Appareil acylindre réciproque ;

e Cdluleaflux continu.

Notons que I’ appareil a palette tournante est souvent le mieux adapté dans le cas des formes orales

solides.
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5.5. Facteursinfluencant la dissolution des médicaments

Dans le cas des médicaments de la classe |1 du systéme de classification biopharmaceutique (SCB),
le taux de dissolution est influencée alafois par les propriétés physico-chimiques de la substance et
les conditions physiologiques qui regnent dans le tractus gastro-intestinal. Ces paramétres sont

mentionnés au tableau 1.4 [19].

Tableau 1.4 : Facteursinfluencant la dissolution des médicaments dans le tractus gastro-intestinal

Parametre Facteurs Facteurs physiologiques
physico-chimiques
Tensio-actifs dans |e suc gastrique
Surface d’ échange TailledelaParticule et danslabile
Coefficient de diffusion Taille Moléculaire Laviscosité du contenu luminal
Epaisseur de la couche stagnante Modéles de lamotilité et débit
Caractere hydrophile pH, capacité tampon, bile
Solubilité et structure cristalline et composants alimentaires
Concentration du médicament Perméabilité
dans lasolution
Volume du contenu du tractus Sécrétion et administration
gastro-intestinal desfluides

6. Amédlioration dela solubilité et de la dissolution des médicaments

Rappelons que la biodisponibilité dun médicament dépend de sa solubilité et de sa capacité a
traverser les membranes biologiques (perméabilité). Malheureusement, de nombreux médicaments
modernes présentent une faible solubilité aqueuse. Lorsquil est administré par voie orde, le
médicament doit passer en solution dans le tractus gastro-intestinal pour étre en mesure de traverser
la membrane de la muqueuse et pénétrer dans le corps[3].

Le mécanisme pour traverser la barriére de la muqueuse peut se faire soit par diffusion passive ou
par transport actif a travers les interactions avec les protéines de transport (cf. chapitre 1). Les
procedés se déroulent a I'échelle moléculaire, il est donc essentiel que le médicament soit dissous.
Cela signifie que le médicament dans la forme galénique doit également avoir une vitesse de
dissolution suffisamment éevée. Par exemple, dans une forme orale, si un médicament a une
solubilité relativement éevée mais se dissout lentement, des concentrations suffisantes du
meédicament ne peuvent pas étre atteintes au moment ou la forme galénique est présente dans le
tractus gastro-intestinal [3].
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Par ailleurs, parmi les facteurs favorisant la faible solubilité des nouvelles entités chimiques nous

mentionnons deux (2) facteurs importants : lalipophilie et lacristalinite [3] :

e Lipophilie
De nombreux médicaments modernes sont lipophiles. Ces molécules sont parfois appelés « grease
ball molecules ». Ils ont souvent des points de fusion bas et une faible solubilité dans I'eau, mais

montrent une assez grande solubilité dans les milieux lipophiles.

e Cristallinité
Les médicaments ont tendance a contenir des groupements fonctionnels et donc capables de se
cristalliser en cristaux tres stables ayant des points de fusion éevés (souvent plus de 200°C) avec
une basse énergie libre. Pour ces médicaments, une grande quantité d'énergie est nécessaire pour
libérer les molécules de la maille cristalline. Ces médicaments sont souvent pas particulierement
lipophiles, et par conséquent, ne se dissolvent ni dans |'eau ni dans les huiles. Parfois, ces molécules
sont appelées « brick dust molecules ». Ces médicaments peuvent étre qualifiés de « solvophobic »,

pour les différencier des médicaments lipophiles mentionnés ci-dessus.

Pour améliorer la solubilité, la vitesse de dissolution et par conségquent la biodisponibilité des
meédicaments, diverses stratégies ont été mises au point a savoir : la modification des propriétés du
meédicament au niveau moléculaire, I’ utilisation des systémes colloidaux ou la modification des

propriétés du médicament au niveau particulaire.

6.1. Amdioration dela solubilité des médicaments au niveau moléculaire

La complexation a I'aide des cyclodextrines, |’ utilisation des co-solvants et la formation des sels
représentent les principales stratégies pour améiorer la solubilité, la vitesse de dissolution et

ultérieurement |a biodisponibilité des médicaments au niveau moléculaire.

6.1.1. Complexation aux cyclodextrines

Une technique de plus en plus utilisée dans I’ industrie pharmaceutique pour améliorer la solubilité
des principes actifs hydrophobes est |a formation de complexes d’inclusion avec les cyclodextrines
[2]. Outre I'utilisation de cyclodextrines naturelles, plusieurs dérivés de ces molécules ont été
également synthétisés, tels que les dérivés d’ hydroxypropyle et de sulfobutylether. La raison de ces
modifications est que ces dérivés présentent une solubilité agueuse plus élevée que les

cyclodextrines naturelles, en particulier la B-cyclodextrine.
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La complexation des principes actifs dans la cavité des cyclodextrines conduit non seulement a une
augmentation de la solubilité apparente du médicament mais également a I’augmentation de la
vitesse de dissolution. Le taux de dissolution d'un médicament peut étre décrit par I'éguation de
Noyes — Whitney. Etant donné gue la vitesse de dissolution est proportionnelle a la solubilité de
saturation, la vitesse de dissolution est également améliorée par |’ effet de la complexation a I’ aide
des cyclodextrines. Ainsi, les complexes d'inclusion peuvent étre utilisés pour formuler des
meédi caments peu solubles dans I'eau sous forme de solutions (ex. les solutions orales, les solutions
parentérales intraveineuse et intramusculaire, et les gouttes oculaires) mais également des formes
orales solides (ex. comprimés et capsules). Plus de trente formulations contenant des complexes
d’inclusion ont été introduites avec succes sur les marchés en Europe, aux Etats-Unis et au Japon

[3].

6.1.2. Utilisation des co-solvants

La solubilité dans I’ eau d'une substance faiblement ionisée ou apolaire peut é&re améliorée par la
diminution de la polarité de I’ eau. Ceci peut étre réalisé par |’ addition d’un autre solvant miscible a
I’eau et dans lequel la substance est soluble. Ces véhicules utilisés en vue d’ augmenter la solubilité
des principes actifs sont appelés co-solvants [2]. Généralement, les solvants contenant un groupe
hydroxyle tels que I'éthanal, le propylene glycol et les poly (éthyléne glycols) de poids moléculaires
variables sont utilisés. Cette approche est souvent utilisee dans la formulation des solutions
pharmaceutiques orales. Cependant, pour atteindre une solubilité du médicament suffisamment
élevée dans un mélange eau - co-solvant, la concentration du co-solvant doit étre assez élevée. Par
conséquent, si le co-solvant miscible al’ eau est dilué (par exemple, pour une forme orale dans des
fluides gastro-intestinaux), le pouvoir de solubilisation du mélange eau — co-solvant peut étre
rapidement perdu et une precipitation du médicament peut avoir lieu. En outre, les concentrations
élevées du co-solvant peuvent étre inacceptables pour les formulations parentérales pour des raisons

toxicologiques[3].

6.1.3. Formation dessds

La formulation d’un médicament sous forme d’un sel au lieu de son utilisation dans sa forme acide
ou de base est la méthode la plus couramment utilisée pour améliorer la solubilité aqueuse et la
vitesse de dissolution. Plus de 50% des monographies de médicaments aux Etats-Unis (USP 2006)
sont des formes sels. Il a été démontré que dans de nombreux cas, la solubilité dun sel est
augmentée par rapport a la forme de I'acide ou de la base libre du médicament. L'ampleur de cette
augmentation est fonction du type du sel formeé[3].
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6.2. Améioration dela solubilité des médicaments au niveau colloidal

Il est également possible d'améiorer la dissolution et la solubilité des médicaments au niveau
colloidal par la solubilisation du médicament dans des systemes colloidaux, tels que les émulsions

et les microémulsions.
6.3. Amélioration dela solubilité des médicaments au niveau particulaire

Il est également possible de modifier les propriétés des molécules de type « grease ball » ou « brick
dust » au niveau particulaire, et ce par cristalisation du médicament sous une forme polymorphe
métastable, en convertissant la structure cristalline des particules du médicament vers une forme

amorphe ou par laréduction de lataille des particules.

e Utilisation des polymor phes métastables

De nombreux composés pharmaceutiques peuvent se cristaliser sous différentes formes
cristallographiques. Celles-ci sont appelées polymorphes. Les formes polymorphes dun
médicament sont chimiquement identiques, mais leurs propriétés physiques, telles que la densité et
la solubilité, peuvent étre différentes. Différentes formes polymorphes peuvent étre préparés en

modifiant les conditions de cristallisation [3].

e Reéduction delataille des particules

L'équation de Noyes — Whitney relie la dissolution d'un médicament a sa solubilité de saturation et
a la surface des particules du médicament. A partir de cette éguation, on peut voir que, Si un
processus de formulation améliore la solubilité de saturation du médicament (Cs), la vitesse de
dissolution sera aussi améliorée. Cependant, I'augmentation de la surface spécifique des particules

de médicament améliore également la vitesse de dissolution.

La surface totale d'une masse ou d’'un volume de particules donné augmente lorsque la taille des
particules est réduite. Par conséquent, la réduction de la taille des particules d'une poudre de
meédicament (par exemple, dans un procédé de broyage) augmente le taux de dissolution du
meédicament. Dans la situation dynamique du tractus gastro-intestinal, un taux de dissolution élevé
devrait conduire a une biodisponibilité plus élevée s la solubilité et non pas I'absorption du

médicament est |'éape limitant le taux de dissolution.
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La réduction de la taille des particules diminue également |'épaisseur de la couche limite effective
autour des particules de dissolution, ce qui améliore en outre le taux de dissolution. Dans le cas de
tres petites particules (basse gamme du nanomeétre), non seulement la vitesse de dissolution mais

également la solubilité de saturation peut étre augmentée [3].

Enfin, notons que d’ autres approches sont disponibles pour améiorer la solubilité des substances
actives peu solubles dans I’ eau, tel que I’ gjustement de pH. La plupart des substances actives sont
généralement des acides ou des bases faibles. La solubilité et 1a stabilité de ces substances peuvent
étre influencées par le pH du milieu dans lequel elles se trouvent. En effet, la solubilité d’ un acide
faible peut étre améliorée avec |’ augmentation du pH, alors que la solubilité d’ une base faible est
améliorée avec la diminution du pH. Pour les acides et bases fortes |e probleme ne se pose pas car

ce sont des substances toujours ionisées en milieu aqueux [2].

Conclusion

La solubilité et la dissolution sont deux paramétres importants pour I’ éude de la biodisponibilité
orale des formes pharmaceutiques solides. Actuellement, seulement 8% des nouveaux médicaments
« candidats » ont a la fois une solubilité et une perméabilité élevées [16]. En raison des problémes
de solubilité, 1a biodisponibilité de nombreux meédicaments se trouve aors affectée. Par consequent,
['amélioration de la solubilité devient nécessaire. Enfin, il est maintenant possible daméliorer celle-
Ci et certainement la dissolution des médicaments peu solubles dans I’eau a |'aide des différentes

techniques clairement présentées dans ce chapitre (complexation aux CDs...).
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I ntroduction

Laréalisation des dispersions solides est I'une des stratégies les plus prometteuses pour améliorer la

biodisponibilité orale des principes actifs peu solubles dans |’ eau [1].

En 1961, Sekiguchi et Obi [2] ont développé la premieére dispersion solide, par le procédé de fusion,
comme une méthode pratique pour réduire la taille des particules dans le but daméliorer la
dissolution et I'absorption des principes actifs. Cette méthode, qui a éé plus tard appelée
« dispersion solide » a impliqué la formation de mélanges eutectiques de principes actifs avec des
véhicules hydrosolubles par lafusion de leurs mélanges physiques.

La méthode d’ évaporation de solvant a été rapportée la premiére fois par Tachibana et Nakamura
en 1965 [3]. Ils ont préparé des dispersions colloidales aqueuses du P-caroténe en utilisant des
polymeres hydrosolubles tels que la polyvinylpyrrolidone (PVP). Le principe actif et le polymere
sont dissous dans un solvant commun qui a été ensuite éliminé par évaporation. L'exposition du co-

précipité al'eau conduit a une dispersion colloidale du médicament.

En 1966, Goldberg et al. [4, 5] ont prouvé que le principe actif dans une dispersion solide peut étre
présent dans un état microcristalin et/ou dispersé a I’ échelle moléculaire dans la matrice, formant

ains une solution solide.
1. Généralités
1.1. Définition

Le terme «dispersion solide » se référe a un groupe de produits solides constitués dau moins de deux
composants différents, en général une matrice hydrophile et un médicament hydrophobe. La matrice peut
étre soit cristalline ou amorphe. Le principe actif peut étre dispersé a I’ échelle moléculaire, sous forme de
particules amorphes ou de particules cristalines [6]. La figure 111.1 schématise les trois (03) modes

d’incorporation du principe actif dans une dispersion solide [7].

0, U
@ % S&QO

(S

Particulescristallines Particules amor phes Dispersion moléculaire

Figurelll.l: Schémaillustrant lestrois modes d’incorporation
du principe actif dans une dispersion solide
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1.2. Polymeres utilisés

Les principaux matériaux, auss dénommés polymeéres, utilisés comme véhicules dans la préparation des

dispersions solides sont regroupés dans le tableau 111.1[8].

Tableau I11.1 : Exemples de véhicules utilisés dans la préparation des dispersions solides

Sucres Dextrose, Saccharose, Galactose, Sorhital,
Maltose, Xylitol, Mannitol, Lactose

Acides Acide citrique, Acide succinique

Polyvinylpyrrolidone (PVP), Polyéthylene glycol
Polymeéres (PEG), Hydroxypropyl-méthylcellul ose,
Méthylcellulose, Hydroxyéthylcellulose,
Hydroxypropyl cellulose, Cyclodextrines,
Galactomannane, Pectine

Polymeres insolubles ou entériques Phtal ate d'hydroxypropyl méthylcellul ose,
Eudragit L-100, Eudragit S-100, Eudragit RL,
Eudragit RS
Tensioactifs Stearate de pol yoxyéthylene, Poloxameére 188,

Tweens, Spans

Divers Pentaérythritol, Pentaerythrityl tétra acétate, Urée,
Uréthane, Hydroxyalkyle xanthines

Aussi, précisons que pour la rédisation de notre éude, nous avons utilise comme véhicules le

polyéthylene glycol (PEG) et les cyclodextrines.

+ Polyéthyléene glycols (PEGS)
Les polyéthylene glycols (PEGs) sont des polymeéres synthétiques hydrosolubles avec la structure
chimique générale H(-O-CH2-CH2)n-OH ou n est le nombre de motifs répétitifs d’ oxyéthylene [9].
Les PEGs sont disponibles dans une large gamme de poids moléculaire (PM). A température
ambiante et en fonction du poids moléculaire, les PEGs se trouvent sous les formes suivantes [10] :

e Liquides(PM : 200 - 600) ;

e Semi-solides avec une consistance de vaseline (PM : 800 - 1500) ;

e Cireuse (PM : 2000 - 6000) ;

e Cristaux durs et fragiles au-dessus de 20 000.

&
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Les PEGs sont largement utilisés dans diverses formulations pharmaceutiques, telles que les
préparations pour application locale, parentérales, ophtalmiques, orales et rectales. Ils ont été aussi
utilisés expérimentalement dans des matrices polyméres biodégradables pour les systemes a
libération contrélée[9].

Des mélanges de PEGs peuvent étre utilisés dans la formulation des suppositoires, présentant ainsi
de nombreux avantages par rapport aux graisses. Par exemple, le point de fusion du suppositoire
peut étre rendue supérieur pour résister & une exposition de climats plus chauds; la libération du
meédicament ne dépend pas du point de fusion ; la stabilité physique au stockage est meilleure ; et

les suppositoires sont facilement miscibles avec les liquides rectaux [9].

Le PEG 6000 est un polymére de haut poids moléculaire, constitué d'un mélange de polymeres
ayant des degrés de polymérisation différents. Il est tres soluble dans I'eau. || montre également une
bonne solubilité dans plusieurs solvants non agueux, qui est un avantage pour la préparation des

dispersions solides par la méthode d’ évaporation [10].

Aussi, I’ une des caractéristiques intéressantes de ce polymere, est I’amélioration de la solubilité des
substances médicamenteuses, par sa capacité a améliorer le mouillage et a réduire I'agglomération
de ces substances. Le point de fusion du PEG 6000 est de 55 a 63 °C [10]. Ces températures de
fusion relativement basses sont avantageuses pour la préparation des dispersions solides par la

méthode de fusion.

+ Cyclodextrines (CDs)

Les CDs dérivent d’'une hydrolyse enzymatique de I’amidon sous I’action de la cycloglycosyl
transférase [11]. Ce sont des oligosaccharides cycliques, dénommés a, B, ou y-CD, contenant
respectivement 6, 7 ou 8 unités de glucopyranose. Chagque unité de glucose contient deux alcools
secondaires en C-2 et C-3 et un alcool primaire ala position C-6, fournissant 18 a 24 sites pour la
modification chimique et la dérivation [12]. Les molécules de sucre se disposent en anneaux

concentriques hydrophiles al’ extérieur et relativement hydrophobes al’ intérieur.

Il existe des formes différentes de par e nombre d’ unités de glycopyranose constitutives, ainsi que
par leur solubilité agueuse [11]. La nomenclature des CDs doit inclure au minimum, la CD native
(a, B, ou y-CD) ainsi que le type et le nombre de substituants. Les substituants sont généralement

indiqués par une abréviation placée devant la CD native [12].
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Les propriétés physico-chimiques des CDs facilitent la formulation des principes actifs insolubles,
qui généralement, sont difficiles a formuler al’ aide des excipients conventionnels. L’ encapsulation
des principes actifs hydrophobes a l'intérieur de la cavité de la CD peut améliorer de facon
significative la solubilité aqueuse, la stabilité, la vitesse de dissolution et la biodisponibilité du
meédicament complexé [12]. Les caractéristiques des CDs seront détaillées ultérieurement dans le

chapitre des complexes d’inclusion.
2. Classification physico-chimique

Selon leurs caractéristiques physicochimiques, trois (03) classes principales de dispersions solides
peuvent étre distinguées: les méanges eutectiques simples, les solutions solides et les solutions

vitreuses.
2.1. Mélanges eutectiques simples

Un mélange eutectique simple peut étre décrit comme un mélange physique intime de deux
composants cristallins, qui sont totalement miscibles al'état liquide, mais pas a I'état solide. Sur la
figure 111.2, les températures de fusion de deux matieres (A et B) sont tracées en fonction de la
composition du mélange. Seulement A pur, B pur et la composition eutectique se caractérisent par
une seule fusion endothermique dans une expérience de calorimétrie a balayage différentiel. A et B
ont leurs propres points de fusion. Lors de |'addition de B a A, ou de A a B, les points de fusion
sont réduits[10].

A une composition particuliere (la composition du mélange eutectique), le point eutectique est
atteint, représentant le point de fusion le plus bas de tout mélange de A et de B. Le point E, appelé
point eutectique est un mélange de deux composés qui cristallise sous forme de tres fines particules
ayant le point de fusion le plus bas des deux composés. En dessous de la température eutectique,

aucune phase liquide n’ existe [10].

Dans les systemes binaires avec d'autres compositions que la composition eutectique, un des
composants commence a cristalliser avant 'autre. Quand un mélange eutectique, composé d'un
principe actif faiblement soluble et d' un véhicule trés soluble, est exposé a I'eau ou aux fluides
gastro-intestinaux, le véhicule soluble se dissout en laissant le principe actif dans un état cristallin
trés fin qui ira rapidement en solution. En raison de l'augmentation de la surface d’échange du
compose insoluble, une vitesse de dissolution améliorée et par conséquent une absorption orale

accrue est obtenue [10].
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Température (°C)
Mélange liquide
deA +B

Cristaux de Cristaux de

Apur + B pur +

M éange liquide M élange liquide

Température
Solide A +B eutectique
100% A Composition 100% B
eutectique

Figurelll.2: Diagramme de phase d'un mélange eutectique simple

2.2. Solutions solides

Une solution solide peut étre décrite comme une solution a l'état solide, qui se compose d’ une seule
phase avec plusieurs composés présents dans le mélange. Elle peut étre considérée comme un soluté
solide dissout dans un solvant solide. 1l a été rapporté gu’ une solution solide d'un principe actif
hydrophobe dans un véhicule hydrophile permet d'obtenir une vitesse de dissolution plus rapide que
celle d'un mélange eutectique, car dans une solution solide, la taille des particules du principe actif
est réduite a son strict minimum puisqu’il est dispersé al’ échelle moléculaire dans le véhicule [13,
14, 15].

Le composeé peu soluble est totalement dissous dans un véhicule solide tres soluble dans I'eau et par
conséguent lataille des particules du principe actif est réduite. De cette facon le véhicule détermine
la vitesse de dissolution du principe actif sachant que ce dernier est d§ja dissous a l'état solide, avant
méme qu'il soit en contact avec le milieu de dissolution. Les solutions solides sont souvent classées

selon deux aspects :

= Selon la mesure de leur miscibilité, nous distinguons les solutions solides continues et les

solutions solides discontinues.

= Suivant la distribution des molécules dans le véhicule, les solutions solides peuvent étre

classées en solutions solides de substitution et solutions solides interstitielles.
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2.2.1. Solutions solides continues

Dans une solution solide continue les composants sont totalement miscibles entre eux en toutes
proportions aussi bien a I’ éat liquide qu’a I'état solide. L'énergie du réseau de la solution solide
continue pour toutes les compositions est supérieure a celle des composants purs respectifs a |'état
solide. La figure I11.3 montre le diagramme de phase hypothétique d'une solution solide continue
[10].

Liquide

Solution solide

100%a. Composition 100%pB
Figurelll.3: Diagramme de phase hypothétique d'une solution solide continue

2.2.2. Solutions solides discontinues

Dans les solutions solides discontinues, la solubilité ou lamiscibilité d'un composant dans |'autre est
limitée. La figure I11.4, montre un diagramme de phase typique d'une solution solide discontinue.
La région marquée o. est une solution solide de B dans A. Dans ce cas, le composant A serait
considéré comme le solvant et B comme soluté. De méme, la région marquée p est une solution
solide de A dans B. Dans ces régions (o, f) un composant solide est completement dissous dans
['autre composant solide, de sorte que chague composant est capable de dissoudre partiellement

['autre composant [10].

T

Solid g+
Liquidartf?

Solid oA

100% A Composition 100%B
Figurelll.4 : Diagramme de phase hypothétique d'une solution solide discontinue
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2.2.3. Solutions solides de substitution

Dans les solutions solides de substitution, les molécules du soluté remplacent celles du solvant dans
le réseau cristalin du solide solvant. Dans ce cas, le soluté et le solvant sont sensiblement
isomorphes (forme de taille voisine). Les solutions solides de substitution peuvent étre continues ou
discontinues. Selon la regle de Hume Rothery, la formation d’une solution solide de substitution
n'est possible que s la différence entre le diamétre effectif des molécules dissoutes et celui des
molécules du solvant est inférieur a 15%. La figure I11.5 montre schématiquement |’ aspect d'une

solution solide de substitution.

— Solvant

— Soluté

L X X _
(X X X
®O®®
L X X AW

9

Figurelll.5: Schéma d'une solution solide de substitution

2.2.4. Solutions solides inter stitielles

Contrairement aux précédentes, les solutions solides interstitielles se forment lorsque les molécules
des deux produits ont une taille tres différente. Dans les solutions solides interstitielles, les
molécules d'un soluté dissous occupent les espaces interstitiels entre les molécules du solvant dans
le réseau cristallin du solvant. Afin de sadapter dans les interstices, lataille des molécules du soluté
est critique. Le diamétre des molécules du soluté doit étre inférieur a 59% du diametre des
molécules du solvant [16]. En outre, le volume des molécules du soluté doit étre inférieur a 20%
environ de celui des molécules du solvant. Lafigure 111.6 montre |’ arrangement des molécul es dans

une solution solide interstitielle.
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0000 -

Figurelll.6 : Schémad'une solution solide interstitielle

<+«— 1 Soluté

Enfin, signalons que dans la pratique, seules les solutions solides discontinues sont formeées.
2.3. Solutions vitreuses

Une solution vitreuse, également connue en tant que solution amorphe, est un systeme homogéne
vitreux dans lequel un soluté est dissous dans un solvant vitreux solide. L'état vitreux est caractérisé
par latransparence et la fragilité a une température inférieure a la température de transition vitreuse
(Tg). Latransition vitreuse n’ est pas une transition nette, mais une transition progressive. Chiou et
Riegelman (1969) [17] ont été les premiers a introduire le concept de formation d’une solution

vitreuse comme une méthode pour améliorer la dissolution et |'absorption orale.

En cas d'échauffement, les verres se ramollissent progressivement et continuellement a partir d'un
état dur, vitreux ou cassant a un état souple ou en éastomere avec un changement de capacité
thermique a la température de transition vitreuse (Tg). Ceci est d( au fait que les liaisons chimiques
dans un verre différent considérablement en longueur et en force. Tg est définie comme étant la
température moyenne de la région de la température de transition entre cassant et mou. Bien en

dessous de laTg, les solutions vitreuses sont des matériaux vitreux durs, rigides.

A une température bien au-dessus de la Tg, les matériaux sont caoutchouteux. Le volume
spécifique, la chaleur spécifique, la viscosité, I’indice de réfraction, la conductivité thermique ainsi
gue d'autres propriétés physico-chimiques du verre montrent des changements lorsgqu'il est refroidi
ou chauffé dans la région de transition vitreuse [18]. Le principal avantage des solutions vitreuses
par rapport aux solutions solides, est qu'elles ne possedent pas un fort réseau comme les véritables
solutions solides. Un inconvénient important des solutions vitreuses est que I'état vitreux est
meétastable par rapport a I'état cristallin, et en fonction de ses propriétés physico-chimiques et les
conditions de stockage, un verre peut se transformer en un solide cristalin.
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3. Avantages

Rappelons que I'améioration de la biodisponibilité d’un principe actif par la modification de sa
solubilité dans I'eau peut étre obtenue par des approches chimiques ou des approches de
formulation. Les approches chimiques sont obtenues par la formation de sels ou par |’ incorporation
de groupes polaires ou ionisables dans la structure principale du principe actif, conduisant a la

formation d'un « pro-médicament » (« pro-drug »).

Les dispersions solides semblent étre la meilleure approche pour améliorer la solubilité des
meédicaments par rapport aux techniques mentionnées antérieurement, parce qu'elles sont plus
faciles a préparer et plus applicables [1]. Par exemple, laformation d’un sel ne peut étre utilisée que
pour les principes actifs faiblement acides ou basiques et non pas pour les substances neutres. En
outre, il est frequent que laformation du sel ne permette pas d'obtenir une meilleure biodisponibilité

du fait de sa conversion in vivo en formes acides ou basiques.

Aussi, notons que les approches de formulation comprennent les dispersions solides, la
solubilisation et les techniques de réduction de la taille des particules entre autres. En comparaison
avec les produits liquides obtenus par solubilisation, les dispersions solides conviennent mieux aux
patients car elles permettent aisement la formulation des formes gal éniques orales solides.

La micronisation permet aussi d’améliorer la solubilité par la réduction de la taille des particules.
La dispersions solide quant a €lle, est plus efficace gue la technique de micronisation, car cette
derniére présente une limite dans la réduction de la taille de la particule (autour de 2-5 pum) qui est
souvent pas assez pour améliorer considérablement la solubilité du principe actif ou sa libération
dans l'intestin gréle et, par conséquent sa biodisponibilité. En outre, les poudres solides avec une
tres faible granulométrie ont de mauvaises propriétés mécaniques, tels que le faible débit, une

adhérence élevée, et sont extrémement difficiles a manipuler [1].

Par ailleurs, la gestion du profil de libération d’un principe actif hydrophilisé est basée sur la
manipulation du véhicule utilisé et les propriétés des particules de la dispersion solide préparée. Les
paramétres, tels que le poids moléculaire et la composition du véhicule, la cristallinité du principe
actif, la taille des particules, la porosité et la mouillabilité des particules peuvent conduire a une

amélioration de la biodisponibilité lorsgu’ils sont bien maitrisés [1].




Chapitre III : Dispersions solides

Enfin, parmi les propriétés avantageuses des dispersions solides dans I’industrie pharmaceutique,

NOUS pouvons mentionner :

e Granulométrieréduite des particules
Les dispersions moléculaires, comme les dispersions solides, correspondent a la plus faible
réduction de la taille des particules. Apres dissolution du véhicule, le principe actif est dispersé a
I’ échelle moléculaire dans le milieu de dissolution. La grande surface d' échange formée conduit a

un taux de dissolution accru et, par conséquent, al'amélioration de la biodisponibilité [1].

e Maeilleure mouillabilité des particules
Une forte contribution a I’ augmentation de la solubilité du médicament est liée a l'amélioration de
sa mouillabilité vérifiée dans les dispersions solides. Récemment, I'introduction des tensioactifs

dans latroisiéme génération des dispersions solides arenforcé I'importance de cette propriété [1].

e Porosité éevée des particules
Les particules des dispersions solides ont un degré de porosité éevé. L'augmentation de la porosité
dépend aussi des propriétés du véhicule, par exemple, les dispersions solides contenant des
polymeéres linéaires produisent des particules plus grosses et plus poreuses que celles contenant des
polymeéres réticulaires et, par conséquent, entrainent une augmentation du taux de dissolution. La
porosité accrue des particules des dispersions solides accélere également le profil de libération du

meédicament [1].

e Etat amorphe du principe actif
A I'éat amorphe, les principes actifs cristallins peu solubles dans I’ eau, ont tendance a avoir une
plus grande solubilité. Généralement, I'améioration de la libération d’ un principe actif peut étre
obtenue en I’ utilisant dans son état amorphe, car aucune énergie n’est nécessaire pour briser le

réseau cristallin pendant le processus de dissolution [1].
4. Préparation
Pour la préparation des dispersions solides différentes méthodes ont été rapportées dans la

littérature. Parmi celles-ci, la fusion et |'évaporation représentent les deux principales méthodes de

préparation des dispersions solides.
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4.1. Méthode defusion

Dans cette méthode, un mélange physique composé d'un principe actif et d’un véhicule est chauffé
jusgu'a ce qu'il soit fondu. La masse fondue est ensuite refroidie, et la dispersion solide résultante
est pulvérisée et tamisee [8]. Pour refroidir et solidifier le mélange fondu, plusieurs procédés sont
utilisés tels que le bain de glace sous agitation, |’ épandage sur couche mince en acier inoxydable
suivi par un courant d'air froid, la solidification dans des boites de Pétri a température ambiante
dans un dessiccateur et I'immersion dans I'azote liquide.

Cependant, I'utilisation des températures élevées dans ce procédeé peut provoquer la dégradation de
certains principes actifs. Ce qui constitue une limitation pour cette méthode. Aussi, en raison de la
viscosité élevée de la matrice polymere a I'état fondu, une miscibilité incompléte entre le principe
actif et le véhicule peut avoir lieu. Pour y remédier aux limites de cette méthode, plusieurs
modifications ont éé introduites a la méthode « fusion » d’origine, comme |'extrusion a chaud, le

Meltrex™ ou |’ agglomération a I’ état fondu [1].

L’extrusion a chaud (« Hot-stage extrusion ») consiste en I'extrusion, a grande vitesse de rotation,
du principe actif et du véhicule, préalablement mélangés, a la température de fusion pendant une
petite période de temps. Apreés refroidissement a la température ambiante, le produit résultant est
ensuite recueilli puis broyé[1].

Le Méeltrex™ est un procédé de fabrication de dispersion solide breveté. Les éléments essentiels
dans la technologie Meltrex™ est |'utilisation d'une extrudeuse a double vis spéciale et la présence
de deux trémies indépendantes dont |a température peut varier sur une large plage de température.
Ce procédé permet un temps de s§our réduit du médicament dans I'extrudeuse, ce qui permet
d avoir un écoulement continu de la masse et d'éviter les contraintes thermiques au principe actif et
aux excipients. L'application de cette technique peut protéger les médicaments sensibles a

I'oxydation et al'hydrolyse par I'éimination compl éte de I'oxygéne et de I'humidité du mélange [1].

L’agglomération a I'état fondu («Melt agglomeration ») permet de préparer des dispersions
solides, dans des mélangeurs classiques a haut cisailllement. Elle est obtenue par addition du
véhicule fondu contenant le principe actif aux excipients chauffés, en gjoutant le véhicule fondu a
un mélange de principe actif et d’ excipients, chauffés au préalable, ou par chauffage d'un mélange
de principe actif, de véhicule et d’ excipients a une température comprise dans la plage de fusion du

véhicule ou au-dessus de celle-ci [1].
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4.2. Méhode d’ évaporation

La méthode d'évaporation consiste en la solubilisation du principe actif et du véhicule dans un
solvant volatil qui est ensuite évaporé. Dans cette méthode, la décomposition thermique des
meédicaments ou des véhicules peut étre évitée, étant donné que I'évaporation du solvant organique
se produit a basse température. Un procédé classique de préparation de ces dispersions solides
consiste a dissoudre le principe actif et le véhicule polymére dans un solvant commun, tel que
I'éthanol, le chloroforme, ou un mélange d'éthanol et de dichlorométhane. Les films obtenus sont
pulvérisés et broyés. Les différences dans les procedés d'évaporation de solvant sont liées a la
procédure d'évaporation du solvant, qui comprend généralement e séchage sous vide, le chauffage
du mélange sur une plaque chaude, I'évaporation lente du solvant a basse température, I'utilisation
d'un évaporateur rotatif, un courant d'azote, le séchage par pulvérisation, la lyophilisation et

I'utilisation des fluides supercritiques (SCF) [1].

5. Analyse des dispersions solides

Pour la caractérisation des dispersions solides, nous avons fait appel d’une part, aux méthodes
d’analyse physicochimique telles que la calorimétrie a balayage différentiel (DSC), la diffraction
des rayons X (DRX) et la spectroscopie infrarouge (IR) et, d'autre part, a | étude
bi opharmaceuti que basée essentiellement sur le test de dissolution.

5.1. Caractérisation physicochimique

Les méthodes thermiques et spectrales (DSC, DRX et IR) sont d'un intérét particulier. L’ objectif
principal de I'utilisation de ces méthodes est de faire la différence entre la structure cristalline et non
cristalline des dispersions solides.

e Calorimétrie a balayage différentiel (DSC)

Lorsqu'un matériau est chauffé ou refroidi, il se produit une modification dans sa structure (par
exemple, la fusion ou la cristalisation), ou dans sa composition (par exemple |’ oxydation). Ces
modifications sont liées al'échange de la chaleur. Certains de ces changements sont endothermiques
(C'est-a-dire processus de consommation de la chaleur telle que la fusion), et dautres sont

exothermiques (c.-a&d processus de production de la chaleur tels que la cristallisation) [8].
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L’ Analyse calorimétrique a balayage différentiel (DSC) est utilisée pour mesurer les différences de
flux de chaleur entre un échantillon et une référence lors d'un changement de température control ée.
L’ analyse DSC permet d’ obtenir des informations quantitatives et qualitatives sur les changements
physiques et chimiques qui se produisent dans I'échantillon. La DSC est largement utilisée dans
I'industrie pharmaceutique afin de déterminer les points de fusion, la pureté et la température de

transition vitreuse des matériaux [8].

Pour la dispersion solide, la DSC est un outil puissant pour évaluer les interactions principe actif-
véhicule, déterminer la solubilité d'un principe actif dans un véhicule polymere, détecter les
modifications polymorphes et controler les changements induits par 1'age [8]. L'absence de pic de
fusion du principe actif dans le profil thermique DSC d'une dispersion solide indique que le principe

actif est dispersé au niveau moléculaire, ou il est sous forme amorphe.

Aussi, étant donné que les polymorphes ont généralement des points de fusion différents, la DSC
peut étre utilisée pour détecter le polymorphisme. Cette propriété est extrémement importante
lorsgque des composés organiques a longue chaine sont étudiés, parce que presque tous ces
composes présentent un polymorphisme [8]. La figure 111.7 représente un schéma d'un systeme de
DSC, et un profil de température typique d'un matériau qui subit une transition vitreuse, une

cristallisation et une fusion.
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Figurelll.7 : Schémad'un systéme DSC (a) et d’ un thermogramme typique (b)
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e Diffraction desrayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est la technique de base pour obtenir des informations sur la structure
atomique des solides crigtallins. Le phénomeéne de diffraction des rayons X par les cristaux résulte
d'un processus de diffusion dans lequel les rayons X sont dispersés par les électrons des atomes sans
changement de longueur d'onde [8]. La cristalinité dans un échantillon se traduit par une zone

d'empreinte caractéristique dans le diagramme de diffraction.

Dans une dispersion solide, la cristallinité dans le principe actif peut étre identifiée séparément de la
cristallinité dans le véhicule al'aide de la diffraction des rayons X. Par conséquent, il est possible de
différencier les dispersions solides, dans lesquelles le principe actif est dispersé au niveau
moléculaire, et les dispersions solides dans lesquelles le principe actif est présent sous forme
cristalline. Toutefois, les cristallinités en dessous de 5 a 10% ne peuvent pas en généra étre

détectées par la diffraction des rayons X [8].

Laloi de Bragg est utilisée pour mesurer les distances entre les plans des atomes qui forment un
réseau cristallin [10] :
nA=2dsine Eq.ll1.1
Ou
e nestunnombreentier;
e Aestlalongueur d'onde des rayons X ;
e dest I'espacement entre les plans dans le réseau atomique ;

e O est l'angle entre le rayon incident et les plans de diffusion.

L'espacement entre les plans dans le réseau atomique (d) est une caractéristique unique pour chague
solide cristallin, qui peut étre interprétée dans un balayage de rayons X. Par comparaison avec les
modeles standards de référence et les mesures (pics et intensités relatives), le matériau et ses

polymorphes peuvent étre identifiés.

Le Centre international des données de la diffraction (ICDD) offre un large éventail de données
«standard », qui contiennent plus de 150.000 modéles de diffraction des rayons X, a la fois
expérimentaux (environ 94 000) et calculés (environ 59 000), de presque toutes les substances

cristallines inorganiques connues et de nombreuses substances organiques.
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L'appareil de diffraction des rayons X (Figure |11.8) est composé d'une source de rayons X et d'un
détecteur pour récupérer les rayons X diffractés. L’ attaque d'une anode d'un métal particulier avec
des électrons de haute énergie dans un tube scellé sous vide génere des rayons X qui peuvent étre
utilisés pour la diffraction des rayons X. Le tube le plus couramment utilisé est le tube de cuivre
(Cu) arayons X, dont lalongueur d'onde de laradiation la plus forte est d'environ 1,5418 angstroms
(A). D'autres anodes couramment utilisées dans les tubes de générateurs de rayons X sont le Cr
(2,29A), leFe (1,94 A), leCo (1,79 A) et leMo (0,71 A).
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Figurelll.8: Schémad'un diffractometre des rayons X sur les poudres

e Spectroscopieinfrarouge a transformeée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est largement utilisée en raison de sa
fourniture rapide de spectres a haute résolution avec des échantillons dans la gamme du
nanogramme [8]. Les changements structurels et I’ absence de structure cristalline peuvent conduire
a des changements dans la liaison entre les groupes fonctionnels qui peuvent étre détectés par la
spectroscopie infrarouge. Etant donné que les pics dans le spectre IR ne sont pas tous sensibles a
des modifications cristallines, il est possible de faire la différence entre ceux qui sont sensibles a

I'évolution de la cristallinité et ceux qui ne le sont pas[8].
5.2. Etude biophar maceutique

L'essai de dissolution in vitro est important pour contréler une formulation pharmaceutique et
expliguer son comportement biopharmaceutique [19]. L'éude des cinétiques de dissolution des
dispersions solides permet de mettre en évidence I’ évolution de la solubilité et de la vitesse de

passage en solution des principes actifs.
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L'essal de dissolution in vitro est effectué al'aide d'un appareil standardisé appelé « dissolu test ».
Cdui-ci est composé de six a huit récipients cylindriques a fond hémisphérique, dans les quels est
introduit le milieu de dissolution. Ces récipients sont placés dans un bain d'eau thermostatée et
chacun d'eux est muni d'un agitateur, généralement a palette ou a panier. La partie supérieure de la
tige de I'agitateur est reliée a un moteur muni d'un régulateur de vitesse. Les prélevements des
échantillons peuvent étre effectués en mode manuel ou en mode automatique [20]. Les paramétres
de dissolution liés aux conditions opératoires spécifiques au produit a étudier devront étre bien

définis et contrdlés selon les Pharmacopées [19] :

e Nombre de formes testées;;
e Température del’ essa réglée a 37,0 £ 0,5°C, correspondante alatempérature corporelle ;
e Vitesse d agitation selon laméthode utilisée ;

0 Vitesse derotation (paniers, palettes)

0 Vitessed amplitude (cylindres)

o Déhit (cellule)

e Volume du milieu de dissolution ;
e Milieu de dissolution (composition) ; il doit permettre la dissolution du principe actif et le

maintien des conditions sink.

En regle générale, on utilise un milieu de dissolution aqueux. La composition du milieu de
dissolution est choisie en fonction des caractéristiques physico-chimiques du ou (des) principe(s)
actif(s) et excipient(s), en restant dans les limites des conditions auxquelles un médicament ou une
forme pharmaceutique sont susceptibles d'étre exposés apres administration. Ceci s applique
notamment au pH et alaforce ionique du milieu de dissolution. Le pH du milieu de dissolution est

habituellement compris entre 1 et 7,6.

Les solutions tampons sont largement utilisées, en partant des solutions acides (pH 1,2) préparées
au moyen d’acide chlorhydrique dilué additionné de chlorure de sodium pour simuler le milieu
gastrique, jusqu’ aux solutions alcalines (pH compris entre 6,5 et 8) utilisées pour simuler le milieu
intestinal, en passant par des solutions tampons de pH intermédiaires (entre 4 et 6) qui

correspondent au pH duodénal [19].
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Les milieux gastrique et intestina artificiels, FaSIF (Fasted Simulated Intestinal Fluid) et FeSIF
(Fed Simulated Intestinal Fluid), sont des solutions qui sont plus conformes aux sucs digestifs par
addition d’ enzymes (pepsine et pancréantine) et éventuellement de sels biliaires ou de lécithine. lls
sont utilisés pour simuler les conditions physiologiques ou I’ influence d’une aimentation [21]. Les

différents milieux utilisables et leurs compositions détaillées sont décrits dans les Pharmacopées.

Enfin, les cinétiques de dissolution conduisent a la détermination du pourcentage de principe actif
dissous en fonction du temps. Les résultats de |’ essai de dissolution sont exprimeés en % cumulés en

fonction du temps et tendent vers 100% [19].

Conclusion

La plupart des nouvelles entités chimiques prometteuses sont des principes actifs peu solubles dans
I’ eau, pouvant présenter un manque d'effet thérapeutique, en raison de leur faible biodisponibilité.
La réalisation des dispersions solides est |’ une des approches les plus intéressantes pour améliorer
les performances de ces substances meédicamenteuses par |’augmentation de leur solubilité, leur

vitesse de dissolution et leur stabilité.
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I ntroduction

Le systeme d’ administration d’ un médicament prévoit de libérer la quantité requise du principe actif
au site de la cible pour la période de temps nécessaire, a la fois efficace et précise. Différentes
matieres de véhicules sont constamment dével oppées pour surmonter les propriétés indésirables des
molécules médicamenteuses. Parmi celles-ci, les cyclodextrines sont considérées comme des
candidats potentiels en raison de leur capacité a modifier les propriétés physiques, chimiques et

biologiques des mol écules invitées par laformation de complexes dinclusion [1].

Les CDs ont été isolées pour la premiére fois par Villiers en 1891, grace a I’ expérience de la
dégradation enzymatique de I’amidon par une souche de micro-organismes (I’amylase de Bacillus
macerans : cyclodextrinase). Villiers met en évidence deux produits (probablement 1’a-

cyclodextrine et la B-cyclodextrine) a propriétés physico-chimiques proches de celles de la cellulose

[2].

Les cyclodextrines ont été caractérisées en 1903 par Schardinger en tant qu’oligosaccharides
cycliques, c'est pour cette raison quelles sont nommeées dextrines de Schardinger dans les
premiéres publications traitant les cyclodextrines. En 1938, Freudenberg et a. ont mis en évidence
gue les cyclodextrines sont construites a partir d’'unités de D-glucoses liées entre elles par des

liaisons a-1,4 glucosidiques [2].

Freudenberg et al. ont découvert que les cyclodextrines éaient capables de former des complexes
d’inclusion et déterminent entierement la structure de la y-cyclodextrine. Dans les années 1950,
I’égquipe de French et de Cramer ont intensément travaillé sur la synthése et la purification de
complexes de cyclodextrines. Le premier brevet concernant I’ application des cyclodextrines pour la

mise en forme d’ un composé a activité biologique sera déposé par Freudenberg en 1953 [2].

A partir des années 70, et apres plusieurs études prouvant qu’il N’y a pas de toxicité inhérente a la
cyclodextrine empéchant son utilisation, les cyclodextrines sont produites et utilisées dans
I’industrie. Actuellement, la production de la -CD est supérieure a 1000 T/an et son prix continue
de baisser. D’ autres cyclodextrines naturelles ou modifiées sont produites industriellement. Enfin, le
nombre de publications et de brevets n'a cessé d’augmenter de facon exponentielle au cours du

20°me siecle [2].
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En 2007, CD-NEWS a recensé 39 679 publications, dont une part significative est dédiée pour
I’utilisation de ces matieres comme agents de solubilisation dans le domaine pharmaceutique. Le
premier produit pharmaceutique contenant une CD est la prostaglandine E2/BCD (Prostarmon E™
comprimé sublingual) commercidisé au Japon en 1976. Douze ans agpres, le premier produit
pharmaceutique a base d’une CD commercialis¢ en Europe est le piroxicam/BCD (Brexin®,
comprimé) et en 1997, I’itraconazole/2-hydroxypropyl- BCD (Sporanox®, solution orale) était le premier
produit approuve aux Etats Unis [2]. Actuellement, au minimum trente cing médicaments a base de

complexes d’'inclusion sont commercialisés al’ échelle mondiae[3].
1. Cyclodextrines

Les cyclodextrines (CDs) naturelles ou chimiquement modifiées font partie de la famille des
molécules « cages ». En raison de leur structure et de leurs propriétés physico-chimiques, les CDs,
en tant que véhicules de médicaments, offrent un certain nombre d'avantages [1] :
e dlesfournissent un certain nombre de sites potentiels pour la modification chimique ;
e al’aide des différentes tailles de cavité des CDs, il est possible de piéger des médicaments
de différentes dimensions moléculaires;;
¢ le microenvironnement dans leur cavité est relativement non polaire et lipophile ;
e dlespossedent une faible toxicité et une faible activité pharmacologique ;
e dlesont une bonne solubilité agueuse ;
e dlessont plutét résistantes a I'hydrolyse par des acides organiques et de nombreuses a pha-
amylases et compléetement résistantes alafermentation de lalevure et les béta—amylases ;
e dlesne sont pas décomposées par un acalin chaud ;
e dles présentent une stabilité thermique élevée, avec une température de décomposition
approchant 300 °C;
e dles protegent les médicaments inclus/ conjugués de la biodégradation ;
e dles peuvent étre utilisées comme adjuvants de traitement pour éliminer des composants

spécifiques dans un mélange.
1.1. Caractéristiques structurales

Les CDs sont des oligosaccharides cycliques non-réducteurs obtenus industriellement par
dégradation enzymatique de I’amylose (forme lin€aire de I’amidon) a I’ aide d’ une enzyme, la
cyclodextrine glucosyltranférase (CGTase). Les trois types de CDs les plus couramment
rencontrés sont I’a-CD, la B-CD et la y-CD dites naturelles. Ces dernieres sont constituées

respectivement de 6, 7 et 8 unités D-glucopyranosiques liéesen a-1,4 [2, 4-6].
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Les gructures tridimensonneles des CDs ont pu ére obtenues a partir de I'éude de leurs
monocristaux par diffraction des rayons X (et méme de quelques monocristaux de complexes CD),
ce qui a permis de mettre en évidence la structure tronconique des CDs et de déterminer ains les
dimensions des cavités de chacune d’dles. Ces é&udes ont permis de montrer que |’ extérieur des
CDs est tapisse par les fonctions hydroxyles des unités glucose tandis que les atomes de carbone et

d’ hydrogéne tapissent I’ intérieur de la cavité [7].

La structure des cyclodextrines, aliée al’ orientation particuliére adoptée par les diverses fonctions
hydroxyles des unités glucopyrannose donnent aux CDs leur caractere amphiphile caractéristique du
a un extérieur relativement hydrophile (surface de contact avec le solvant) et a un cceur

relativement hydrophobe (surface de contact avec lamolécule invitée) [2, 8].

Les CDs présentent une forme torique, le coté le plus étroit éant appelé face primaire (les
hydroxyles primaires en Cs y sont situes) et le cote le plus large ; face secondaire (les deux groupes
hydroxyles secondaires portés par les carbones C; et Cz de chaque unité y sont localisés). Lalibre
rotation des hydroxyles primaires diminue le diametre effectif de la cavité du c6té ou ils se
trouvent, alors que, les hydroxyles secondaires sont en position plus figée. L’ intérieur de la cavité
est constituée par des atomes d’ hydrogeéne portés par les carbones Cs et Cs ains que par les atomes
d’ oxygene participant a la liaison glycosidique ce qui lui confére un caractére apolaire [9, 10]. De
plus, les hydroxyles primaires et secondaires forment un réseau dense de liaisons hydrogene
contribuant aing a la rigidité du macrocycle et stabilisant la forme tronc-conique des molécules.
Cette dructure spatide des CDs (Figure 1V.1) et auss responsable de certaines de leurs
caractéristiques physico-chimiques [8]. Le tableau 1V.1 résume quelques propriétés structurales
des cyclodextrines naturelles notamment celles de o-CD, B-CD et y-CD [2, 8, 11, 12].
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FigurelV.1: Structure chimique d’ une cyclodextrine naturelle
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Tableau V1.1 : Propriétés structurales des cyclodextrines naturelles (a-CD, B-CD et y-CD)

Nombre Dimensions (nm) Volume Constante
CD d unités delacavité | de stabilité
glucoses | Hauteur | Diameétre extérieur | Diamétre intérieur (nmd) K11?
(nm) (nm) (nm) (M)
a-CD 6 0,78 1,37 0,57 0,174 130+ 8
B-CD 7 0,78 1,53 0,78 0,262 490+ 8
y-CD 8 0,78 1,69 0,95 0,472 350+ 8

a: constante de stabilité moyenne des complexes invitée/CD 1:1 en solution aqueuse a 25°C.

1.2. Propriétés physico-chimiques

Nous nous sommes intéressés essentiellement aux cyclodextrines naturelles a-CD, B-CD et y-CD
dont les principales caractéristiques physicochimiques sont regroupées dans le tableau | V.2 [8, 11-

13).

Tableau V.2 : Caractéristiques physico-chimiques des CDs naturelles (a-CD, B-CD et y-CD)

Caractéristique a-CD B-CD v-CD
Formule brute C3sHe0Oz0 C42H7003s CasHs0040
Masse molaire (g/moal) 972 1135 1297
Solubilité dans|’eau a25°C (g/l) 145 18,5 232
Solubilité dans|’eau &25°C (mol/l) 0,1211 0,0163 0,168
pKa 12,33 12,20 12,08
Hydratation (CD, nH20) n=6a7 n=10a12 n=7al3
AHP (solution), kcal/mol 7,67 8,31 7,73
AS°® (solution) kcal. mol1.K* 13,8 11,7 14,7

Les valeurs de solubilité reportées au tableau 1V.2 montrent que malgré une forte similitude
structurale, les cyclodextrines n'ont pas un comportement comparable vis-a-vis des molécules
d'eau. La solubilité limitée de la B-CD peut étre attribuée a I'influence de liaisons hydrogeénes qui
sétablissent entre les atomes d'hydrogene et d'oxygene des fonctions alcools secondaires [14].

Cette faible solubilité a aussi été attribuée a la formation d'agrégats de 3-CD [15].
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Une étude systématique sur I'influence d'un environnement ionique a montré gque la solubilité
augmente dans des solutions de cations métalliques avec la concentration [16]. Fenyves et a.
[17] ont étudié la solubilité de la B-CD dans des solutions aqueuses de différents acides
organiques. lIs ont montré que les acides hydroxyligues tels que les acides citrique et tartrique

augmentent la solubilité de la B-CD dans I'eau tandis que les acides carboxyliques la diminuent.

Lors des syntheses de 3-CD modifiées, mono- ou poly-modifications, les solubilités obtenues sont
aors tres largement augmentées par rapport a la CD naturelle y compris apres greffage de
groupements relativement hydrophobes renforcant I’ hypothése du réseau stabilisant. C'est le
caractere amphiphile lié a leur structure tridimensionnelle qui donne aux CDs la propriété la
plus intéressante, celle de former des complexes supramoléculaires en solution aqueuse avec
une (des) molécule(s) invitée(s) [18].

Les études concernant les interactions entre les cyclodextrines naturelles (a, B, y) et I'eau ont
permis de mieux comprendre les différences de solubilité constatées. Les cyclodextrines
crigtalisent sous forme dhydrates non définis (CD, nH2O) et leur taux d'hydratation est
largement dépendant de la pression de vapeur d'eau du milieu environnant [19]. D'un point
de vue énergétique les mesures des enthalpies de dissolution des cyclodextrines anhydres
et hydratées ont permis de calculer les enthalpies de déshydratation [20]. Les résultats
montrent que les énergies de liaison H2O/CD sont de I'ordre d'une dizaine de kJ par molécule

d'eau, Cc'est-a-dire cohérentes avec les énergies mises en jeu dans les liaisons hydrogene.

Certaines études s'accordent pour montrer qu'il existe un échange permanent des molécules
d'eau intra- et intermoléculaire dans la B-CD [21]. Les différences de comportement des CDs
par rapport a l'eau, en particulier, en terme de solubilité, ont été reliées ala possibilité (ou non)
d'établir des liaisons hydrogene inter glucose et intramoléculaires qui dans le cas de la B-CD
stabilise le macrocycle. Cette possibilité dépend de la distance moyenne entre les atomes
d'hydrogéne et d'oxygene (OH en C; et Cs3) qui est fonction du nombre d'unité glucose de la CD
[22].

La stabilité des CDs en solution est relativement peu influencée par les conditions de pH et de
température. Selon Stella et Rajewski [23], I'hydrolyse des cyclodextrines peut avoir lieu dans
certaines conditions de pH trés acide (< 1) et a 80 °C. En milieu tres basique (pH > pKa) il y a

possibilité de former des ions alcoolates plus solubles que les CDs neutres.




Chapitre IV : Complexes d’inclusion

1.3. Cyclodextrines modifiées et degr € de substitution

De nombreux dérivés de cyclodextrines sont décrits dans la littérature [24]. Ceux-ci sont
synthétises par greffage de différents groupements sur les fonctions alcooliques des
cyclodextrines naturelles (a, B et y). Cependant, ces dernieres présentant de nombreux hydroxyles
réactionnels (respectivement 18, 21 et 24) et la différence de réactivité entre ces sites étant
faible (les hydroxyles primaires sont |égérement plus réactionnels que les secondaires), une
substitution sélective n'est pas aisée a réaliser. Les produits commercialisés seront donc
fréquemment composés d'un mélange de substances. Le systéme se complique si le radical greffé
présente également une fonction réactionnelle. Les cyclodextrines modifiées fréquemment
rencontrées dans le domaine pharmaceutique sont les hydroxypropyl- (HP-), sulfobutylether
(SBE-) et méthyl-cyclodextrines [25]. Ces molécules sont obtenues par substitution de
certains hydroxyles par des groupements hydroxypropyl (-CsH7O), sulfobutylether (-CaiHs-
OSO3Na) et méthyl (-CHz). La B-CD, la CD naturelle la plus communément utilisée posséde 21
groupements hydroxyles dont 07 sont des groupements primaires et 14 sont des groupements
secondaires (Figure1V.2) [4, 5, 26].

FigurelV.2: Structure chimique et forme conique de la molécule -CD

Les cyclodextrines modifiées sont le plus généralement caractérisées par leur degré de
substitution moyen (D.S.), c'est-a-dire par le nombre moyen d'hydroxyles substitués par unité de
glucopyranose d'une CD (de 0 a 3) [24, 27]. Par conséquent, le D.S. pourra varier d'un lot a
l'autre ce qui aura aussi pour incidence de faire varier les masses moléculaires. Les CDs
modifiées possedent une spécificité et une solubilité aqueuse relativement importante qui peut étre
de I'ordre de 100 a 1000 g/l [28, 29]. Les structures chimiques des dérivés de la B-CD sont
regroupées dans le tableau 1V.3 [4, 6, 26].
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Tableau 1V.3 : Structures chimiques des dérivés de la B-CD

Typededérivés Structures chimiques des dérivés de la B-CD

Dérivés méthylés Diméthylée (Dimeb) : R2.=Rs =-CHs; Rs=H
Triméthylée (Trimeb) : R,= R3 = Rg= -CH3
Méthylée de facon al éatoire (Rameb) : R, et/ou R et/ou Rs = H ou -CH3

Dérivés
hydroxypropylés HP-B-CD : R et/ou Rs et/ou Rs = -[ CH,-CH(CH3)-O]-H

Dérivés sulfatés | Sulfobutyléther- p -CD (SBE- B -CD) : R, et/ou Rs €/0u Rs = -CHz-CHz-CH2-CH-OSOsNa

B -CD sulfatée: R, et/ou Rs et/ou Re= H ou -SOsNa

Au tableau V.4 sont mentionnées les caractéristiques de quelques cyclodextrines naturelles (a-CD,
B-CD et y-CD) et de leurs dérivés les plus couramment utilisés dans I’ industrie pharmaceutique [5,
25, 30, 31].

Tableau V.4 : Caractéristiques de quel ques cyclodextrines naturelles et de leurs dérivés

Poids Solubilité
Cyclodextrine Substitution | moléculaire dans|’eau Applications
(DS (Da) a25°C (mg/ml)
o-CD - 972 145 Orale, parentérale, locale
p-CD - 1135 18,5 Orale, locale
Diméthyl -B-CD (Dimeb) 2 1331 570 Orale
Triméthyl - B-CD (Trimeb) 3 1429 310 -
2-hydroxypropyl --CD (HP-B-CD) 0,65 1400 >600 Orale, parentérale, locale
Randomly méthylated - B-CD (Rameb) 1,8 1312 >500 Orale, locale
Sulfobutylether -B-CD (SBE-B—CD) 0,9 2163 >500 Orale, parentérale, locale
v-CD - 1297 232 Orale, parentérale, locale
2-hydroxypropyl y-CD (HP-y—CD) 0,6 1576 >500 Orale, parentérale, locale

Dans le cas de la substitution des CDs, méme quand il s agit de substituants hydrophobes tels
gue les groupements méthoxy, I’un des objectifs recherchés est de synthétiser des composes
dont la solubilité agueuse (Tableau 1V.4) est supérieure a celle des composés parents (surtout
la B-CD) [30]. Dans le cas de la B-CD, l'augmentation du degré de méthylation favorise la
solubilisation, ceci est valable jusqu'a ce que les 2/3 de tous les groupements hydroxyles
soient substitués, au-dela, elle diminue [9]. Dans le cadre de cette thése, nous avons utilisé un
dérivé hydroxypropylé de la B-CD commercialisé sous le nom « 2-hydroxypropyl -CD » (HP-f3-
CD) (D.S. =0,65).




Chapitre IV : Complexes d’inclusion

1.4. Toxicité

En général, les cyclodextrines naturelles et leurs dérivés plus hydrophiles sont seulement capables
de passer a travers les membranes biologiques lipophiles telles que la cornée, les muqueuses ou la
peau avec de grandes difficultés. Méme la -CD meéthylée, appelée auss randomly-méthyl f-
cyclodextrine (RAMEB) qui est plus ou moins lipophile ne passe pas facilement les membranes
biologiques lipophiles, bien gu’ elle interagisse de maniére plus efficace avec les membranes que les
dérivés hydrophiles. Gerloczy et coll. [32] ont ainsi montré que seule une trés faible quantité de
diméthyl- B-CD radio marquée est absorbée transdermiquement. On peut supposer que le haut

poids moléculaire des CDs est une des causes limitant ce passage [2].

Toutes les éudes de toxicité ont démontré que I’ administration orale de cyclodextrines est non-
toxique, ceci étant du a leur tres faible absorption gastro-intestinale (0,1 a 3%). Le caractére
hémolytique des cyclodextrines est bien connu mais n’ appardit en fait qu'a forte concentration.
En effet a faible concentration (5mmol pour I'a-CD et 10mmol pour la B-CD) les
cyclodextrines protegent les globules rouges contre I’ hémolyse osmotique et I’hémolyse induite
par la chaleur alors qu’ a forte concentration, elles provoquent I’ hémolyse en complexant et
relarguant le cholestérol des membranes cellulaires. Cette action hémolytique est faible avec la
v-CD mais plus forte avec I'a-CD et la B-CD et cette propriété conditionne les effets des CDs

par voie intraveineuse ou intramusculaire [2].

Un certain nombre d’ études toxicol ogiques ont montré que la y-CD, |a 2-hydroxypropyl--
CD, la sulfobutyléther-B-CD et la maltosyl-p-CD sont sans danger méme pour
I”administration parentérale. Par contre, I’a-CD, la B-CD et les B-CD méthylées ne sont pas
acceptables pour I’administration parentérale (irritation a I’injection pour les trois et trés

forte néphrotoxicité pour a et B) [2, 33].

1.5. Avantages

Nous nous sommes intéresses particulierement aux avantages de la complexation a I’aide des
cyclodextrines dans le domaine de la pharmacie. En effet, pour les produits pharmaceutiques, les
CDs sont principalement utilisées comme des agents complexants pour augmenter la solubilité en
milieu aqueux des meédicaments peu solubles dans l'eau ainsi que pour augmenter leur
biodisponibilité et leur stabilité[1, 2, 34].
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Aussi, les CDs peuvent étre utilisées pour réduire ou prévenir l'irritation gastro-intestinale ou
oculaire, réduire ou éiminer les odeurs ou les golts désagréables, éviter les interactions
meédicament-médicament ou médicament-additif, ou méme pour convertir les huiles et les
médicaments liquides en poudres microcristallines ou amorphes [1, 2, 34]. Les avantages des CDs

sont donc nombreux et peuvent étre illustrés de la fagon suivante :

+ Amédlioration dela solubilité
Les CDs augmentent la solubilité aqueuse de nombreux médicaments peu solubles en formant des
complexes d'inclusion avec leurs molécules polaires ou leurs groupes fonctionnels. Le complexe
résultant cache la plupart des fonctionnalités hydrophobes dans la cavité intérieure de la CD aors
gue les groupes hydroxyles hydrophiles sur 1a surface externe restent exposés a l'environnement. Le
résultat est qu’ un complexe CD-médicament soluble dans I’ eau est formeé [1].

+ Amédlioration de la biodisponibilité
Les CDs jouent un réle primordial lorsgue la faible biodisponibilité est due a une faible solubilité.
Les conditions préalables a |'absorption d'un médicament administré par voie orale est sa libération
de la formulation sous forme dissoute. Lorsgue le médicament est complexé avec la CD, la vitesse
de dissolution et par consegquent I'absorption sont améliorées. Réduire I'hydrophobie des
médicaments par I'inclusion dans les CDs améliore également leur absorption percutanée ou
rectale. En plus de I’amélioration de la solubilité, les CDs empéchent également la cristalisation
des substances actives par complexation des molécules individuelles de médicaments de sorte

gu'elles ne peuvent plus s auto-assembler pour former un réseau cristallin [1].

£ Améioration dela stabilité
La complexation a |’ aide des CDs est d'une immense application dans I'amélioration de la stabilité
chimique, physique et thermique des médicaments. La dégradation d’une molécule active lors de
son exposition a l'oxygene, al'eau, au rayonnement ou a la chaleur, découle a partir d'un ensemble
de réactions chimiques. Quand une molécule est piégée a l'intérieur de la cavité d'une CD, il est

difficile pour les réactifs de se diffuser dans |a cavité et de réagir avec la molécule invitée protégée.

Dans le cas de la dégradation thermique ou induite par un rayonnement, I'actif doit subir des
réarrangements moléculaires. La encore, en raison des contraintes stériques sur la molécule invitée
al'intérieur de la cavité, il est difficile pour la molécule piégée de se fragmenter lors de |'exposition
alachaeur ou alalumiére ou s ele se fragmente, les fragments n’ont pas la mobilité nécessaire

pour se séparer et réagir avant qu’ une simple recombinaison ait lieu [1].
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Les composants volatils peuvent étre stabilisés contre la perte en réduisant la volatilité dans le cas
des liquides et en réduisant la tendance de certains produits solides a sublimer. Le probleme des
substances hygroscopiques est également réduit par complexation avec les CDs. Les changements
physiques tels que la sédimentation et la prise en masse en suspension ou la recristallisation des
meédicaments en formes cristallines polymorphes moins solubles mais thermodynamiquement plus

stables, etc, peuvent également étre évités ou réduits par la complexation avec les CDs[1].

+ Réduction del'irritation
L es substances meédicamenteuses qui irritent I'estomac, la peau ou les yeux peuvent étre encapsul ées
dans une cavité de CD pour réduire leur irritation. La complexation a |’aide des CDs réduit la
concentration locale du médicament libre en dessous du seuil dirritation. Comme le complexe se
dissocie progressivement et le médicament libre est libéré, il est absorbé dans le corps et sa
concentration libre local e reste toujours en dessous des niveaux qui pourraient étre irritants pour la

muqueuse [1].

+ Prévention del’incompatibilité
Les médicaments sont souvent incompatibles les uns avec les autres ou avec d'autres ingrédients
inactifs présents dans une formulation. Encapsuler un des ingrédients incompatibles au sein d'une
molécule de CD stabilise la formulation en séparant physiquement les composants afin d'éviter les

interactions médicament-médicament ou médicament-additif [1].

+ Masguage del’odeur et du goQt
L’ odeur désagréable et le golt amer des médicaments peuvent étre masqués par complexation a
I’aide des CDs. Les molécules ou les groupes fonctionnels qui causent des godts ou des odeurs
désagréables peuvent étre masgqués a partir des récepteurs sensoriels en les encapsulant dans la

cavité delaCD. Les complexes résultants sont beaucoup plus acceptables par le patient [1].

+ Manutention dela matiere
En formulation gal énique et a température ambiante, les substances huileuses / liquides peuvent étre
difficiles @ manipuler et & mettre sous forme de préparations pharmaceutiques solides stables. La
Complexation avec les CDs peut convertir ces substances en poudres microcristallines ou
amorphes. Ce qui facilite leur manipulation et leur mise au point sous forme de dosages solides par

des procédés et des équipements de production classiques [1].
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Enfin, ces nombreuses propriétés des CDs montrent |'intérét des complexes d’inclusion CD-

Médicament dans I’ industrie pharmaceutique.
2. Complexesd’inclusion

2.1. Dé&finition

Un complexe d’'inclusion est une association moléculaire entre une ou plusieurs molécules dont
I’'une est I’héte (le récepteur) et I'autre I'invitée (le substrat). La molécule «invitée» est alors
encapsul ée de fagon totale ou partielle dans le récepteur. Les liens entre la molécule invitée et la
molécule hote sont des interactions faibles ce qui permet une dissociation aisée et douce. Cette
inclusion n'est en généra pas accompagnée de la formation d'une liaison covalente ou de
coordination. La nature du complexe formé peut étre définie par 1a proportion des molécules héte-
invitée dans le complexe, la position de la molécule invitée dans la cavité de la cyclodextrine,
I”’enchainement des unités de complexe et la nature des forces maintenant en place la molécule
invitée[1, 2, 34].

2.2. Formation

Laformation du complexe d’inclusion entre lamolécule invitée A et laCD ainsi que la dissociation
sont gouvernées par des lois thermodynamiques selon |a réaction suivante :

CD+A «— CD:A

Cet équilibre thermodynamique est caractérisé par la constante de formation ou d’ association (Kr) et
la constante de dissociation (Kq¢) du complexe, mesures trés importantes pour connaitre la stabilité
du complexe [35, 36] :

[CD: A] 1
Kf= =

= Eq.VI. 1
[CD][A]  Kd

De nombreuses techniques d’ analyse physico-chimique telles que la spectroscopie UV-visible, la
spectroscopie de fluorescence, I'analyse cristallographique, la spectrométrie de masse ou bien
encore des méthodes éectrochimiques permettent de mettre en évidence, de caractériser et de

déterminer les constantes d’ association de ces complexes[5].
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La formation d’'un complexe d’inclusion entre une CD et une molécule invitée confére a ce
complexe des propriétés physicochimiques et biologiques différentes de celles de la CD et de la

mol écule invitée prises séparément a savoir [2, 34] :

+ Modification delasolubilité dans|’eau ;

+ Modification des propriétés spectrales ;

+ Modification de la réactivité chimique due a la molécule hote (protection a I’ oxydation,
réduction chirale...) et alamolécule invitée (orientation de larégiosé ectivité) ;

+ Diminution deladiffusion et de lavolatilité (dans le cas de substances volatiles) ;

+ Modification des propriétés chiraes;

+ Modification des propriétés biologiques.

L’exploitation des capacités d'inclusion et la biocompatibilité des CDs ont entrainé un
accroissement du nombre et de la diversité des applications scientifiques et industrielles. La figure
V.3 représente schématiquement la formation d’un modéle conventionnel dun complexe
d’inclusion (acide salicylique / B-CD) [37].

FigurelV.3: Schémaillustrant laformation d’un modé e conventionnel
d’un complexe d’inclusion (acide salicylique / B-CD)

Rappelons qu’aucun lien covalent n'est formé ou rompu durant la complexation. La
principale force provoquant la formation des complexes est |a stabilisation énergétique du
systeme par le remplacement dans la cavité, des molécules d'eau a haute enthalpie par des
mol écules hydrophobes qui créent des associations apolaires-apolaires [38]. Ce processus
réversible (les molécules complexées sont en équilibre avec les molécules libres en solution) peut

étre quantifié par une constante d'équilibre appel ée constante de stabilité [2, 5].
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2.3. Méthodes de préparation

Plusieurs techniques sont employées pour former des complexes d’inclusions telles que le kneading,
I’ évaporation par solvant, la co-précipitation, la lyophilisation (freeze drying) et le spray drying.
Aussi, signalons que pour toutes ces méthodes, les quantités utilisées sont régies par le rapport

d’inclusion [36].
2.3.1 Kneading

Une petite quantité de solvant (eau, eau-alcool...) est goutée a la molécule invitée pour obtenir une
péte. Cette derniere est mélangée ala CD en utilisant un mortier et un pilon. Le complexe forme est

seché puis pulvérise [34, 39-44].

2.3.2. Evaporation

Cette méthode consiste a faire dissoudre le principe actif et la CD dans un solvant (aqueux ou
organique). La solution obtenue apres agitation du mélange pendant une certaine durée (ex. 24
heures) subit une évaporation sous vide dans un évaporateur rotatif jusqu’a obtention d’un résidu
solide. Ce dernier sera par la suite desseché totalement dans un dessiccateur sous vide a température
ambiante ou dans une éuve a40°C pendant une certaine durée (ex. 48 heures) [41, 42].

2.3.3. Co-précipitation

Une quantité de principe actif est gouté a la quantité égquivalente de CD dissoute préal ablement
dans I'eau ou dans un solvant organique. La suspension formée est mélangée a température
ambiante pendant quelques jours. Le précipité est séparé soit par décantation, soit par
centrifugation, soit par filtration sous vide puis lavé avec quelques ml de solvant organique a froid

(ex. méthanol) pour enlever le principe actif non complexé [34, 39, 40, 44].

2.3.4. Lyophilisation (Freeze drying)

La lyophilisation est une dessiccation sous vide a basse température de produits liquides
préalablement congelés. La molécule invitée est goutée a la solution aqueuse de CD. Apres
mélange sous agitation la suspension obtenue est congelée puis lyophilisée dans un lyophilisateur
[39, 42, 45, 46].
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2.3.5. Séchage par pulvérisation (Spray drying)

La CD et le principe actif sont dissous dans un solvant ou un mélange de solvants organiques
adéguats. La solution finale obtenue apres agitation du mélange est pulvérisée dans I'air chaud,

transformée en gouttel ettes puis en particules seches [39-41, 47].

2.3.6. Méange physique

C'est le mélange de deux substances pulvérulentes la CD et la molécule invitée préal ablement

tamisées, afin d' avoir la méme granulométrie pour le principe actif et laCD [34, 39-47].

3. Etude des diagrammes de solubilité Higuchi

L’ étude des diagrammes de solubilité telle que développée par Higuchi et Connors, est tres
couramment utilisée pour I’ évaluation de I’ utilisation potentielle des CDs dans |I’amélioration de la
solubilité des composés hydrophobes en milieu aqueux. Elle permet en effet d obtenir le profil de
la courbe de solubilité de la molécule invitée en fonction de la concentration des CDs et donc de

prouver I’ augmentation de la solubilité en présence de CDs.

Le principe de cette méthode consiste a gjouter le compose invité en quantité excédentaire a des
solutions de CDs de concentrations croissantes, puis a doser la quantité du compose invité dissous,
généralement par UV ou par HPLC. Un diagramme de solubilité de I'invité en fonction des

concentrations de CDs peut ains étre établi.

Higuchi et Connors ont classé les différents types de diagrammes caractérisant les interactions
substrat-ligand auxquelles peuvent étre assimilées les interactions CD-molécule invitée. Deux types
de diagrammes sont généralement observés : types A et B (Figure 1V.4) [4]. Les courbes de type
A indiquent la formation de complexes d'inclusions solubles tandis que celles de type B indiquent

laformation de complexes peu solubles.
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Concentration en molécule
invitée (M)

Concentration en
cyclodextrine (M)

FigurelV.4 . Diagrammes de solubilité de phase

Dans le diagramme de type A, la solubilité de la molécule invitée augmente avec la concentration
en CDs. Il y a formation d'un ou plusieurs complexes solubles. Les courbes de type A sont
subdivisées en trois (03) soustypes AL, Ap et An:

e AL : représente une augmentation linéaire de la solubilité du principe actif en fonction de la
CD. Elle correspond a la formation d'un composé d'inclusion dont la steechiométrie est
équimolaire(1:1ou2:20u3:3).

e  Ap: cette courbe est dite « positive » c'est-a-dire incurvée vers le haut. Dans ce cas, |e rapport
est non équimolaire, il faut plusieurs molécules « ligand » pour une molécule de CD.

e  An: cette courbe est dite « négative » c'est-a-dire incurvée vers le bas. Cependant, son origine
reste incertaine, elle pourrait ére due a un changement de la constante de formation du
complexe, a I’atération du solvant ou bien encore a I’ association de molécules de ligands

entre elles a de fortes concentrations.

Dans le diagramme de type B, la solubilité du composé d'inclusion est inférieure a celle de la CD
pure : la solubilité de I’invité augmente dans la 1%¢ partie de la courbe & cause de la formation du
compose d'inclusion, mais quand lalimite de solubilité est atteinte, la formation accrue de composé
d’inclusion provoque sa précipitation représentée par un plateau. Lorsgue I’ excés de principe actif
est consommeé, on observe une décroissance qui serait liée al’inclusion du principe actif dissout et a
sa précipitation concomitante. Ce diagramme est subdivisé en deux (02) sous types Bs et Bi :

e Bs: caractérise laformation des complexes a solubilité limitée;

e Ba:indiquelaformation des complexesinsolubles.
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Dans le cas des complexes de rapport molaire 1:1, la constante d association (ou constante de

stabilité) peut étre cal culée de la maniére suivante [4] :

o
KS=——— Eqg. VI. 2
So(1- o)
Avec:
Ks : Constante de stabilité ;
o : Pente de la portion linéaire de la courbe ;

So : Solubilité intrinseque du principe actif.

4. Facteursinfluencant la formation des complexes d’inclusion

Plusieurs facteurs influencent la formation des complexes d'inclusion. Parmi ceux-ci, nous
distinguons les facteurs liés a la nature de la molécule invitée, ceux en relation avec les
caractéristiques des cyclodextrines e, enfin, les parametres inhérents au contexte chimique et au

procédé de préparation.

4.1. Naturedela moléculeinvitée

+ Tailleet forme
Un des paramétres importants pour la complexation des molécules est leur taille par rapport a
celle de la cavité de la cyclodextrine [48]. Les tailles relatives de la cavité de la cyclodextrine et
du substrat conditionnent aussi souvent la steechiométrie du complexe. Plus la taille de la
molécule invitée est gjustée par rapport a celle de la cavité, plus le complexe formé sera stable
(plus de contact avec la cavité de CD, plus d'interactions de Van der Waal's) [49].

Dans I’ensemble, la plupart des complexes décrits sont de type 1 : 1, c'est-a-dire équimolaire, ou
encore, a une molécule de CD correspond une molécule de principe actif. Cependant, dans de
nombreux cas, le rapport est tresdifférent 1: 2, 1: 3, 2: 1 ou encore 3 : 2. En fait, tout dépend de
lataille de la molécule invitée par rapport ala cavité de la CD. En effet, la molécule invitée doit
pouvoir pénétrer au moins partiellement dans la cavité de la CD. Les petites molécules insolubles
ont plus la possibilité de former des complexes gue les grosses molécules, qui peuvent cependant
créer des interactions différentes de I’ inclusion comme, par exemple, des liaisons hydrogénes avec

les hydroxyles primaires ou secondaires.
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Toutefois, la complexation peut aussi dépendre d autres facteurs comme la surface moléculaire de
la molécule invitée ainsi que son orientation dans la cavité: la fagon dont la molécule invitée se
place dans la cavité de la CD n'est pas sans influence sur les caractéristiques du produit obtenu.
Plus le substrat est polaire et moins sa tendance a aller vers la cavité de la CD est grande [50]. La

figure 1V.5 présente trois possibilités d’ inclusion d' un principe actif par les CDs [51].

FigurelV.5: Représentation schématique de complexes dinclusion
de stoechiométries différentes

+ Hydrophobicité et hydrosolubilité
Les ponts glycosidiques donnent a la cavité de la CD une polarité proche de celle de I'éhanol
[52]. Gréce a cet environnement relativement apolaire de la cavité, les CDs sont capables
d'accueillir des molécules hydrophobes. Ces molécules ont plus d'affinité pour la cavité de la CD

gue pour la phase aqueuse [53]. En résumé, plus la molécule est hydrophobe, plus le complexe
formé est stable.

+ Etat d'ionisation
Selon le pH, les acides faibles ou les bases faibles existent sous plusieurs formes ioniques en
solution. Ces différentes formes du soluté ne présentent pas les mémes caractéristiques physico-
chimiques (solubilité, hydrophobicité) [54]. Par conséquent, I'affinité de la CD ne sera pas la
méme pour chacune des formes. La complexation des CDs avec les molécules ionisables devra

nécessairement prendre en compte I'influence du pH [55, 56].
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4.2. Caractéristiques des cyclodextrines

Le type de CD peut influencer la formation du complexe d’inclusion ainsi que les performances de
celui-ci [4]. En générd, les CDs modifiées montrent une capacité a solubiliser les composés
organigues plus importante que les formes natives et présentent une meilleure constante de stabilité
[57]. Par ailleurs, rappelons que la taille de la cavité de la CD doit étre adaptée a la taille de la

molécule invitée.
4.3. Contexte chimique

+ Forceionique
La présence de cations ou d'anions en solution peut affecter la solubilité aqueuse de certaines
molécules [58] et par consequent leur affinité pour la cavité des CDs. L'effet de la force ionique
sur la solubilité agueuse des molécules ainsi que sur leur complexation par les CDs est différent
selon leur nature (molécules ionisables ou non-ionisables). Pour de nombreux meédicaments acides
formant des anions, la cationique (2-hydroxy-3- [triméthylammonio propyl) -B-CD agit comme un
excellent agent solubilisant. En général, les formes ioniques des médicaments sont des agents

formant des complexes plus faibles que ceux de leurs formes non ioniques[4].

+ pH
La complexation par les CDs des différentes formes ioniques d'un soluté ne résultent pas du
méme type d'interactions [55]. Dans le cas des médicaments ionisables, la présence de la charge
peut jouer un réle important dans la complexation du médicament / CD et le changement de pH
d’'une solution peut donc faire varier la constante complexe. A titre d'exemple, lors de la
complexation du levemopamil HCl avec la HP-B-CD, I'amélioration de la solubilit¢ de ce
meédicament a pH 10,6 est de loin meilleure que celle obtenue a pH 4. Aussi, la complexation du

piroxicam avec la B-CD est efficace a faible pH [4].

+ Présenced un solvant organique
L'influence d'un co-solvant sur la complexation d'une molécule organique par une CD dépend
de la nature et de la concentration du solvant organique présent. Par exemple, la présence d'éthanol
(< 30 %) diminue la formation de complexe d'inclusion dans la phase aqueuse. Bien que les
cyclodextrines puissent former des composés d'inclusion dans certains solvants organiques
comme les alcooals, le diméthylsulfoxyde, ou le diméthylformamide, |'association est en général

plus faible que celle observée pour e méme composé en milieu aqueux [59].
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L'addition d'un solvant organique peut donc permettre de déplacer les équilibres CD/soluté et de

modifier 1a solubilité du complexant et du soluté.

4.4. Procédé de préparation

+ Tempéature

La température a un double effet sur le complexe formé : elle augmente généralement sa solubilité
mais, parallelement, elle modifie sa stabilité. L'effet de la température dépend de la nature du
substrat et aussi de celle de la CD [60]. Globalement, il apparait qu'une éévation de la température
est souvent défavorable a la formation des complexes CD/molécules organiques. En effet,
I’augmentation de la température peut diminuer la constante de stabilité apparente du complexe
d’'inclusion. Ce phénoméne est probablement di a la réduction des forces dinteractions
meédicament/CD telles que les forces de Van der Waals [4].

+ Méthode de préparation
Les méthodes de préparation des complexes d'inclusion telles que le kneading, I’ évaporation du
solvant, la co-précipitation, le séchage par pulvérisation (spray drying) et la lyophilisation (freeze
drying) peuvent affecter I'inclusion du principe actif/CD. L’ efficacité de la méthode dépend de la
nature du principe actif et de la CD. Dans la plupart des cas, le séchage par pulvérisation et la

lyophilisation sont les méthodes les plus efficaces pour I’inclusion des principes actifs [4].

5. Applications des complexesd’inclusion

De nombreuses et diverses applications technologiques des CDs sont décrites dans la littérature
ains que dans les registres de brevets. Ces applications découlent de I’ observation suivante: a
I'issue de la formation du complexe d’'inclusion, la stabilité, la solubilité, la biodisponibilité, la

toxicité et I’ odeur de la molécule invitée se trouvent favorablement modifiées[1].

En effet, les caractéristiques multifonctionnelles des CDs ont permis de les utiliser presque dans
tous les systemes d’ administration de médicaments a savoir la voie orale, la voie transdermique, la
voie oculaire et la voie nasale. Plusieurs revues de synthese ont été publiées dans la littérature au
cours des dernieres années décrivant les applications des CDs dans divers systemes d'administration
de médicaments [1-6, 8, 61]. Dans le cas de la voie orae, les CDs ont été utilistes comme

excipients pour améliorer la cinétique de dissol ution des principes actifs peu solubles dans |'eau.
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Des complexes de dissolution rapide avec des CDs ont éé égaement formulés pour
I’administration buccale et sublinguale. Cette voie dadministration permet d avoir une
augmentation rapide de la concentration du médicament et d'éviter le métabolisme du premier
passage hépatique [1]. Le tableau V.5 donne quelques exemples de médicaments formulés sous
forme de complexes d'inclusion destinés a la voie orale et précise I'améioration apportée par cette

complexation [4].

Tableau V.5 : Exemples d’ applications des cyclodextrines pour lavoie orale

Principes actifs Cyclodextrines Effets
K étoprofene, Griseofulvine, Terfenadine B-CD
_ Amélioration de la biodisponibilité
Albendazole, Ketoprofene, par augmentation de |a solubilité
Phenytoine, Gliclazide HP B-CD et du taux de dissolution
Spiranolactone SBE-B-CD
Tacrolimus DM-B-CD
Terfenadine, Tolbutamide B-CD Augmentation de |’ intensité
Tolbutamide, Amylobarbitone HP B-CD de I’ activité thérapeutique
Flutamide HP B-CD Amélioration de la perméabilité
Digoxine v-CD Amélioration de la stabilité
Rutine HP B-CD gastro-intestinale
Clomipramine, Testostérone HP B-CD Amélioration
de la biodisponibilité sublinguale
SBE-B-CD Amélioration de la biodisponibilité
Danazole HP B-CD buccale

Les cyclodextrines sont auss employées comme vecteur [62] pour le ciblage de médicaments.
Quelques tentatives d emploi des cyclodextrines dans un but de vectorisation de principes actifs
ont été réalisées. Le schéma employé est identique dans toutes les approches relevées : on
part de la structure de base des CDs sur laquelle on greffe chimiguement une « antenne »
destinée a assurer la fonction de ciblage. L’originalité des différentes approches réside
essentiellement dans la pertinence du choix de cette antenne ans que dans |'approche

synthétique employée lors de laréalisation de ces conjugués[63].
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En plus de la séectivité des complexes héte-invitée, les CDs possedent des propriétés
catalytiques proches de celes des enzymes. Les CDs ont éé largement éudiées en tant que
modée enzymatique de I’ a-chymotrypsine, de |’ anhydrase carbonique et des ribonucl éases
ainsi que comme inducteur de chiralité dans diverses réactions (halogénation, oxydation de
sulfures...) [64-66].

Enfin, les CDs sont auss utilisées en séparation énantiomérique par éectrophorése capillaire,
chromatographie en phase gazeuse ou chromatographie liquide haute performance. Ce sont,
cependant, les applications en séparation chirale (colonnes CLHP, CPG), dans le domaine de la
formulation galénique de médicaments et de I’ industrie agro-alimentaire qui ont donné lieu aux
plus nombreuses applications des CDs. Les CDs ont auss éé utilistes en RMN comme

auxiliaires chiraux pour ladétermination d' exces énantiomériques [67].

Conclusion

En raison de leur capacité de complexation et de leurs caractéristiques polyvalentes, les
cyclodextrines continuent a avoir des applications dans différents domaines de I'administration du
médicament et de l'industrie pharmaceutique. Cependant, il est nécessaire de déterminer toute
interaction possible entre les cyclodextrines et les autres additifs de formulation, car une éventuelle

interaction peut affecter défavorablement leurs performances.

Il est également important de maitriser les différents facteurs pouvant influencer la formation d’un
complexe ; médicament / CD possédant |es propriétés recherchées.

Enfin, tant que les CDs continuent a trouver plusieurs nouvelles applications dans le domaine du
médicament, |’ utilisation de ces polymeéres dans I'industrie pharmaceutique peut contribuer a la
résolution de nombreux problemes liés a la formulation galénique (solubilité, dissolution,
stabilité...).
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I ntroduction

Ce dernier chapitre, rapportant les données de la littérature a éé consacré tout d' abord a la réaction
inflammatoire et a sa physiopathologie, puis aux groupes des anti-inflammatoires d’ un point de vu
généra et a leurs mécanismes d'action et, enfin, aux anti-inflammatoires non stéroidiens pour
lesquels nous avons montré un intérét particulier.

1. Généralités

1.1. Réaction inflammatoire

Les phospholipides des membranes cellulaires peuvent donner naissance en particulier, sous
I"action d’une phospho-lipase A, a des eicosanoides, substances impliquées dans I’ inflammation.
Les eicosanoides sont des composés chimiques a 20 atomes de carbone, comme I'acide

arachidonique[1] :

- lesunsont une structure linéaire : lesleucotriénes;
- les autres ont une structure cyclique: les prostaglandines, les prostacyclines et
thromboxanes.

En réponse a une perturbation physique ou chimique (ou a un signa par hormone) il se produit une
activation de la phospho-lipase A2, qui hydrolyse les liaisons esters des phospholipides
membranaires, et libere des dérivés de I’ acide arachidonique. Cet acide arachidonique, a son tour,
est métabolise selon deux voies possibles[1] :

- cdledelalipo-oxygénase, qui le transforme en leucotrienes (L T) ;

- celedelacyclo-oxygénase, qui le transforme en prostaglandines (PG).

Pour |’ essentiel, les réles de ces eicosanoides dans la réaction inflammatoire sont les suivants [1] :

- les leucotriénes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une chimio-attractivité sur
les polynucléaires (leucotriene Bs) ;

- les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent |I'ccdéme et I’ afflux
leucocytaire, potentialisent les effets algogenes de la bradykinine ; en outre, elles dépriment

certains mécanismes immunitaires.
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1.2. Physiopathologie delaréaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est la réponse normale de I’ organisme vivant face a une agression. Elle
permet de neutraliser I’ agent pathogene (traumatisme, brilure, infection, antigenes) et de réparer les
tissus lésés. Sur le plan clinique, les quatre symptdmes classiques (douleur, rougeur, chaleur,

cedeme) correspondent & une succession de phénomenes classés en trois phases|[2, 3, 4] :

e Phase initiale vasculaire ou les cellules irritées ou lésées libérent des médiateurs de
I'inflammation (histamine, sérotonine, kinines, prostaglandines, leucotrienes, facteurs du
systeme complément, etc.) et des protéases ce qui provoquent la douleur, une vasodilatation
des capillaires sanguins (d'ou rougeur et chaleur) et une augmentation de leur perméabilité

(d’ou cedéme).

e Phase cdlulaire marquant |'arrivée des polynucléaires neutrophiles, macrophages,
lymphocytes qui traversent la paroi des vaisseaux et vont encercler le foyer inflammatoire

pour phagocyter |’ agent irritant et les cellules | ésées.

e Phase tissulaire évoluant vers la réparation ou cicatrisation avec prolifération de
fibroblastes, formation de tissu conjonctif et de fibres de collagéne. Parfois apparaissent un

granulome, une fibrose et une chronicité.

Aussi, précisons que les mécanismes responsables des réactions inflammatoires sont complexes et
sous la dépendance de médiateurs de I'inflammation libérés a la suite d’une agression (cf. figure
V.1). Parmi ces médiateurs, les prostaglandines (PG) interviennent de fagon trés importante dans
des phénomenes vasculaires et douloureux, ainsi que dans I’ apparition de la fiévre. Par contre, les
PG ne semblent pas intervenir de facon notable dans les phénomenes cellulaires, qui sont sous la

dépendance d’ autres médiateurs, en particulier les leucotrienes (LT) [4].

107



Chapitre V : Anti-inflammatoires

Agression
Traumatisme, infection, microcristaux, tumeurs

Réactions immunol ogiques

Lésion cellulaire <
Synthése et libération
de Médiateursdel’inflammation
Histamine, sérotonine, PROSTAGLANDINES,
Leucotriénes, quinines...

Migration des leucocytes
Stimulation des lymphocytes

Vasodilatation Douleurs Phagocytose
Fievre  Perméabilité Hypersensibilité Destructions cellulaires |
vasculaire des algorécepteurs

Prolifération cellulaire __|
(fibroblastes)

FigureV.1: Principaux phénomenes del’inflammation

2. Anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments de structures tres diverses utilisés pour suspendre ou
ralentir le processus inflammatoire. Celui-ci peut étre localisé ou généralise, devenu exagére,

chronique ou associé a des phénomenes immunol ogiques quel qu’en soit la cause [2, 3].

2.1. Groupes de médicaments anti-inflammatoir es

On distingue deux grandes catégories d’ anti-inflammatoires 3, 4] :

+ Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ;
+ Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

Les anti-inflammatoires stéroidiens (Al S) comprennent |es glucocorti coides endogenes (cortisol ou
hydrocortisone et cortisone) doués de propriétés métaboliques et leurs dérivés synthétiques [2, 4].

Les glucocorticoides sont utilisés dans trois indications principales[3] :

e Traitement de substitution en cas d' insuffisance surrénalienne ;
e Traitement anti-inflammatoire ;

e Traitement immunosuppresseur.
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Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) forment un groupe de médicaments destinés a
traiter la réaction inflammatoire et les maladies rhumatismales. Tous les AINS possedent a des
degrés divers les propriétés anti-inflammatoires, antalgiques et antipyrétiques quelle que soit lavoie
d’administration [2]. Les AINS sont indiqués pour [2] :

e Traitement de longue durée et symptomatique des rhumatismes inflammatoires chroniques
comme la polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante et des arthroses
douloureuses;;

e Traitement de courte durée et symptomatique des manifestations inflammatoires en
traumatologie, gynécologie (dysmeénorrhées), des phases aigués en rhumatologie et des
pathologies du rachis;;

e Traitement adjuvant des douleurs diverses rhumatismales en ORL et en stomatologie ;

e Activité antiagrégante plaquettaire; celle-ci est rapidement réversible dans le cas du
flurbiproféne a faible posologie pendant les périodes préopératoires et post-infarctus du

myocarde ou |’ aspirine est contre indiquée.

2.2. Mécanismes d’action

Les glucocorticoides inhibent la phospho-lipase A2 et bloguent ains la libération de I'acide
arachidonique a partir des fractions phospholipidiques des membranes cdllulaires. La synthése des
proastaglandines et des leucotrienes est interrompue.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) agissent sur la phase vasculaire de I’inflammation
en inhibant la transformation de I’acide arachidonique en endopéroxydes, point de départ des
prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes. Les AINS inhibent donc la cyclo-oxygénase [1].
Les AINS réduisent la vasodilation, la perméabilité capillaire mais aussi la migration des leucocytes

et perturbent |es réactions énergétiques nécessaires au processus inflammatoire [2, 3].

Lafigure V.2 montre les mécanismes d’ action des anti-inflammatoires [1] :
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Phospholipides membranaires

[PhospholipaseAz] <«— Glucocorticoides

Acide arachidonique

AINS — [Cycl o-oxygénase] [Lipo- oxygénase]

Endopéroxydes cyclique Endopéroxydes linéaires

[ PG synthétase] [Tbx synthétase ]

/ .

[Prostacyclines] [Prostaglandin% [Thromboxane% [ Leucotriénes]

Figure V.2 : Mécanismes d’ action des anti-inflammatoires

Par ailleurs, signalons que pour la réalisation de notre éude nous nous sommes intéressés

essentiellement aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

3. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

3.1. Classification chimique

Il existe une classification chimique des molécules AINS appartenant a différentes familles
(Tableau V.1) [2, 3, 4] :

e Dérivéspyrazolés;

e Dérivésindoliques;

o Dérivésoxicams;

e Dérivés arylcarboxyliques (salicylés, acides arylacétiques, acides arylpropioniques, acides

anthraniliques).
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Tableau V.1 : Principaux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Classe chimique DCI Spécialités Liste
Pyrazolés Phenylbutazone Butazolidine® 1
Indométacine Indocid® 1
Indoliques Oxamétacine Dinulcid® 1
Sulindac Arthrocine®

Meéloxicam Mobic® 1
Oxicams Piroxicam Feldene®, Proxalyoc®, 1
Piroxicam+cylodextrine Brexin®, Cycladol® 1
Ténoxicam Tilcotil® 1

Salicylés Acide acétylsalicylique Aspirine®
Diclofénac Voltaréne®, Volda®, Xénid® 1
Acides arylacétiques Diclofénac + Misoprostol Arotec® 1
Etodolac Lodine® 1
Acide tiaprofénique Surgam®, Doltaque® 2
Alminoprofene Minaféne® 2
Acides aryl propioniques Fenbuféne Cinopa® -
Flurbiproféne Cebutid®, Antady® 2
K étoproféne Profenid®, Topféna® 2
Naproxene Apranax®, Naprosyne® 2
Ibuprofene Brufen®, Nureflex® 2
Acides anthraniliques Acide niflumique Nifluril® 2
Acide méfénamique Ponstyl® 2

3.2. Pharmacocinétique

Les AINS sont des acides faibles résorbés des I'estomac se fixant de fagon importante sur
I’ albumine plasmatique (d’ ou les interactions). 1ls sont métabolisés par le foie et éiminés par lerein
sous forme de métabolites. Les différences entre les AINS sont relatives a leur pharmacocinétique
et aux effets secondaires engendrés[2].

3.3. Principales Caractéristiques

Les principales caractéristiques des différentes classes d’ AINS sont représentées au tableau V.2

[4] :
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Tableau V.2 : Principales caractéristiques des différentes classes d’ AINS

Salycilés

- Mécanisme d’ action : acétylation irréversible de la cyclo-oxygénase.

- Effets indésirables spécifiques : manifestations allergiques et neurol ogiques.

- Interactions meédicamenteuses: augmentation de la fraction plasmatique libre des
antivitamines K (AVK), du méthotrexate, de la phénytoine, des sulfamides hypoglycémiants.
Danslecasdes AVK, I’ effet antiagrégant plaguettaire augmente le risque hémorragique.

Pyrazolés

- Mécanisme d’ action : diminution de la production d’ endoperoxydes (effet anti-oxydant).

- Effets indésirables spécifiques: troubles hématologiques rares mais graves (anémie
aplastique, agranulocytose), manifestations allergiques, rétention hydrosodée.

- Interactions médicamenteuses : augmentation de la fraction plasmatique libre des AVK, de

la phénytoine, des sulfamides hypoglycémiants. Induction enzymatique.

Indoliques

- Mécanisme d’ action : inhibition compétitive (réversible) de la cyclo-oxygénase.

- Effets indésirables spécifiques: troubles neuropsychiques, manifestations allergiques,
troubles hépatiques.

- Interactions médicamenteuses : diminution des effets tensionnels des diurétiques et d autres
antihypertenseurs. Les taux plasmatiques d’ indométhasine sont augmentés (20 a 30%) par le

diflunisal (Dolobis®) et diminués par I’ aspirine.

Propioniques

- Mécanisme d’ action : inhibition compétitive (réversible) de la cyclo-oxygénase.

- Effets indésirables spécifiques : troubles cutanés peu fréquents.

Anthraniliques

- Mécanisme d’ action : inhibition compétitive (réversible) de la cyclo-oxygénase.
- Effets indésirables spécifiques : manifestations allergiques.

- Interactions médicamenteuses : |e ponstyl® augmente lafraction libre des AVK.

Oxicams

- Mécanisme d’ action : inhibition compétitive (réversible) de la cyclo-oxygénase.
- Effets indésirables spécifiques : troubles cutanés parfois graves, manifestations allergiques.

- Interactions médicamenteuses : |’ aspirine diminue e taux plasmatique du Feldéne®.
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Enfin, rappelons que nous avons montré un intérét certain pour les AINS et plus particuliérement
pour la famille des oxicams a laguelle appartient le piroxicam; molécule candidate pour la

réalisation de cette recherche.

4. Piroxicam

Le principe actif sélectionné donc pour nos expériences est le piroxicam. Cest un AINS
appartenant a la famille des oxicams [5, 6, 7, 8]. Il exerce son action anti-inflammatoire,
analgésique et antipyrétique en inhibant la synthése des prostaglandines [9, 10, 11, 12]. Il est utilisé
pour le traitement de diverses maladies inflammatoires et arthropathies telles que I’ arthrose, les
polyarthrites rhumatoides et les ostéo-arthrites, les contusions traumatiques et les rhumatismes
articulaires[5, 6, 7, 10, 11, 13].

Il fait partie des médicaments les plus prescrits au monde, ce qui représente un chiffre d’ affaire de
plusieurs milliards de dollars dans I’ industrie pharmaceutique. Le piroxicam est commercialisé sous
plusieurs formes pharmaceutiques, tels que les comprimés, les capsules, les suppositoires, les

gouttes buvables, les gels, les pommades et lesinjectables[8, 12].

Parmi les spécialités de référence contenant le piroxicam, on peut citer . Feldene®, Geldene®,
Feldoral®, Proxayoc®, Brexin®, Cycladol®, Brexidol®, Erazon®, Exipon®, etc [14, 15, 16].
Selon le systeme de classification biopharmaceutique, le piroxicam est caractérisé par une faible
solubilité agueuse et une forte perméabilité membranaire [5, 7]. C'est un acide faible fortement
lipophile[12].

4.1. Propriétés phar macocinétiques

Les principal es propriétés pharmacocinétiques du piroxicam sont comme suit :

= Absorption : résorption rapide par le tractus gastro-intestinal aprés administration orae

ou rectale [6, 11, 13, 17]. Apres administration répétée d’ une dose de 20 mg par jour, au bout d’une

semaine le taux plasmatique al’ état stable est proche de 05 microgrammes par ml.
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= Reépartition : forte fixation aux proténes plasmatiques (99,3%), existence probable d’un
cycle entéro-hépatique [18, 19, 20]. Tres faible passage dans le lait maternel, rapport lait/plasma:
0,01, non détectable dans le sérum du nourrisson.

= Demi-vie: longue demi-vie (54 heures) autorisant une prise quotidienne unique.

Importantes variations inter et intraindividuelles[11, 14].

= Meétabolisme : voie hépatique; il subit une hydroxylation du cycle pyridinique au niveau
hépatique [21]. Son métabolisme s effectue principalement par I’enzyme hépatique « cytochrome
P450 ». Chez I é&re humain, le principal métabolite est le dérivé hydroxylé. Il a été observé que
I” hydroxylation prédominante a lieu & la position C-5 du noyau pyridine du piroxicam suivie d’ une

glucuronidation pour générer |e 5-hydroxypiroxicam glucuronide [6].

= Elimination : voie rénae; les 2/3 du produit administré sont éliminés par les urines, dont
moins de 5% sous forme inchangée. La clairance rénale ne représente pas plus de 10% de la
clairance corporelle totale. L’ insuffisance rénale ne semble pas avoir de répercussion majeure sur la
pharmacocinétique [22].

4.2. Propriétés physico-chimiques

Les principales propriétés physico-chimiques du piroxicam sont indiquées au tableau V.3 :
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Désignation

Propriétés physico-chimiques

Références
bibliographiques

Formule brute Ci15H13N304S [23]

Formule chimique 4-hydroxy-2-methyl-N-2-pyridinyl-2H-1,2- [5, 23]

benzothiazine-3-carboxamide 1,1-dioxide
= | O OH
X [6, 8]
Formule dével oppée N H Z
-~ N\S
Poids moléculaire 3314 [23]
(g/mol)
Point de fusion 198 4200 °C [24]
Classe chimique Oxicams [5, 6, 7, 8]
Classe thérapeutique AINS [5, 6,7, 8]
Pratiquement insoluble dans I’ eau (0,003%
Solubilité apH =5, a37°C), soluble dans |e chlorure [23, 24]
de méthylene, peu soluble dans I’ éthanol
pKa 4,5 (a), 3,6 (b) [25]
Caractéres Poudre cristalline, blanche a tendance jaunétre [23]
organol eptiques
Autres caracteres Présente le phénomene du polymorphisme [23]
Conservation En récipient étanche al’ abri de lalumiére [23]
et stockage et de!|”humidité

(a) : solution acide

(b) : solution basique
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4.3. Effetsindésirables

Le principal effet secondaire associé au piroxicam est Iirritation gastro-intestinale [10, 13, 24]. Les
autres réactions indésirables comprennent les vertiges, les bourdonnements d oreille, les céphal ées
et les éruptions cutanées. La fréquence des ulceres est observée quand le piroxicam est utilisé a des

doses supérieures a 20 mg/j [22].

Conclusion

Selon les données physicochimiques, e piroxicam, principe actif pratiquement insoluble dans I’ eau,
Savere ére une molécule intéressante pour la préparation de complexes d'inclusion et/ou de
dispersions solides a I’ aide de polymeéres hydrophiles en vue d’une formulation galénique stable,

efficace et répondant par une cinétique de dissolution rapide.
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Introduction et Objectifs du projet

L'efficacité thérapeutique d'un médicament dépend de la biodisponibilité qui elle-méme
dépend de la solubilité du principe actif. En effet, la solubilité d’une molécule est I'un des
paramétres clé pour que celle-ci atteigne la concentration désirée dans la circulation
systémique en vue dune réponse pharmacologique. Actuellement, seulement 8% des

nouveaux candidats médicaments ont alafois une solubilité éevée et une permeéabilité elevée

[1].

Il a été estimé gqu’ actuellement environ un tiers des nouvelles entités chimiques provenant de
la recherche et développement du médicament ont une solubilité dans I'eau inférieure a 10
pg/ml. Un autre tiers se situe entre 10 et 100 pg/ml et le reste a une solubilité dans I'eau
supérieure a 100 pg/ml [2].

Méme s |'activité des médicaments modernes est généralement trés élevée, et seulement des
concentrations plasmatiques relativement faibles sont nécessaires pour atteindre les effets
pharmacol ogiques souhaités, la faible solubilité dans I'eau est considérée comme un obstacle
majeur au développement des systemes efficaces d’administration des médicaments, en

particulier, pour les formes de dosage alibération immediate [2].

Les polymeres hydrophiles sont des molécules intéressantes dans le domaine de la
technologie pharmaceutique vu leur capacité a former des dispersions solides avec des
mol écules peu hydrosolubles. 1Is sont notamment utilisés pour favoriser la solubilité des
substances actives insolubles en milieu aqueux, et augmenter ainsi leur biodisponibilité,
pour améliorer dans certains cas la stabilité (Molécules ou Formulations), pour diminuer les

effetsindésirables et enfin, pour leurs propriétés promotrices d'absorption.

Dans le cadre de ce travail de recherche portant sur la valorisation des parametres hydrophiles
des molécules médicamenteuses par inclusion dans les cyclodextrines et la formation de
dispersions solides, nous avons envisage dans un premier temps, la résolution des problemes
liés ala solubilisation et a la dissolution des principes actifs peu solubles dans I’ eau tel que le
piroxicam ; molécule candidate, puis, dans un deuxiéme temps, la formulation d’ une nouvelle
forme galénique orale (Formulation ultra soluble / Voie sublinguale) a base d'un complexe
d’inclusion du Px dispersé dans une matrice hydrophile. Pour ce faire, nous avons adopté la

démarche suivante :
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4+ Dans une premiére partie, nous avons étudié I’ influence de la méthode de préparation
des complexes d'inclusion Piroxicam — Cyclodextrines sur les propriétés de
dissolution du systéme préparé selon deux (02) types de cyclodextrines ; la B-CD et

son dérivé la HP- B-CD.

+ Dans une deuxiéeme partie, nous avons évalué I'influence de la nature du solvant ;
solvant aqueux et solvants organiques (citrate de sodium, dichlorométhane et
méthanol) sur les propriétés de dissolution d’une dispersion solide de piroxicam en

présence de B-CD et/ou PEG 6000) préparée par la méthode d’évaporation.

+ Dans une troisiéme partie, nous avons évalué I’ effet d’un polymere hydrophile (PEG
6000) a basse concentration sur la complexation et la dissolution des complexes

d’inclusion Px - BCD et Px — HPB-CD préparés par mélange physique et kneading.

+ Dansune quatrieme partie, dont I’ objectif est de préparer une dispersion solide ternaire
ultra-soluble a base de Piroxicam (Px-CD-PEG 6000), nous avons tout d’ abord évalué
I’effet des cyclodextrines (B-CD ou HPB-CD) et du procédé d'inclusion (spray drying
ou lyophilisation) sur la cinétique de dissolution des dispersions solides du Px dans le
PEG 6000, puis, déerminé [|'influence de la méthode de dispersion solide
(évaporation ou fusion) dans le polymeére hydrophile ; PEG 6000, sur la cinétique de

dissolution du Px.

+ Enfin, dans une cinquiéme partie, nous avons réalisé une éude pharmacocinétique
d’une formulation d’un complexe d’inclusion Px - B-CD a différents rapports molaires

1:1,1:25,1:3et1:4aprésuneadministration par voie orae chez lelapin.
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1. Choix desmatieres premiéres

1.1. Principe actif

Pour la réalisation de notre étude, nous avons choisi comme molécule candidate, e Piroxicam, pour
les critéres suivants:
e Faible solubilité dans |’ eau et une forte perméabilité membranaire (médicament de la classe 2
selon le SCB des médicaments) ;
e Demi-vielongue;
e Anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) ;

e Substance active figurant dans plusieurs monographies (Pharmacopées et USP).

Le piroxicam est un anti-inflammatoire trés puissant qui possede également des propriétés
analgésiques et antipyrétiques, appartenant a la famille des « Oxicams ». || est commercialisé sous
plusieurs formes pharmaceutiques, telles que les comprimés, les capsules, les suppositoires, les
gouttes buvables et les injectables. 1l est fortement utiliseé dans le traitement de polyarthrites
rhumatoides, arthrose et variété, et d autres désordres de I’inflammation tels que les douleurs du
muscle. 1l fait partie des médicaments les plus prescrits au monde, ce qui représente un chiffre

d’ affaire de plusieurs milliards de dollars dans I’ industrie pharmaceutique.

1.2. Véhicules

Afin de résoudre la problématique de la solubilité du piroxicam et selon la recherche
bibliographique réalisée dans le domaine de |’ hydrophilisation des principes actifs peu solubles
dans I’eau a |’ aide des matrices hydrophiles, nous avons sélectionné deux types de véhicules: les
cyclodextrines et le polyéthylene glycol (PEG).

En raison de leurs structures moléculaires, leurs formes et leurs propriétés physico-chimiques, les
CDs possédent une capacité unique d'agir comme des conteneurs moléculaires en piégeant des
molécules hétes dans leurs cavités internes [1]. Par la formation de complexes d’inclusion, la
stabilité, la solubilité, la biodisponibilité ainsi que d autres propriétés physico-chimiques de la
molécule invitée se trouvent favorablement modifiées [2 - 5]. Pour notre éude, deux types de CDs
ont été sélectionnés : une CD naturelle ; la f-CD et une CD modifiée ; la HP- B-CD. Pour ces deux

CDs, nous avons relevé un certain nombre de particul arités trés intéressantes a savoir :

125



Chapitre I : Matériel et méthodes

e Latalle de la cavité de la CD joue un réle important dans la formation d’un complexe

d’inclusion. A titre d’exemple, I’a-CD a une cavité de taille insuffisante pour de nombreux
médicaments. Par contre, la B-CD possede une cavité convenable pour une large gamme de
molécules invitées. Pour cette raison, la faible solubilit¢ de la B-CD ne restreint pas ses
applications pharmaceutiques. A cet effet, les types des CDs les plus utilisées dans le

domaine pharmaceutique sont la B-CD et ses dérivés tels que la HP- B-CD [6- 9] ;

e Toutes les études de toxicité ont démontré que I’ administration orale de la 3-CD et de la

HP-B-CD est non-toxique, ceci étant du a leur trés faible absorption gastro-intestinale [10 -
11]. Un certain nombre d’ études toxicologiques ont montré que la HP-B-CD est sans
danger méme pour I’ administration parentérale. Par contre, I’ a-CD, la -CD et les -CD
méthylées ne sont pas acceptables pour I’ administration parentérale [10] ;

e LaHP-B-CD présente une meilleure solubilité par rapport aux autres CDs natives. Elle est

environ 32 fois plus soluble que la p-CD [12] ;

e Le caractére économique n'est pas a négliger notamment dans le secteur industriel ou chaque

dépense doit étre rentabilisée. En effet, la B-CD est la moins coliteuse par rapport aux autres
CDs. Par ailleurs, notons que la y-CD qui est trés soluble dans 1’eau est relativement chere

par rapport aux autres CDs naturelles.

De méme, un intérét particulier a été porté sur un autre véhicule hydrophile trés utilisé pour la

dispersion solide. Il s'agit du PEG 6000. Le choix de ce polymere pour notre expérimentation a été

réalisé sur la base des critéres suivants :

Sa bonne solubilité dans I'eau (500 g/l a 20°C) et dans plusieurs solvants organiques
(éthanol, chloroforme, acétone, dichlorométhane et méthanol), ce qui est un avantage pour la
préparation des dispersions solides par |la méthode d’ évaporation [7, 13] ;

Sa parfaite innocuité physiologique et son pouvoir de dispersion [14, 16] ;

Sa stabilité alachaleur (jusgu'a 180 — 200°C) [17];

Son faible point de fusion (55 & 63°C) et une vitesse de solidification rapide donc possibilité
deréaliser desfusions[7, 13] ;

Sa capacité d améliorer le mouillage et de réduire I'agglomération de plusieurs principes
actifs[7, 13] ;

Les PEGs n’ absorbent pas dans |’ UV-Visible;

Le PEG présente un gain économique qui n'est pas a négliger en comparaison avec les

autres polymeres.
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2. Etudes préiminaires

Dans le cadre des essais préliminaires et avant de procéder a la préparation des complexes
d’inclusion solides et des dispersions solides binaires et ternaires, nous avons étudié I'influence du
pH sur la solubilité du Px. Trois pH ont été étudiés ; 4, 6 et 8.

L'influence du pH sur la solubilité du Px a été donc évaluée en gjoutant sous agitation une quantité
en exces de ce principe actif a 100 ml d'une solution tampon de B-CD (16 mM, citrate de sodium
0,01 M). Les solutions ont été agitées a 500, 850 et a 1200 tours/min pendant trois (03) jours a
température ambiante. L'échantillon obtenu a été ensuite filtré sur un filtre de 0,22 um puis doseé par
spectrophotométrie UV a 355 nm. Aussi, notons que pour exclure tout effet de la préparation de
I'échantillon, des solutions tampons de Px seul ont été également préparées aux différents pH
étudiés (4, 6 et 8) selon le méme protocol e expérimental. Enfin, précisons que chague expérience a

été répétéetroisfois.

3. Courbes d’ éalonnage

Une quantité de Px, exactement pesée a été dissoute dans du méthanol pour obtenir une solution
mere a 500 mg/l. Les solutions standards ont été préparées par dilution de la solution mére avec
différents milieux (eau distillée, tampon citrate) dans lesquels des éudes préliminaires, des
diagrammes de solubilité de phase et des tests de dissolution ont été effectués. L’ absorption UV-
Visible des solutions standards a été déterminée a lalongueur d'onde de I'absorbance maximale 355

nm al’ aide d’ un spectrophotometre a double faisceaux (UV-Vis Beckman UV 24).

4. Diagrammes de solubilité de phase Higuchi

Les études de solubilité ont éte réalisées selon la méthode décrite par Higuchi et Connors [18]. Une
guantité en excés de Px a été goutée a 10 ml dune solution aqueuse contenant diverses
concentrations de cylodextrines ; (0 - 16 mM) pour la -CD et (0 - 300 mM) pour la HP B-CD. Les
flacons contenant les suspensions, ont été scellés et agités rigoureusement a 37 °C a une vitesse

d'agitation constante pendant une semaine afin d’ atteindre un état d'équilibre (cf. Figure 1).
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A lafin del’ expérience, les échantillons obtenus sont centrifugés (cf. Figure 2). Le surnageant a é&té
dilu¢ d’une maniére appropriée et analysé par spectrophotométric a A = 355 nm a ’aide d’un
spectrophotométre a double faisceaux (UV-Vis Beckman UV 24) pour déterminer la teneur totale
du principe actif (cf. Courbes d' étalonnage du Px représentée par la Figure 3 en Annexe 1). Chague

expérience a été répétée troisfois.

La constante de stabilité apparente des complexes d’inclusion Px - B-CD et Px - HPB-CD a été
calculée a partir de la pente de la partie linéaire de la courbe de solubilité en supposant une
steechiométrie Px : CD = 1: 1 et en utilisant |'équation ci-dessous [18] ou So est 1a solubilité du Px
en I’absence de la B-CD ou de la HP-B-CD (interception).

Ks=Pente/ So (1 - pente) (Eq.1.1)

En outre, I'efficacité de solubilisation qui est considérée comme I'efficacité de complexation (CE)
[19] a été déterminée par le rapport de la concentration du complexe (Px - B-CD ou Px - HPB-CD)
sur la concentration du Px seul.

Figure 1 : Dispositif expérimenta pour laréalisation du diagramme de solubilité de phase Higuchi

Figure 2 : Centrifugeuse
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5. Préparation des complexes d’inclusion solides

La préparation des complexes d’inclusion solides du Px avec la B-CD ou la HPB-CD a été réalisée
par différentes méhodes a savoir; le mélange physique, le kneading, la co-précipitation,
I’ évaporation par solvant, la lyophilisation et le séchage par pulvérisation (spray drying). Auss,
signalons qu’ a partir des résultats des études de solubilité, le rapport molaire a été fixéa1l: 1 pour
le complexe d’inclusion (Px - B-CD ou Px - HPB-CD). Par ailleurs, notons que pour toutes les
méthodes, les matieres premiéres utilisées ont éé tamisées sur un tamis de 0,5 mm d’ ouverture de

maille.

5.1. Méange physique (Procédeé Po)
Les quantités requises et précisément pesées de Px et de CD (B-CD ou HPB-CD) ont été
soigneusement mélangées a I’aide d’une spatule dans un mortier en verre pendant 15 minutes.
L’ échantillon obtenu est séché sous vide a température ambiante, broyé, tamisé sur 0,5 mm puis

conservé dans un dessiccateur jusqu’ a son évaluation.

5.2. kneading (Procédeé Py)
Le complexe d'inclusion (Px - B-CD ou Px - HPB-CD) a été préparé par trituration du mélange
physique al’aide d’un pilon dans un mortier en verre en utilisant un volume minimum du tampon
citrate de sodium (pH = 4) pendant 30 minutes jusqu’a obtention d'une pate homogene. Cette
derniére a été ensuite séchée sous vide a température ambiante, broyée, tamisée a travers un tamis

de 0,5 mm puis stockée dans un dessiccateur jusqu'a son évaluation.

5.3. Co-précipitation (Procéde P2)
La quantité requise du Px est dissoute dans 10 ml de méthanol. La quantité équivalente de la B-CD
a été dissoute dans 50 ml de tampon citrate de sodium (pH = 4). Le mélange des deux solutions a
été placé sous agitation pendant 24 heures a température ambiante, puisrefroidi aenviron 4 °C dans
un réfrigérateur pendant 72 heures. Le mélange final a été filtré sur un filtre de 0,22 pum puis séché
sous vide a température ambiante (cf. Figures 4 et 5). Les préparations des complexes d’'inclusion
solides séchées ont été broyées, passees a travers un tamis de 0,5 mm puis stockées dans un

dessiccateur jusqu’ aleur évaluation.
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Figure4 : Agitateur ahélice Figure5: Dispositif de filtration sous vide

5.4. Evaporation par solvant (Procédé Ps)
Apres dissolution de la CD (B-CD ou HPB-CD) dans le tampon citrate de sodium (pH = 4), la
proportion molaire requise du Px a été goutée. La suspension préparée a €té maintenue sous
agitation pendant 24 heures a température ambiante. La solution ainsi obtenue a été évaporée sous
vide a une température de 45 °C dans un évaporateur rotatif « Laborota 4010 (Heidolph) » jusqu'a
obtention d'un résidu sec (cf. Figure 6). La masse séchée a été broyée, tamisée a travers un tamis

de 0,5 mm puis stockée dans un dessiccateur jusqu'a son évaluation.

Figure 6 : Evaporateur rotatif
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5.5. Lyophilisation (Procédés Ps)
Pour éudier I'effet du pH de la formulation du complexe d’inclusion sur les propriétés de
dissolution du produit lyophilisé, deux (02) types de procédés de lyophilisation ont été adoptés :

Lyophilisation (Procédé Pa.1)
La quantité steechiométrique nécessaire de Px a été gjoutée sous agitation a une solution aqueuse du
tampon citrate de sodium (pH = 4) contenant la CD (B-CD ou HPB-CD). Apres 30 heures
d'agitation a 850 tours par minute, la solution obtenue a été congelée a -70 °C puis lyophilisée dans
un lyophilisateur « Labconco (FreeZone®) » pendant 48 heures (cf. Figure 7). Les préparations des

complexes solides sont stockées dans un dessiccateur jusgu’ aleur évaluation.

Lyophilisation (Procédé Pa.>)

Le Px a été ajouté a 400 ml d’une solution aqueuse de B-CD ou a 40 ml d’une solution aqueuse de
HPB-CD. Le mélange est mis sous agitation a 850 tours/min jusqu'a obtention d’une suspension
stable. Ladissolution du Px a été réalisée par I’ addition d'une petite quantité d'hydroxyde de sodium
(1 N). La solution obtenue (pH = 10) a été agitée pendant 24 heures a température ambiante afin
d atteindre un état d équilibre. La solution finale préparée a été congelée puis lyophilisée dans un
lyophilisateur « Labconco (FreeZone®) » pendant 48 heures (cf. Figure 7). Les préparations des
complexes solides sont stockées dans un dessiccateur jusgu’ aleur évaluation.

Figure 7 : Lyophilisateur
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5.6. Séchage par pulvérisation (Spray-drying) (Procéde P5)
Le Px a été ajouté a 400 ml d’une solution aqueuse de B-CD ou a 40 ml d’une solution aqueuse de
HPB-CD. Le mélange est mis sous agitation a 850 tours/min jusqu'a obtention d'une suspension
stable. La dissolution du Px est réalisée par addition d'une petite quantité d'hydroxyde de sodium
(IN). La solution obtenue (pH = 10) est agitée pendant 24 heures a température ambiante afin
d’atteindre un état d’'équilibre. La solution finale préparée a été séchée par pulvérisation dans
I"appareil «Buchi Mini Spray Dryer B-290» selon les conditions opératoires suivantes:
température d'entrée 150 °C, température de sortie 80 °C, aimentation de la pompe & 20% et taux
d'écoulement de la buse d'air 250 m®/h (cf. Figure 8). Les préparations des complexes d’inclusion

solides sont stockées dans un dessiccateur jusqu’ a leur évaluation.

Figure 8 : Appareil de sechage par pulvérisation (Spray Dryer)
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6. Préparation des dispersions solides binaires et ternaires

La préparation des dispersions solides a base du Px, de la cyclodextrine (-CD ou HP-B-CD) et/ou
du PEG 6000 a été réalisée selon les méthodes suivantes: le mélange physique, le kneading,
I’ évaporation par solvant et la fusion-solidification. Comme pour les complexes d'inclusion, le
rapport molaire (Px : CD) a été fixé a 1: 1 lors de la préparation des dispersions solides. Auss,
signalons que pour toutes les méthodes de préparation, les matieres premieres utilisées ont été

tamisées atravers un tamis de 0,5 mm.

Par ailleurs, précisons que lors de la préparation des dispersions solides, I’influence du PEG 6000
sur la complexation et les propriétés de dissolution du Px a été étudiée a deux (02) concentrations ;
une faible concentration en PEG 6000 (rapport massique PEG/Pa = 1%, 2,5%, 5% et 10%) et une
forte concentration en PEG 6000 (rapport massique PEG/Pa = 10%, 30%, 50%, 70%, 90% et 95%).

6.1. Dispersions solides a faible concentration en PEG 6000

6.1.1. Méange physique
Dans un mortier en verre bien sec, la quantité requise du mélange physique du systeme binaire (Px-
B-CD ou Px- HP-B-CD) est ajoutée a la quantit¢ de PEG 6000 correspondante au pourcentage
désiré. L’ensemble est mélangé soigneusement a I’aide d'une spatule pendant 15 minutes. Le
systéme ternaire préparé est séché a température ambiante dans un dessiccateur sous vide, broyé et
tamisé a travers un tamis de 0,5 mm. L’ échantillon obtenu est conservé dans un pilulier en verre

ambré hermétiquement ferme.

6.1.2. Kneading
Dans un mortier en verre bien sec, un petit volume de la solution tampon citrate de sodium apH =4
est ajouté goutte a goutte au mélange physique du systéme ternaire (Px- B-CD-PEG 6000 ou Px —
HP-B-CD - PEG 6000) aux pourcentages retenus de PEG 6000, tout en malaxant délicatement a
I"aide d’un pilon jusgu’ a obtention d’ une pate homogene.

Le mélange obtenu est séché a température ambiante dans un dessiccateur sous vide, broyé et
tamisé a travers un tamis de 0,5 mm. L’ échantillon obtenu est conservé dans un pilulier en verre

ambré hermétiquement fermé.
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6.2. Dispersions solides a forte concentration en PEG 6000

6.2.1. Mélange physique du systéme binaire (Px — PEG 6000)
Dans un mortier en verre bien sec, une quantité exacte de Px est gjoutée petit a petit a la quantité
nécessaire du PEG 6000 tout en mélangeant délicatement a I'aide d'une spatule pendant 15 min. Le
systéme binaire (Px — PEG 6000) obtenu est séché a température ambiante dans un dessiccateur
sous vide, broyé et tamisé a travers un tamis de 0,5 mm. L’ échantillon obtenu est conservé dans un

pilulier en verre ambré hermétiquement ferme.

6.2.2. Mélange physique du systemeternaire (Px - CD — PEG 6000)
Dans un mortier en verre bien sec, une quantité exacte du complexe d’inclusion (Px- -CD ou Px-
HP-B-CD) préparée préalablement par lyophilisation ou par spray drying (séchage par
pulvérisation), est goutée par petites fractions a la quantité nécessaire de PEG 6000, tout en
mélangeant |’ ensemble soigneusement avec une spatule pendant 15 minutes. Le systeme ternaire
(Px- CD- PEG 6000) obtenu est seché a température ambiante dans un dessiccateur sous vide, broyé
et tamisé atravers un tamis de 0,5 mm. L’ échantillon obtenu est conservé dans un pilulier en verre

ambré hermétiquement ferme.

6.2.3. Evaporation par solvant
Les produits évaporeés ont été préparés a partir du mélange physique binaire ou ternaire [(Px ; PEG
6000) ou (complexe d'inclusion ; PEG 6000)]. Les quantités exactement pesées du Px ou du
complexe d’'inclusion (lyophilisé ou séché par pulvérisation) et du PEG 6000 pour obtenir une

masse totale de cing (05) grammes ont été mélangées et dissoutes dans 50 ml de méthanol.

Les mélanges a différents pourcentages massiques polymere/principe actif (10%, 30%, 50%, 70%,
90%, 95% pour les systemes binaires et 50%, 70%, 90%, 95% pour les systémes ternaires) ont été
agités pendant 30 min puis évapores sous vide a sec a 40 °C dans un évaporateur rotatif « Laborota
4010 (Heidolph) ». La masse séchée a été broyée, tamisée a travers un tamis de 0,5 mm et stockée

dans un dessiccateur jusgu'a son utilisation ultérieure.

6.2.4. Fusion-solidification
Les dispersions solides binaires du Px a différents rapports polymere/principe actif (10%, 30%,
50%, 70%, 90%, 95%) ont été préparées par mélange d’ une quantité totale équivalente acing (05) g
(Px et PEG 6000) puis, chauffage jusgu'a fusion du mélange dans une cuve en verre immergée dans

un bain d'huile régulé au point de fusion du Px (cf. Figure 9A).
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Dés I’obtention d’un liquide homogene, le chauffage est interrompu et la solution est laissee
refroidir lentement (& une vitesse moyenne de 1°C/min). Apres solidification a température
ambiante, le produit est introduit dans un dessiccateur sous vide. Les échantillons ainsi préparés
sont ensuite broyés, tamisés et stockés dans des flacons en verre ambré.

Par ailleurs, notons gque pour les dispersions solides a 90% et 95% de PEG 6000, une solidification
rapide a été également effectuée par refroidissement de la solution obtenue dans un bain de glace
(cf. Figure 9B).

Dans la préparation des systemes ternaires (Px, B-CD ou HPB-CD, PEG 6000), le polymere a
différentes concentrations (50%, 70%, 90%, 95%) a été placé dans un réservoir en verre et laissé
fondre par chauffage dans un bain d'huile. A la masse fondue, une quantité appropriée du complexe
d’inclusion (lyophilisé ou séché par fluidisation) a été gjoutée sous agitation jusqu'a obtention d’ une
dispersion homogene. La solution finale obtenue a été refroidie a température ambiante ou dans un
bain de glace puis stockée dans un dessiccateur pendant 48 heures. Les échantillons obtenus ont été
broyés, tamisés a travers un tamis de 0,5 mm puis stockés dans un dessiccateur jusgu'a utilisation

ultérieure.

A B
Figure 9 : Appareillage de la méthode de préparation des échantillons par fusion
(A : Fusondumélange B : Solidification du méange)
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7. Dissolution in vitro

Les différents systémes préparés ainsi que le Px (PA seul) ont fait I’ objet d’un essai de dissolution
normalisé selon laméthode décrite al’ USP 32-NF 27 [20].

7.1. Milieu del’ essai
Tenant compte des caractéristiques physico-chimiques du principe actif éudié ains que des
excipients utilisés pour les différentes formulations, le milieu de dissolution choisi est ssmulé a un
milieu intestinal de pH = 6,8, préparé a base d’' une solution agueuse citrate de sodium di hydraté a
0,01M dont le pH a été gusté a I’aide d une solution d’ acide chlorhydrique 2N. Aussi, rappelons

gue la solution citrate de sodium n’ absorbe pratiquement pas dans le domaine UV- Visible.

7.2. Méthode de dosage du Piroxicam
Le dosage de notre principe actif le Px a été réaliseé par Spectrophotométrie UV-Visible. La
longueur d’ onde maximale du Px a été déterminée par un balayage de spectre (Survey Scan) (200 —
500 nm) a I’aide d'une solution éalon a concentration en Px égale a 20 mg/l ; soit un maximum
d’ absorption Amax = 355 nm. La courbe d éaonnage du Px a été réalisée a I’aide de huit (08)
standards (2,5 a 22,5 mg/l) préparés par dilutions successives a I’aide du milieu de dissolution, a
partir d’une solution mere de Px a 500 mg/I. La représentation graphigque des absorbances obtenues
aprés dosage des standards par spectrophotométrie UV-Visible est donnée par la figure 10 en

Annexe 1.

7.3. Conditions opératoires
Les éudes de dissolution in vitro du principe actif seul, des complexes dinclusion et des
dispersions solides binaires ou ternaires préparées par les différentes méthodes ont été évaluées par
un test de dissolution en utilisant |’ appareil de dissolution « Vankel VK7000® » (Varian Inc, Palo
Alto, CA, USA) (cf. Figure 11). La vitesse de rotation a éé fixée a 100 tours par minute et la
température du milieu de dissolution a 37 °C + 0,5°C. Les échantillons de poudre contenant 20 mg
de Px ou sa quantité équivalente de complexe dinclusion ou de dispersion solide ont été introduits
dans 900 ml de milieu de I’essai de dissolution (tampon citrate de sodium a pH = 6,8 ou eau
distillée) pendant deux (02) heures. Pour chague expérience, 5 ml d'échantillon ont é&té prélevés a5,
10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 et 120 min puis remplacés par un volume égal de milieu de
dissolution frais pour maintenir un volume total constant. Les échantillons ont étéfiltrés atravers un
filtre de 0,45 um et analysés par spectrophotométrie UV-visible a la longueur d onde A = 355 nm

pour déterminer lateneur en Px dissous (cf. Figure 12).
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Les pourcentages cumulés du principe actif dissous ont été calculés en utilisant les équations
d'éalonnage. Les résultats de la dissolution in vitro des systemes préparés représentent la moyenne

detroisessais.

Figure 11 : Appareil de dissolution

Figure 12 : Spectrophotometre UV-Visible

7.4. Traitement statistique
Les résultats de I’ éude de dissolution in vitro du Px ont été traités statistiquement a l'aide d'un
logiciel informatique utilisant le test de Fisher pour comparer le pourcentage du Px dissous a 05min,
30 min et 60 min (DP5, DP30 et DP60) des formulations préparées soit, entre différentes méthodes
d'inclusion pour chague CD, soit, entre les systeémes préparés (complexes d’'inclusion ou dispersions
solides). Les analyses statistiques ont été effectuées par |I'analyse de variance (ANOVA) aun ou a
deux facteurs. Les différences ont été considérées significatives a p < 0,0001 dans un intervalle de

confiance de 95%.

137



Chapitre I : Matériel et méthodes

8. Caractérisation physicochimique

Les complexes d'inclusion et les dispersions solides préparés ont fait I’objet d'une caractérisation
physicochimique (Infrarouge, DSC, ATG et DRX).

8.1. Spectroscopie Infra Rouge a Transformée de Fourier (IR-TF)
Les mesures a réflexion totale atténuée (ATR) — IR-TF ont été effectuées sur les poudres des
différentes préparations. Les échantillons ont été placés dans le systeme de mesure (cristal de Ge-
ATR) et pressés avec une force de 80 N. Les spectres ont éé enregistrés en utilisant |’ apparell
« Spectrum One® » (Perkin Elmer, Watham, MA, USA) (cf. Figure 13). Un cristal fraichement
nettoyé a été utilise comme référence. Chague analyse a été réalisée avec 20 balayages dans la
gamme de fréquence comprise entre 600 cm™ et 4000 cm™ & une résolution de 8 cm™. Pour chagque

échantillon, I’analyse a é&é répétée troisfois.

Figure 13 : Spectrométre Infra Rouge a Transformée de Fourier (IR-TF)

8.2. Calorimétriedifférentielle a balayage (DSC)

La DSC a été effectuée al'aide de I’ appareil « DSC 6® » (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) (cf.
Figure 14). L’ indium (99,98%, point de fusion 157 °C) a été utilisé pour I’ étalonnage de |'appareil.
Des échantillons de 5 mg ont été pesés avec précision dans des capsules en aluminium puis scellés.
Les thermogrammes des échantillons ont été obtenus a une vitesse de balayage de 10 °C/min
réalisée sur une plage de température de 30 a 255 °C (complexes d’'inclusion) ou de 30 a 240 °C
(dispersions solides) sous un flux de gaz azote a 20 ml/min. L'appareil est régi par lelogiciel Pyris®
(Perkin EImer, Waltham, MA, USA). Pour chaque échantillon, les mesures ont été répétées trois
fois.
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Figure 14 : Appareil de Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

8.3. Analysethermogravimétrique (ATG)
Les pertes de masse ont été enregistrées a I’aide de I'appareil « TGA 4000® » (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) sur des échantillons de 5 mg placés dans une capsul e ouverte (cf. Figure 15).
Les analyses ont été réalisées dans la gamme de température de 30 a 600 °C al’aide d'un pas de
chauffage de 10 °C sous un flux d'azote gazeux (20 ml/min). Toutes les mesures ont été effectuées

entriple.

Figure 15 : Appareil del’ Analyse Thermogravimétrique (ATG)
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8.4. Diffraction desrayons X (DRX)
Les spectres de la diffraction des rayons X ont été enregistrés a |’ aide d un diffractometre « XPert
Pro PANalytical » (Systéme vertical ©/6 MPd, RTMS excellerator detector) (cf. Figure 16). Les
¢chantillons ont été analysés dans la plage d'angle 20 de 5° a 65°, et les paramétres du procédé ont
¢té fixés comme suit : vitesse de balayage a 0,30 °/s, taille de pas a 0,0167 ° (2 ©) et le temps de
I'étape de balayage a 1,9 secondes. Les données de |’analyse ont été traitées par le logiciel X'Pert
HighScore.

Figure 16 : Appareil de Diffraction des rayons X (DRX)
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9. Biodisponibilité du complexe d’inclusion Px - B-CD

9.1. Préparation des complexes d’inclusion (Px — p-CD)
Des complexes d’inclusion Px — B-CD ont été préparés a différents rapports molaires (1:1,1:2,5,
1:3et1:4). Pour cefaire, une quantité requise de Px a été mise en suspension dans 10 ml d'une
solution aqueuse de B-CD. Pour solubiliser le principe actif, une solution de NaOH a 0,1 N a été
gjoutée au mélange. Apres dissolution du Px, une solution jaunétre de pH supérieur a 10 a été
obtenue. Les solutions ainsi obtenues ont été lyophilisées dans les conditions opératoires suivantes :

vide < 200 mTorr, température du condenseur < - 40 ° C et température du plateau égale a + 30° C.

9.2. Etude sur |I’animal
Des lapins blancs de sexe masculin (Nouvelle-Zélande) de poids corporel de 2,5 a 2,8 kg ont é&é
utilisés. Les lapins ont été mis a jeun pendant la nuit avec autorisation de I’administration d une
quantit¢ d’eau a volonté. Le Px et le complexe Px - B-CD ont ¢ét¢ administrés sous forme de
suspension de méthylcellulose a 2%. Le principe actif Px (10 mg / kg) ou le complexe Px - B-CD
(équivalent a 10 mg / kg de Px) a été administré par voie orae a |’aide du tube de Ryle (tube
d'intubation). Apres administration du médicament, 02 ml d'échantillon de sang ont été prélevés a
partir de laveine marginale de l'oreille dans un tube a contenant de I'héparine et ce a différents
intervallesdetemps: 0; 0,25;05;1; 2; 4; 8; 12 et 24 heures. Les échantillons ont été ensuite
centrifugés a 3000 tours/min pendant 15 min afin de recueillir un volume de 0,12 a 0,15 ml de

plasma.

9.3. Méthode de dosage du Piroxicam dansle Plasma du lapin
La concentration du Px dans le plasma a été déterminée par chromatographie a |’ aide de |’ appareil
HPLC « Hewlett-Packard 1050 » (cf. Figure 17) dans les conditions opératoires suivantes :

e Phase mobile composée d’ un mélange acétonitrile / tampon phosphate 35/65 (v/v) apH 3,5;
e Colonne utilisée « NUCLEOSIL 120-10 (C18, 10 mm) » (fournisseur Merck) ;

e Débit 0,8 ml/min;

e Tempsderétention 3,5 min;

e Longueur d'onde 356 nm ;

e Température delacolonne 40 °C;
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e Echantillon; 200 ul de méthanol contenant de I'acide perchlorique a 0,2% ont été gjoutés a 100
pl de plasma refroidi dans un bain de glace. La solution obtenue a é&é méangée pendant une
minute et centrifugée a 3000 tours/min pendant 5 min, puis 50 pl du surnageant ont été injectés

dansle systeme HPLC.

La courbe d' étalonnage du Px dans e plasma du lapin a été réalisée al’ aide de dix (10) standards
(0,1 a5 pg/ml). Lareprésentation graphique est donnée par lafigure 18 en Annexe 1.

Figure 17 : Appareil de Chromatographie en phase liquide

9.4. Analyse statistique
L'analyse pharmacocinétique des données de la concentration plasmatique a été réalisée en utilisant
le modéle des procédés indépendants. L'aire sous la courbe de concentration plasmatique - temps
(ASC) a été calculée. La concentration plasmatique maximale (Cmax) €t le temps nécessaire pour
atteindre la concentration maximale (Tmax) Ont été déterminés a partir de la courbe de la
concentration plasmatique en fonction du temps pour chaque rapport molaire Px : -CD étudié. Les
comparaisons statistiques des paramétres pharmacocinétiques ont éé effectuées en utilisant une
analyse de variance a un facteur, et lorsgue des différences significatives ont été trouveées, le test F

de Scheffe a é&é appliqué.
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Partie 1 : Influence de la méthode de préparation sur les propriétés
de dissolution du complexe d’inclusion (Px - CD)

1. Objectif del’ é&ude

Dans le but d’améliorer 1a solubilité et la vitesse de dissolution du Piroxicam, nous avons réalisé
dans cette étude des recherches sur la possibilité de complexation du Px avec les CDs, dans notre
cas, la B-CD et la HP-B-CD. Ainsi, nous avons tout d’abord évalué en solution, l'interaction entre Px
et chaque CD (B-CD ou HP-B-CD) en utilisant les diagrammes de solubilité de phase. Ensuite, nous
avons préparé les complexes d'inclusion du Px par diverses méhodes; mélange physique,
kneading, co-précipitation, évaporation par solvant, lyophilisation et séchage par pulvérisation
(spray drying). Tout ceci, afin de mettre en évidence I’ influence de la méthode de préparation sur

les propriétés de dissolution du complexe d’inclusion (Px - 3-CD) ou (Px - HP--CD).

2. Résultats et discussion

2.1. Etudespréiminaires

L'étude de I’ effet du pH sur la solubilité du Px (Figure 1A) montre une influence positive avec
I’augmentation de la valeur du pH aussi bien pour le Px seul que pour le Px inclus dans la §-CD. La
solubilité la plus élevée du Px a été obtenue au pH 8. En effet, celle-ci est 3 fois meilleure que la

solubilité du Px au pH 6 et 12 fois meilleure que celle du complexe dinclusion au pH 4.

Par conségquent, la présence de cyclodextrine en solution tampon a amélioré d’'une maniéere
significative la solubilité du principe actif, en particulier, au pH 4 ou nous avons obtenu la meilleure
amélioration de la solubilité (7 fois meilleure que celle du Px seul). La solubilité du Px dépend non
seulement du pH du milieu mais aussi de la vitesse d'agitation du mélange lors de la préparation du
complexe d'inclusion. En effet, elle augmente proportionnellement avec la vitesse d’ agitation pour
tous les pH éudiés (Figure 1B). L'augmentation de la solubilité du Px avec I'augmentation de la
vitesse d'agitation peut étre expliquée par I'équation Noyes — Whitney [1] ou la vitesse de
dissolution est inversement proportionnelle a I'épaisseur de la couche limite (h) qui est réduite par
agitation dans le récipient de préparation. Enfin, précisons que la solubilité la plus faible a été
obtenue au pH 4, valeur de pH retenue pour la plupart de nos travaux de recherche.
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Figure 1A : Effet du pH sur la solubilité du Px seul et du complexe d’inclusion Px - B-CD
*Chaque point représente la moyenne + SD
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Figure 1B : Effet de la vitesse d’agitation sur la solubilité du complexe d’inclusion Px - B-CD
*Chague point représente la moyenne + SD

2.2. Diagrammes de solubilité de phase

Les diagrammes de solubilité de phase du Px dans les solutions aqueuses de B-CD et de HP-B-CD a
37 °C sont illustrés par la figure 2. Selon la classification Higuchi et Connors [2], les tracés
montrent que les diagrammes de solubilité obtenus sont de type AL, révélant une augmentation
linéaire de la solubilité du principe actif en fonction de I'augmentation de la concentration de CD
(B-CD ou HP-B-CD) et indiquant la formation des complexes solubles. La corrélation linéaire hote-
invité avec une pente inférieure & 1 suppose la formation de complexes d'inclusion dont la

steechiométrie équimolaire est €égale a 1 : 1 pour Px - B-CD et Px - HP-B-CD.

Les constantes de stabilité apparente (Ks) obtenues a partir de la pente du diagramme de solubilité
de phase linaire sont égales a 0.082 mM™ pour la B-CD et a 0.124 mM™ pour la HP-B-CD. Ces
résultats indiquent que les complexes Px - CD a1: 1 sont suffisasmment stables [2]. Lavaleur de la
constante de stabilité observée pour la HP-B-CD indique que le Px interagit plus fortement avec la

HP-B-CD qu’avec la B-CD.
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Pour évaluer 'effet des cyclodextrines, l'efficacité de solubilisation de la f-CD ou de la HP-B-CD a
été déterminée par le rapport de la solubilité du principe actif dans une solution agueuse de
cyclodextrine [16 mM (B-CD) ou 300 mM (HP-B-CD)] sur la solubilité¢ du principe actif dans 1'eau
distillée. La présence de la HP-B-CD a permis de multiplier par 38 fois la solubilité du piroxicam

seul, tandis qu’avec la B-CD, I’augmentation de la solubilité¢ du Px est seulement égale a 2,4 fois.
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Figure 2 : Diagramme de solubilité de phase des systemes
Px - B-CD et Px — HP-B-CD dans I’eau distillée a 37 + 0,5°C

*Chaque point représente la moyenne + SD
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2.3. Dissolution des complexes d’inclusion

Dans la présente étude, les profils de dissolution des complexes d'inclusion solides préparés par
différentes méthodes (cf. Photos des échantillons de complexes d’inclusion en Annexe 2) ont été
évalués au moyen de deux paramétres : |e pourcentage du principe actif dissous aprés 5 min, 30 min
et 60 min (DPs, DP3o et DPso) €t le temps de demi-vie de la dissolution (tsos). Les profils et les
paramétres de dissolution du Px seul et du Px traité par kneading, par co-précipitation et par
évaporation sont illustrés et rapportés dans la figure 3 et le tableau 1 respectivement. La DPs du
produit préparé par évaporation est nettement plus éevée que celles des produits préparés par co-
précipitation et par kneading, mais aprés 30 min, la DP du produit évaporé devient la plus faible, de
sorte qu'elle ne dépasse pas celle du Px seul alafin du test de dissolution. Le traitement du principe
actif seul par co-précipitation et par kneading aboutit & une variation positive et significative de ses
propriétés de dissolution : 17% pour |le co-précipité et 12% pour le produit traité par kneading aux 5
premieres minutes de I’ essai, puis, 27% pour le co-precipité et 29% pour celui préparé par kneading
aprés une heure de cinétique. Aussi, notons qu’'au début de la dissolution, les cinétiques du co-
précipité et du produit préparé par kneading (kneaded) sont trés proches mais a partir de 60 min

d , le kneaded dépasse |égérement le co-precipité.

Figure 3 : Profils de dissolution du Px seul et du Px sans CD traité par |’ évaporation,
la co-précipitation et |e kneading dans e tampon citrate sodium (pH = 6,8) a37 + 0,5°C

*Chaque point représente la moyenne + SD
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Tableau 1 : DPs (%), DP3o (%), DPso (%) du Px seul et du Px sans CD traité par le kneading,
La co-précipitation et I’ évaporation dans le tampon citrate sodium (pH = 6,8) a37 + 0,5°C

Echantillon DPs(%)* DP3o (%)* DPeo (%)*
Px seul 10,81 + 0,60 31,01+0,53 44,43+ 0,41
Kneaded du Px : K 22,912+ 0,15 57,69°+ 0,13 73,81+ 0,12
Co-precipitédu Px: C 27,743 + 0,11 62,113 + 0,19 71,40%" + 0,10
Evaporédu Px : E 49,513b¢ + 0,23 54,52b¢ + 0,20 53,5030¢ + 0,16
Analyse statistique a: significativement différent du Px seul
Tes ANOVA ot o dgtverent i i
(Intervalle de confiance : 95%) (p <0.0001)

1 Chaqgue point représente la moyenne + SD

Les profils et les parameétres de dissolution du Px seul et des systémes binaires (Px - B-CD) et (Px -
HPB-CD) sont respectivement représentés sur les figures (4A et 4B) et aux tableaux (2A et 2B). I
apparait clairement que tous les systeémes (Px - B-CD) et (Px - HPB-CD) préparés présentent un taux
de dissolution plus élevé (p < 0,0001) que celui du Px seul. Le temps de demi-vie de la dissolution
(tso%) des complexes d’inclusion préparés est nettement plus rapide (tso% < 3 min) que celui du Px
seul a I’exception du mélange physique Px - B-CD qui manifeste une valeur intermédiaire (tso% = 29

min).

Figure4A : Profils de dissolution du Px seul et du systéme (Px — B-CD)
dans |le tampon citrate sodium (pH = 6,8) a37 + 0,5°C

*Chague point représente la moyenne £ SD
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Figure4B : Profils de dissolution du Px seul et du systéme (Px — HPB-CD)
dans |le tampon citrate sodium (pH = 6,8) a37 + 0,5°C

*Chaque point représente la moyenne + SD

Compte tenu des valeurs de la DPs (Tableau 2), le taux de dissolution du Px a été amélioréde 6 a9
fois dans les complexes d'inclusion et de 3 a 6 fois dans les mélanges physiques préparés avec la f3-
CD et la HPB-CD. D’apres les valeurs de la DPs des complexes d'inclusion Px - B-CD (Tableau
2A), lameilleure vitesse de dissolution du principe actif a été obtenue par les produits préparés par
spray drying (spray-dried) (P5) et par lyophilisation (P4.2) suivis des produits préparés
respectivement par lyophilisation (P4.1), kneading, évaporation et co-précipitation. Cependant,
apres 30 min, le co-précipité devient meilleur que le lyophilisat (P4.1). Par conséquent, apres 30

min, I'ordre de classement du pourcentage de principe actif dissous est comme suit (p < 0,0001) :

Spray dried > Lyophilisat (P4.2) > Co-précipité > Lyophilisat (P4.1)> Kneaded > Evaporé> Mélange physique

Il convient de noter que le produit commercial Brexin® est plus proche de |I'évaporé. Aussi et
d’aprés les données de la dissolution des complexes d’inclusion Px - HPB-CD (Tableau 2B), la
meilleure vitesse de dissolution a été obtenue pour les produits préparés par spray drying et par
lyophilisation. L'ordre de classement du pourcentage du principe actif dissous pendant toute la

période de I'essai de dissolution est comme suit (p < 0,0001) :

Lyophilisat (P4.1) > Spray dried =~ Lyophilisat (P4.2) > Kneaded > Mélange physique
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Il est & souligner que, dans les quinze premiéres minutes de I'essai de dissolution, le lyophilisat
(P4.2) est plus proche aussi bien du produit préparé par spray drying que du lyophilisat (P4.1).
Aucune différence significative n'a éé trouvée entre le produit préparé par spray drying et le
lyophilisat (P4.1) pour la DPs ainsi qu’entre le produit préparé par spray drying et le lyophilisat
(P4.2) pour laDPeo (cf. Figure 4B et Tableau 2B).

Tableau 2A : DPs (%), DP3o (%), DPso (%) €t tso% (min) du Px seul et des systémes (Px — -CD)

dans |le tampon citrate sodium pH = 6,8 a37 £ 0,5°C

Echantillon DPs(%0)* DPs3o (9%6)* DPeo (%6)* tsoo (Min)t
Px seul 10,81 + 0,60 31,01+ 0,53 44,43+ 0,41 80 min
M¢élange physique Px—CD Pg 34,44% + 0,55 50,50°+ 0,35 60,63? + 0,48 29 min
Evaporé Px — fCD P3 68,7430¢4 + 0,13 76,59%0¢4 + 0,18 75,69%0¢d + 0,17 <3min
kneaded Px — BCD P1 76,6730 + 0,12 79,4630 +0,15 79,23%b + 0,12 <3min
Lyophilisat Px — BCD P4.1 85,553bcde + 0,05 85,003bcde + 0,03 85,003Pcde + 0,06 <3min
co-precipité Px — BCD P2 61,423¢ + 0,13 89,923b¢ + 0,14 89,68%¢ + 0,11 <3min
Lyophilisat Px — BCD P4.2 96,973bcdel + 0,05 | 94,873bcdel + 0,03 | 93,283Pcdel + 0,01 <3min
spray-dried Px — BCD P5 98,59abcdela + 0,07 | 97,333bcdelo + 0,09 | 96,40%Pcdelg+ 0,04 | <3 min
Brexin® 89,20+ 0,19 75,30"+ 0,23 74,00+ 0,21 <3min

Analyse statistique
Test ANOVA adeux facteurs

(Intervalle de confiance : 95%)

a: significativement différent du Px seul
b : significativement différent de Py
c : significativement différent de P1
d: significativement différent de P2
e significativement différent de P3
f : significativement différent de P4.1
g : significativement différent de P4.2
h : non- significativement différent de P3
(p <0.0001)

1 Chaqgue point représente la moyenne + SD
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Tableau 2B : DPs (%), DP30 (%), DPeso (%) et tsow (min) du Px seul et des systémes (Px — HP-BCD)

dans |le tampon citrate sodium pH = 6,8 237 + 0,5°C

Echantillon DPs(%0)* DPs3o (%0)* DPso (%0)* ts00 (Min)t
Px seul 10,81 + 0,60 31,01+ 0,53 44,43+ 0,41 80 min
Me¢élange physique Px — HP-BCD Pg 62,772 £ 0,45 72,572+ 0,25 71,16° + 0,27 <3 min
kneaded Px — HP-BCD P1 85,602+ 0,13 85,273 + 0,08 83,5%" +0,11 <3min
Lyophilisat Px — HP-BCD P4.1 96,653P¢+ 0,09 | 97,613P¢+0,09 | 97,003P¢ + 0,05 <3min
Lyophilisat Px — HP-BCD P4.2 97,323b¢ + 0,06 | 95,63%°+ 0,03 | 94,013°¢ + 0,02 <3min
spray-dried Px — HP-BCD P5 96,7030¢4 + 0,04 | 96,073P¢+ 0,07 | 93,852P<€ + 0,05 <3min

a: significativement différent de Px seul
b : significativement différent de Py
c : significativement différent de P1
d : non- significativement différent de P4.1
e : non- significativement différent de P4.2
(p <0.0001)

Analyse statistique
Test ANOVA adeux facteurs

(Intervalle de confiance : 95%)

1 Chaqgue point représente la moyenne + SD

D’ apréslafigure 4 et le tableau 2, nous pouvons constater que tous les complexes (Px - HPB-CD)
présentent une dissolution plus élevée que celle des complexes (Px - B-CD) a l'exception du
lyophilisat (P4.2) et du produit préparé par spray drying. Aucune différence significative n'a été
trouvée entre le lyophilisat (P4.2, B-CD) et le lyophilisat (P4.2, HPB-CD) pour la DPs, tandis que la
quantité dissoute du spray-dried contenant la B-CD est significativement différente du spray-dried
contenant la HPB-CD (p < 0,0001) : le spray-dried (Px - B-CD) est meilleur que le spray-dried (Px -
HPB-CD). Par conséquent, I'ordre de classement global de la vitesse de dissolution des complexes

d’inclusion a base de la B-CD et de la HPB-CD est comme suit (p < 0,0001) :

Spray-dried (B-CD) > Lyophilisat (P4.1, HPB-CD) > Spray-dried (HP-B-CD) > Lyophilisat (P4.1, B-CD) >
Kneaded (HPB- CD) > Kneaded (B-CD) > M¢lange physique (HP-B-CD) > Mélange physique ($-CD)

Ces résultats permettent de conclure que le taux de dissolution du Px est dépendant de la méthode
de préparation des complexes dinclusion et du type de CD utilisé puisque le spray-dried et le
lyophilisat présentent les taux de dissolution les plus é evés.

L'effet du pH de la formulation du complexe d'inclusion sur les propriétés de dissolution du
lyophilisat contenant la B-CD ou la HP-B-CD est respectivement illustré sur les figures 5A et 5B. Il
convient de noter que le systéme (Px - B-CD) préparé au pH 10 a montré une meilleure dissolution
du principe actif par rapport a celui préparé au pH 4. Ceci rejoint le résultat de I'étude de I'effet du
pH (cf. sous chapitre 2.1) ou la solubilité du Px augmente proportionnellement avec la valeur du
pH.
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Cependant, le complexe d'inclusion a base de la HP-B-CD ne refléte pas les mémes résultats de la

dissolution du Px sachant que la variation du pH n’apas eu d’ effet sur la dissolution du systéme Px

- HP-B-CD, en particulier, au cours de |la premiere demi-heure de I’ essal de dissolution.

Figure 5A : Effet du pH de la formulation du complexe d’inclusion Px - 3-CD sur la dissolution du

lyophilisat dans le tampon citrate sodium (pH = 6,8) a37 £ 0,5°C
*Chaque point représente la moyenne + SD

Figure 5B : Effet du pH de la formulation du complexe d’inclusion (Px - HP-B-CD) sur la

dissolution du lyophilisat dans e tampon citrate sodium (pH = 6,8) a37 £ 0,5°C
*Chague point représente la moyenne £ SD
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Il convient de noter que RC Doijad, MM Kanakal et FV Manvi [3] ont étudié I'effet des variables du
procédé sur la dissolution du complexe d'inclusion Px - HPB-CD préparé par co-grinding, kneading
(avec de I'éthanol agueux ou avec une solution aqueuse de |I'ammoniac), lyophilisation (solvant
utilisé: eau/éthanol 50/50 v/v) et co-évaporation (par I'éhanol ou par I'ammoniague). Les
différentes techniques de préparation du complexe ont révélé avoir une influence sur la vitesse de
dissolution. La dissolution du complexe préparé par le procédé de co-évaporation utilisant
I'ammoniaque aqueux est meilleure au pH 7,2. Sa DP atteint 97% aprés deux heures (02), tandis que
le produit préparé par |yophilisation aboutit seulement a 93,5% de DP. Prenant en compte le fait que
les préparations de nos complexes ont été effectuées dans une solution agueuse tampon citrate de
sodium (pH = 4) et que les profils de dissolution sont obtenus a un pH de 6,8, les résultats rapportés
par Doijad RC et a. sont différents par rapport a ceux obtenus dans notre travail, en particulier pour
lelyophilisat (P4.1 ou P4.2) et |e kneaded.

Dans notre étude, les lyophilisats (P4.1 et P4.2) présentent respectivement 96,65% et 97,32% juste
apres cing (05) minutes de dissolution (Tableau 2B). Le lyophilisat préparé par Doijad RC et al.
atteint seulement 85,1% apres 15 min de dissolution. La différence observée dans laDP Px peut étre
dGe a la nature du solvant utilisé dans chagque formulation du complexe d’inclusion. Leur éude a
montré un effet significatif du solvant de formulation du complexe d’inclusion sur les propriétés de
dissolution du Px sachant que le co-évaporé (Px-HPB-CD) dans de I'éthanol n'a pas atteint 52% de

DP a 120 min de dissol ution.

Une conclusion similaire a été observée pour les produits préparés par kneading avec de |'éthanol ou
de I'ammoniaque ; la DP12o du produit kneaded avec I'ammoniaque est de 80,33% contre 71,33%
pour le produit kneaded avec I'éthanol [3]. La DP du complexe préparé par kneading avec un
tampon citrate de sodium (pH = 4) est beaucoup plus élevée (DPs = 85,60%, Tableau 2B) par
rapport a ceux preparés par Doijad RC et al. utilisant le méme procédé avec de I'éthanol ou de

['ammoniac aqueux.

En outre, les travaux de recherche de S. Mangal et Jyotsna M Musae [4] ont révélé que les
formulations du complexe d'inclusion Px - HPB-CD préparés par kneading, co-évaporation et
lyophilisation montrent une augmentation du taux de dissolution par rapport au principe actif seul.
Une différence marquée des caractéristiques du complexe solide en termes de la DSC, de la
spectroscopie IR et de la chromatographie en couche mince, a été observée pour les différents

procedés de préparation.
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Dans notre étude et quel que soit la méthode de préparation des complexes d'inclusion solides,
['amélioration significative des caractéristiques de dissolution de ces derniers peut étre justifiée par

le concours de plusieurs facteurs[5a9] :

e Formation d'un complexe d'inclusion facilement soluble dans le milieu de dissolution ;

e Reéduction de latension interfaciale entre le principe actif peu soluble dans |'eau et le milieu
dedissolution ;

e Mouillabilité accrue des particules du principe actif ;

e Reéduction du degré de cristallinité du produit ;

e Diffusion et dissociation du complexe dans le milieu de dissolution.

L'augmentation de la vitesse de dissolution pour le mélange physique a base de la B-CD ou de la
HPB-CD peut étre expliquée par la solubilité du principe actif dans les solutions aqueuses de CD.
Etant donné que les CDs se dissolvent plus rapidement que le principe actif seul dans le milieu de
dissolution, nous pouvons supposer que, dans les premiéres éapes du processus de dissolution, les
molécules de CD sont susceptibles de fonctionner localement sur |'hydrodynamique entourant par la
suite les particules du principe actif. Cette action entraine un processus d'inclusion in situ, ce qui a

pour conséquence une dissolution rapide du principe actif [10].

Les meilleures propriétés de dissolution observées pour le systeme kneaded par rapport au systéme
évaporé peut étre due a une meilleure interaction du Px avec la B-CD lors du procédé kneading.
Pour le spray-dried et le lyophilisat, la dissolution compléte et rapide en présence de la CD (B-CD
ou HPB-CD) pourrait également étre attribuée a 1'état amorphe de haute énergie [11] comme une
conséquence des interactions specifiques (Px - CD) produites par le procédé de préparation. Enfin,
la meilleure performance de la HPB-CD par rapport a la -CD est due a sa solubilité supérieure a

celle de la B-CD qui lui offre une plus grande capacité de solubilisation du Piroxicam.

157



Partie 1 : Influence de la méthode de préparation sur les propriétés
de dissolution du complexe d’inclusion (Px - CD)

2.4. Caractérisation physicochimique des complexes d’inclusion solides

2.4.1. Spectroscopie I nfrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

Les spectres IR-TF des composes purs, des différents complexes (mélange physique, kneaded, co-
précipité, évaporé, lyophilisat et spray-dried), le comprimé commercia Brexin® et les échantillons
du Px traité sont illustrés sur les figures 6 & 9 (cf. Annexe 3). Le spectre infrarouge du Px (Fig. 6)
présente des bandes a différentes fréquences. Le premier pic apparait a 3339 cm-? représentant les
bandes d’ élongations des groupes -NH et -OH du Px. Cela nous permet de conclure que laforme du
principe actif utilisé dans cette étude est la forme polymorphe cubique sachant que le Px existe sous
deux formes cristallines polymorphiques différentes inter convertibles. Leurs spectres IR-TF ne
différent que légérement dans la région de I'empreinte digitale, mais les élongations des groupes -
NH et -OH apparaissent a 3338 cm* pour la forme cubique et a 3393 cm* pour la forme aiguille
[12]. En outre, une bande bien définie a été observée a 1630 cm™ attribuée a la présence de
I'éongation de la double liaison du carbonyle damide (C = O). D’ autres bandes caractéristiques du
Px ont été identifiées et attribuées aux éongations de différents groupes tels que I’ éongation du
groupe SO-N 41150 cm! et I’ @ongation du groupe phényle ortho-di substitué a 773 cm* [13].

Les spectres de la B-CD et de la HP-B-CD (Fig. 6) montrent de larges bandes dans la région 3600
cm?! & 3000 cm? appartenant aux groupes hydroxyles ainsi que dautres pics a différentes
fréguences: a environ 2900 cm? relatifs aux éongations du groupe -CH, a 1636 - 1645 cm*
représentant les éongations de la double liaison C = C et & 1154 cm™ appartenant probablement au
C-O. Les mélanges physiques du Px avec la CD (B-CD ou HP-B-CD) (Fig.7 et Fig.8) montrent
pratiquement une superposition des deux spectres relatifs au principe actif seul et ala CD révélant
ainsi I’ absence d’ une forte interaction chimique entre les deux composés mis en jeu.

En revanche, les spectres IR-TF des complexes Px - B-CD (Fig. 7) et Px - HP-B-CD (Fig. 8)
préparés par différentes techniques d'inclusion (kneading, co-précipitation, évaporation,
lyophilisation et spray-drying), présentent des absorptions différentes avec éargissement et
décalage de bandes. Notons que les élongations des groupes -NH et -OH du Px ont compl éement
disparu. Aussi, une diminution significative de I'absorption du groupe carbonyle d’amide (C = O) a
été observée. 1l a été précédemment decrit que le Px forme des liaisons hydrogene intramol écul aires
tres stables, reliant le groupe énolique —OH avec le carbonyle d'oxygene, formant ainsi un cycle a
six chainons [14]. Compte tenu de ces fortes interactions intra-moléculaires, il y a tout lieu de
penser alaformation de liaisons hydrogene entre le groupe carbonyle du Px et le groupe hydroxyle
de la cavité de la molécule hoéte ; la f-CD ou la HPB-CD.
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2.4.2. Calorimétriedifférentielle a balayage (DSC) et Analysethermogravimétrique (ATG)

Les résultats de l'analyse thermogravimétrique (ATG) du Px, de la B-CD, de la HP-B-CD, du
Brexin® et des complexes d'inclusion préparés par différents procédés sont présentés sur lesfigures
10 - 12 (cf. Annexe 3). Les pertes de masse de la ATG al’intervalle 30°C - 100 °C sont presque
¢égales a 12% (w / w) pour la B-CD et a 5% pour la HP-B-CD (cf. Fig. 10). Celles-ci sont dues a
I'évaporation de |'eau faiblement liée, tandis qu'aux températures plus élevées, la perte de masse
provient de la décomposition de I’ échantillon [15].

La Figure 13 illustre les courbes DSC de tous les composés purs utilisés dans notre travail (Px, B-
CD et HP-B-CD). Le profil de la DSC des CDs montre un large pic endothermique a environ 170-
175 °C, qui est probablement dii a une transition vitreuse pour la cyclodextrine cristalline (B-CD).
Un pic endothermique fin correspondant au point de fusion du Px cristallin a éé observé a
205,54°C (Onset = 201,56 °C, AH = 133,67 j/g) (Fig.13, cf. Annexe 3), accompagné de 89% de
perte en masse (Fig. 10). Le profil DSC du Px indique la présence d'une forme cristaline
polymorphe cubique [9]. Ce qui est compatible avec les observations obtenues par FTIR (voir

sections 2.4.1).

Les courbes DSC du Brexin® (Fig. 14, cf. Annexe 3) et des systemes Px -CD (Fig. 14 et 15, cf.
Annexe 3) préparés par mélange physique, kneading, co-précipitation, évaporation et
lyophilisation (P 4.1) affichent un large pic endothermique de la CD autour de 170-180 °C, suivi
d’un pic de fusion endothermique a 199-201 °C typique du Px cristallin. L'intégration de ce pic
donne I'enthapie de fusion du Px cristallin présent dans |'échantillon et par comparaison avec la
fusion du principe actif seul, nous déterminons la teneur en Px libre. Les résultats sont mentionnés
au tableau 3 (cf. Annexe 3). lIs représentent la moyenne de trois essais.

Le pic endothermique du Px dans ces complexes peut encore supposer la présence de quelques
cristaux du principe actif dans la préparation. Cependant, cet effet thermique apparait plus dargi et
réduit en intensité, ce qui suggére une certaine interaction Px — CD [16]. La fusion du Px a été
observée a 199-201 °C pour tous les complexes. Ce décalage mineur du Px de 205,54 ° C a 199 -
201 °C et les changements de I’ @argissement des pics de la CD pourraient étre dus a la formation
de complexes dinclusion. Cependant, les méthodes kneading, co-précipitation, évaporation et
lyophilisation (P4.1) ne permettent pas |'encapsulation compléte et le Px a été dispersé al'état libre
entre les complexes dinclusion. La disparition totale de I'effet endothermique du Px pur a é&é
observée pour les complexes préparés par lalyophilisation (P4.2) et le spray-drying aussi bien avec

la B-CD qu’avec la HP B-CD. Ceci peut étre attribué a la formation d'un produit solide amorphe, ou

al'encapsulation du Px al'intérieur de la cavité dela CD, ou les deux en mémetemps[17, 18].
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2.4.3. Diffraction desrayons X (DRX)

Les spectres de la DRX obtenus pour les différents constituants Px, B-CD et HP- B-CD ainsi que
leurs complexes d'inclusion préparés par mélange physique et kneading sont représentés sur les
figures 16A et 16B (cf. Annexe 3). Le spectre de diffraction du Px montre une série de pics
intenses, indicatifs de sa cristallinité. Approximativement, les spectres de diffraction des méanges
physiques sont |a superposition de ceux correspondants aux composes purs, a |’ exception du pic a
2@ = 8,7°. Ce comportement a ¢galement été observé pour le produit Px - HP-B-CD préparé par
kneading (a I’exception du pic a 2 ® = 44°). Cependant, le spectre du systeéme Px- B-CD préparé par
kneading difféere de celui de son mélange physique et |es pics observés sont moins intenses que ceux

du principe actif seul.

3. Conclusion

En solution aqueuse, les profils du diagramme de solubilité de phase montrent la formation d un
complexe d'inclusion avec le Px en présence de la B-CD ou de la HP-B-CD. De plus, la solubilité du
Px et la constante de stabilité apparente sont significativement augmentées en présence des deux
CDs utilisées. En outre, au rapport molaire Px : CD = 1: 1, la solubilité agueuse du Px en présence

de la B-CD révele étre dépendante du pH dans la plage des valeurs de pH étudiées.

Les cing (05) techniques d’inclusion utilisées pour la préparation des complexes solides (spray-
drying, lyophilisation, co-précipitation, kneading et évaporation) supposent la formation d'un
complexe d'inclusion entre Px et B-CD ou Px et HPB-CD au rapport molaire 1: 1 avec des

propriétés caractéristiques en termes de DSC, TGA, Spectroscopie IR-TF et DRX.

La dissolution du Px est significativement améliorée par la formation du complexe d’inclusion. De
plus, I'amélioration du taux de dissolution est dépendante de la méthode utilisée pour la préparation
des complexes dinclusion. Les meilleurs complexes d'inclusion solides ont été obtenus par les
procédés de lyophilisation et du spray-drying. Exception faite pour la lyophilisation (P4.2) et le
spray drying, les résultats de la cinétique de dissolution montrent que la HP-B-CD a donné lieu a
une meilleure amélioration de la dissolution du Px par rapport a la B-CD pour toutes les méthodes
de préparation. Lalyophilisation (P4.2) manifeste une amélioration de |la dissolution semblable avec

les deux CDs utilisées et |e spray drying donne une cinétique meilleure avec la 3-CD.
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Enfin et al’issue de ces résultats qui montrent clairement que la complexation du Px al’aide de la
B-CD ou de la HP-B-CD a conduit a une amélioration du taux de dissolution du médicament, nous
pouvons conclure que la formation de complexe d’inclusion PA — CD, dans notre cas, Px-B-CD ou

Px- HP-B-CD peut étre envisagée dans 1’amélioration de la biodisponibilité orale du Px.
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d’une dispersion solide préparée par la méthode d’évaporation

1. Objectif del’ é&ude

L’ objectif de cette étude est de déterminer I’influence de la nature du solvant sur les propriétés de
dissolution d’une dispersion solide a base de Px préparée par la méthode d’ évaporation. Pour ce
faire, deux solvants organiques ; le méthanol et le dichlorométhane et un solvant agueux ; le tampon
citrate de sodium a pH = 4 ont été utilisés en présence d’une matrice hydrophile (B-CD et /ou PEG

6000).

2. Résultats et discussion

Les profils de dissolution des systémes (Px - B-CD, Px — PEG 6000 et Px - B-CD — PEG 6000)
préparés par la méthode d’' évaporation du solvant en utilisant un pourcentage massique du PEG
6000 égal a 90% sont respectivement représentés sur lesfigures 1, 2 et 3

2.1. Systéme Px - B-CD

Systeme Px - BCD
Méthode d'évaporation

120

=15 U 15 3U 45 bu /5 YU 1U> 12U

Temps (min)

Figure1: Cinétique de dissolution du complexe d’inclusion Px-f-CD
préparé par laméthode d’ évaporation du solvant

D’apres les profils de dissolution, le plus éevé pourcentage en Px dissout est obtenu avec le
méthanol. Ceci peut étre expliqué par I'afinité qgue manifeste le Px en vers le solvant utilisé.
Comme la meilleure affinité notée entre le Px et les différents solvants utilisés est celle du DCM [1,
2], le meilleur pourcentage du Px dissout est donc obtenu avec le solvant organique qui présente le

moins d’ affinité avec le Px, résultat clairement illustré par les cinétiques de dissolution (Fig. 1).
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Concernant le complexe d’inclusion préparé a |’ aide du solvant aqueux, son taux de dissolution est
nettement meilleur par rapport & celui obtenu a I’ aide du solvant DCM durant la 1% heure du test de
dissolution. Par contre, a 75 min, ces deux profils de dissolution se regjoignent puis, a partir de 90
min, un effet inverse se produit. Ainsi, I’ordre de solubilisation du systtme Px-B-CD devient

comme suit :
(Px - B-CD) méhanol > (Px - B-CD)pbcm > (Px - B-CD) citrate de sodium apH = 4

La faible solubilité du Px dans le solvant agqueux a base de citrate de sodium a pH 4 [3] a
probablement engendré une faible interaction entre les deux constituants du mélange puisgque un
palier de dissolution vers 75% est atteint dés 15 minutes de cinétique entrainant ainsi une
dissolution moins performante par rapport aux autres préparations.

2.2. Systeme Px — PEG 6000

Systeme Px - PEG6000
Méthode d'évaporation

100

-15 0 15 30 45 60 75 90 105 120

Temps (min)

Figure 2 : Cinétique de dissolution de la dispersion solide Px — PEG 6000
préparée par la méthode d’ évaporation du solvant

Comme dans le cas du complexe d’inclusion Px-B-CD, les observations relatives a 1’allure des
courbes du systeme Px — PEG 6000 montrent que le plus élevé pourcentage du Px dissout est
obtenu avec le méme solvant (méthanol). L’ ordre global de solubilisation du systéme Px - PEG
6000 est e suivant :

(Px — PEG 6000) méthanao > (Px —PEG 6000) pcm > (Px —PEG 6000) citrate de sodium & pH = 4
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Dans le cas du DCM, considéré comme le solvant approprié pour la solubilisation du Px [1], ce
dernier montre une affinité le rendant stable en solution lors de sa préparation dans ce solvant. Ce
qui entraine un effet négatif en présence du PEG 6000, autrement dit, une faible interaction entre le
Px et le PEG 6000. Par contre, dans le cas du méthanol qui n’est pas le solvant préférentiel du P,
les interactions entre celui-ci et le PEG 6000 permettent |’ obtention d’ une bonne dispersion solide.

La faible solubilité du Px dans le solvant agqueux a base de citrate de sodium a pH 4 [3] a
probablement engendré une interaction négative entre les deux constituants du mélange d ou
I’ obtention d’une dispersion solide (Px — PEG 6000) moins performante par rapport aux autres

préparations.

2.3. Systeme Px — PEG 6000 - B-CD

Systéme Px - BCD - PEG6000
Méthode d'évaporation

Temps (min)

Figure 3: Cinétique de dissolution de la dispersion solide Px — PEG 6000 - 3-CD
préparée par laméthode d’ évaporation du solvant

Dans le cas du méthanol, la dissolution est instantanée car €elle atteint dés les premiéres cing (05)
minutes 92% en Px dissout. Par contre, pour le DCM, la dissolution augmente progressivement
pour atteindre son maximum vers 90 % aprés 75 minutes de cinétique. L’ordre globa de

solubilisation du systéme Px - B-CD — PEG 6000 est comme suit :

(Px - B-CD — PEG 6000) Méthanol = (Px - B-CD — PEG 6000) bcm = (Px - 3-CD — PEG 6000) Citrate de sodium a pH = 4
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De la méme fagon que dans le cas des systémes binaires (Px - f-CD et Px — PEG 6000), les résultats
obtenus a I’aide du ternaire Px - B-CD — PEG 6000 peuvent étre aussi expliqués par 1’affinité du Px
pour les différents solvants utilisés. Sachant que le Px est plus soluble dans le DCM que dans le

méthanol [1, 2], cela constitue un avantage pour le Px dans le méthanol en présence de la B-CD et
du PEG 6000.

D’ apres Marcus [4], la B-CD ne peut pas former un complexe d’inclusion avec le PEG 6000 car la
taille de la cavité de cette CD est relativement large (7A) pour retenir d’une maniére stable la
molécule de ce polymeére. Ceci donne lieu aors, dans le cas du ternaire, a deux combinaisons
possibles : une partie du Px (seul ou mélangé physiquement avec la -CD) serait dispersée dans le
PEG 6000 et I’autre partie se trouverait complexée par la B-CD par I’effet du méthanol et le tout
aboutit a un rendement élevé.

Dans le cas du solvant aqueux (citrate tampon pH 4) ou le Px est pratiqguement insoluble [3], les
interactions entre les trois (03) constituants mis en jeu semblent étre relativement faibles d’ ou
I’ obtention d’une dispersion solide moins performante que celles préparées dans les deux solvants
organiques ; le méthanol et le DCM.

3. Conclusion

Les profils de dissolution du Px obtenus a partir des différents systémes préparés laissent apparaitre
clairement que la dissolution du Px a été améliorée par la présence de la B-CD ou du PEG 6000,
aussi bien dans les systemes binaires que dans e systéme ternaire contenant simultanément les deux
polymeres hydrophiles (teneur massique 90% en PEG 6000). De plus, I’éude montre que le
méthanol est |e solvant approprié pour la préparation d’ une dispersion solide binaire ou ternaire par

la méthode d’ évaporation.
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Partie 3 : Etude de I'effet du PEG 6000 sur la complexation et la dissolution
des complexes d’inclusion Px - 3-CD et Px - HP-3-CD

1. Objectif del’ é&ude

L’ objectif de cette éude est d'évaluer I'effet du PEG 6000 a faible concentration sur la
complexation et la dissolution des complexes d’inclusion Px - B-CD et Px - HP-B-CD préparés par

mélange physique et kneading.

2. Résultats et discussion

L’ensemble des complexes d’'inclusion préparés ont fait |’objet d'une caractérisation physico-

chimique et d’ une étude bi opharmaceutique.

2.1. Caractérisation physicochimique

2.1.1. Diffraction desrayons X (DRX)

Les spectres de la DRX des différents constituants a savoir : Px, B-CD, HP- 3-CD et PEG 6000
ainsi que ceux de leurs systemes binaires et ternaires préparés par mélange physique et kneading
sont représentés sur les figures 1 a 4. Notons qu’a I’ exception du ternaire mélange physique Px -
HPB-CD - PEG (10%), tous les autres spectres correspondants aux systémes ternaires de chague CD

ne différent pas entre eux aussi bien pour le mélange physique que pour le kneading.

Les spectres DRX des systemes ternaires a base de B-CD préparés par mélange physique et
kneading (cf. Fig. 1 et Fig. 2) se rapprochent de celui du binaire Px- B-CD respectif, d’ou la
présence probable d'un effet neutre du PEG 6000 a 1%, 2,5%, 5% et 10% sur la cristallinité du Px

dans ces systemes.

Concernant les mélanges physiques a base de HPB-CD (cf. Fig. 3), le spectre DRX du ternaire Px -
HPB-CD - PEG 6000 a 2,5% est pratiquement similaire a celui du binaire Px - HPB-CD. Par contre
le ternaire a 10% présente des pics plus intenses que ceux du binaire et ce dans I’intervalle 20 = [19

— 23] et a 20 = 44 d’ou ’effet négatif probable du PEG 6000 dans ce systéme ternaire.

Enfin, les spectres DRX des systémes ternaires a base de HPB-CD préparés par kneading (cf. Fig.4)
sont similaires a celui du complexe d’'inclusion Px - HPB-CD préparé par la méme méthode d’ou
I’ effet neutre du PEG 6000 a 2,5%, 5% et 10% dans ces systeémes ternaires.
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2.1.2. Calorimétrie a balayage différentiel (DSC)

Les résultats de la caractérisation par la DSC des systémes (Px - B-CD et Px - f-CD — PEG 6000)
préparés par mélange physique et kneading sont représentés sur les figures (5 a 6). Les spectres
montrent un pic endothermique de la CD a 170-180°C, suivi du pic de fusion endothermique du Px
a199 — 201°C et d'un pic vers 60°C correspondant au PEG 6000 dans le cas des ternaires. Dans ces

systemes, le pic du Px refléte toujours la présence de I’ état cristallin dans les préparations.

Aussi, les spectres DSC montrent que dans le cas des ternaires préparés par mélange physique
(Fig.5), I’effet thermique du Px apparait plus réduit en intensité que celui du binaire Px - B-CD.
Ceci peut étre expliqué par |’ effet plus ou moins positif du PEG 6000 dans les mélanges physiques
ternaires a 1%, 2.5% et 5% par rapport au binaire. Par contre, dans le cas des systemes ternaires
préparés par kneading (Fig. 6), les spectres DSC des ternaires a 1%, 2.5% et 5% sont similaires a
celui du binaire Px - B-CD. Ceci permet de conclure un effet neutre du PEG 6000 dans les systémes

ternaires préparés par kneading.
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Figure5: Spectres DSC du binaire Px - BCD et des ternaires Px- BCD — PEG 6000
a 1%, 2,5% et 5% en PEG 6000 préparés par mélange physique
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Figure 6 : Spectres DSC du binaire Px - BCD et des ternaires Px - BCD — PEG 6000
a1%, 2,5% et 5% en PEG 6000 préparés par Kneading

2.1.3. Spectroscopie Infra Rouge a Transformée de Fourier (IR-TF)

L’ ensemble des spectres IR-TF des systémes préparés par mélange physique et kneading est donné
par lesfigures 7 &4 10 (Annexe 4). Une similitude des spectres IR-TF entre les systemes ternaires et
le binaire correspondant a chaque CD a été observée aussi bien pour les préparations formulées a
I’aide de la B-CD que pour celles formulées avec la HPB-CD. Ceci montre qu’apres caractérisation
al'aide de IR-TF et aux concentrations du PEG 6000 utilisées (1%, 2,5%, 5% et 10%), aucune

différence significative entre les systemes hinaires et ternaires préparés n’a pu étre décel ée.
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2.2. Dissolution

2.2.1. Profils de dissolution des systemes p-CD

2.2.1.1. Méange physique

Les profils de dissolution de la premiere heure de I’ essai (cf. Fig. 11) des systémes ternaires Px - -
CD - PEG 6000 préparés par mélange physique aux différentes concentrations en PEG 6000 (1%,
2,5%, 5% et 10%), laissent apparaitre une meilleure cinétique de dissolution du Px par rapport au

systeme binaire Px-f-CD.

Les cinétiques de dissolution des systemes ternaires a 2,5% et a 5% sont quasi-instantanées
puisgu’ elles atteignent des les cing (05) premieres minutes une valeur du Px dissout de I’ ordre de
70%. Par contre, les systemes ternaires a 1% et a 10% ne dépassent les 72% du Px dissout qu’'au
bout de 60 minutes. Ceci montre, que dans les systemes ternaires, le taux de dissolution du Px n’est

pas directement proportionnel ala concentration du PEG utilisée.

L’interprétation des résultats obtenus pour la premiere tranche du test de dissolution rejoint celle
donnée par la DSC sachant qu’une |égere réduction en intensité de I’ effet thermique du Px a été
observée dans ces systemes (cf. sous chapitre 2.1.2). Cette amélioration reste tout de méme
insuffisante puisgu’ elle ne dépasse pas les 7% de Px dissout au bout de 60 minutes de dissolution

pour le meilleur systeme ternaire.

A partir de 75 minutes, les profils de dissolution de I’ ensemble des systémes ternaires et binaire se
trouvent superposés. Ces résultats sont en accord avec ceux de I’ analyse physicochimique (FTIR et
DRX) sachant qu’un effet neutre du PEG sur la cristallinité du Px a été observe pour les systémes
ternaires Px - B-CD — PEG 6000 (1%, 2,5%, 5% et 10%) préparés par mélange physique (cf. sous
chapitres 2.1.1 et 2.1.3). L’ ordre de solubilisation est comme suit :

Px-B-CD-PEG (5%) 2 Px-B-CD-PEG (2,5%) 2 Px-B-CD-PEG (10%) 2 Px-B-CD-PEG (1%) 2 Px-B-CD
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Systémes ternaires Px-BCD-PEG
Mélange physique
90

Temps (min)

Figure 11 : Cinétique de dissolution du complexe d’inclusion Px-B-CD
et des systémes ternaires Px - f-CD - PEG 6000 préparés par mélange physique

2.2.1.2. Kneading

La cinétique de dissolution des systémes ternaires Px - B-CD — PEG 6000 préparés par la méthode
kneading est instantanée puis qu'’ elle atteint des les cing (05) premiéres minutes environ 80% en Px
dissout pour les systemes ternaires a 1%, 2,5% et 5% en PEG 6000 et une valeur de 95.74 % pour le
systéme ternaire a 10% en PEG (cf. Fig. 12).

Les profils de dissolution de ces systémes sont similaires a celui du systéme binaire Px- B-CD d’ou
I’ absence de I’ effet du PEG 6000 sur I’amélioration de |a cinétique de dissolution dans les systémes
ternaires préparés par la méthode kneading. Résultat clairement illustré par la caractérisation
physicochimique DRX, DSC et FTIR cf. sous chapitres 2.1.1, 2.1.2 et 2.1.3). L’ordre de
solubilisation est comme suiit :

Px-B-CD-PEG (1%) = Px-B-CD-PEG (2,5%) =~ Px-B-CD-PEG (5%) = Px-B-CD-PEG (10%) ~ Px-B-CD

L’ effet neutre du PEG 6000 aux concentrations 1%, 2,5%, 5% et 10% dans les systemes ternaires
Px - B-CD - PEG 6000 préparés par Kneading peut étre expliqué par la présence d’interactions entre
le polymére PEG 6000 et la B-CD pouvant conduire a une compétition entre les molécules hotes

pour former des complexes d'inclusion avec lamolécule invitée ; e piroxicam.
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Systemes ternaires Px-BCD-PEG
Kneading
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Temps (min)

Figure 12 : Cinétique de dissolution du complexe d’inclusion Px - §-CD
et des systemes ternaires Px - B-CD - PEG 6000 préparés par Kneading

2.2.2. Profils de dissolution des systémes HP-B-CD

2.2.2.1. Méange physique

L’¢étude comparative des profils de dissolution des systémes ternaires Px - HP-3-CD — PEG 6000 et
celui du systéme binaire Px-HP-B-CD (cf. Fig. 13) montre que I’utilisation d une matrice
hydrophile (PEG 6000) n’'a pas améioré la cinétique de dissolution du complexe d’inclusion Px-
HP-B-CD. En effet, un effet neutre a été observé en présence du PEG 6000 a 2,5% et a 5% (courbes
presque superposees) et un effet négatif a été constaté en présence du PEG a 10%. Ces résultats
rejoignent parfaitement ceux de la DRX (cf. sous chapitre 2.1.1). L’ ordre de solubilisation des

différents systémes préparés par mélange physique est comme suit :

Px-HP-B-CD-PEG (5%) 2 Px-HP-B-CD-PEG (2,5%) = Px-HP-B-CD > Px-HP-B-CD-PEG (10%)
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Figure 13 : Cinétique de dissolution du complexe d’inclusion Px - HPB-CD
et des systemes ternaires Px - HPB-CD — PEG 6000 préparés par mélange physique

L’effet négatif du PEG 6000 dans le systéme ternaire Px-HP-B-CD-PEG (10%) peut s’expliquer de

lamaniére suivante :

e Lixiviation du vehicule a forte proportion lors de la dissolution. Ceci peut entrainer la
formation d une couche concentrée de solution autour des particules du principe actif,

réduisant ainsi leur migration dans le milieu de dissolution [1] ;

e Présence d’interactions entre le polymere (PEG 6000) et la HPB-CD pouvant provoquer la
formation de polyrotaxanes ou plusieurs molécules de CD sont dispersées en polymere
linéaire, ce qui réduit la capacité de la HPB-CD a former des complexes d’inclusion avec le

Px[2, 3].

Des résultats similaires ont été obtenus par Dutet [4] avec la dispersion solide (Nimésulide - -CD /
HPB-CD — PEG 6000) préparée par la méthode de fusion et par Ammar [5] avec le ternaire
(Glimépiride - DM-B-CD - HPMC) préparé par kneading, en utilisant une concentration en
polymeére égale a 5%, 10% et 20%.
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2.2.2.2. Méthode K neading

L’ allure des courbes (cf. Fig. 14) montre que la dissolution des différents systémes prépares par la
méthode Kneading est quasi-instantanée, car elle atteint dés les premiéres 10 minutes un
pourcentage du Px dissout variant de 83 a 85 % selon le systéme préparé. Aussi, les profils de
dissolution des systémes ternaires sont similaires a celui du systéme binaire Px - HPB-CD. Ceci
permet de conclure que I’gout du PEG 6000 a 2,5%, 5% et 10% n’a pas améliore la cinétique de
dissolution des systémes ternaires Px - HPB-CD — PEG 6000 préparés par la méthode kneading.
Enfin, ces résultats confirment ceux de I’ analyse physicochimique DRX et FTIR (cf. sous chapitres
2.1.1 et 2.1.3). L’ ordre de solubilisation de ces systémes est comme suit :

Px-HP-B-CD-PEG (5%) = Px-HP-B-CD-PEG (2,5%) = Px-HP-B-CD-PEG (10%) = Px-HP-B-CD

L’absence de I’amélioration de la dissolution des systémes ternaires Px-HP-B-CD-PEG par rapport
au complexe d’inclusion Px-HP-B-CD peut aussi étre expliquée par la présence d’interactions entre
le polymére PEG 6000 et la HP-B-CD de la méme maniére que dans le cas des systémes ternaires

Px -B-CD - PEG 6000 préparés par la méme méthode.

Systémes ternaires Px-HPBCD-PEG
Kneading

100

Temps (min)

Figure 14 : Cinétique de dissolution du complexe d’inclusion Px - HPB-CD
et des systemes ternaires Px - HPB-CD — PEG 6000 préparés par Kneading
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3. Conclusion

En conclusion, les résultats de I’analyse physicochimique (DRX, DSC et IR-TF) et les profils de
dissolution des systémes binaires et ternaires préparés montrent que le PEG 6000 introduit a des
concentrations de 1%, 2,5%, 5% et 10% dans les préparations ternaires n'a pas eu d effet
significatif ni sur la complexation ni sur la cinétique de dissolution des complexes d’inclusion Px -
B-CD et Px - HP-B-CD. Notons que ce phénomene affecte plus les systéemes contenant la HPB-CD
ou méme un effet négatif a été observé pour le mélange physique ternaire contenant 10% en PEG
6000.
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Partie 4 : Préparation d’une dispersion solide ternaire ultra-soluble
a base de Px dispersé dans un polymeére hydrophile en présence d’'une CD

1. Objectif del’ éude

Dans cette partie de notre recherche dont I’ objectif est de réaliser selon un procéde simple, rapide et
reproductible une dispersion solide ternaire ultra-soluble a base de Px, nous avons d’ une part,
¢évalué I’effet des cyclodextrines (B-CD ou HPB-CD) et du procédé d'inclusion (spray drying ou
lyophilisation) sur la cinétique de dissolution des dispersions solides du Px dans le PEG 6000 et,
d’ autre part, déterminé I’ influence de la méthode de dispersion solide (évaporation ou fusion) dans
le polymére hydrophile; PEG 6000, sur la cinétique de dissolution du Px. Tout ceci, afin de
préparer une formulation en vue d’'une administration sublinguale d’un médicament peu soluble
dans|'eau tel que le piroxicam.

2. Résultats et discussion

Les dispersions solides binaires et ternaires préparées ont fait |'objet d'une étude
biopharmaceutique et d’'une caractérisation physicochimique (cf. Photos des échantillons en
Annexeb).

2.1. Dissolution in vitro

Les essais de dissolution de tous les systemes de dispersions solides binaires et ternaires ont été
réalisés a différents rapports massiques polymere/Pa (10%, 30%, 50%, 70%, 90% et 95%) et
polymeére/Pa - CD (50%, 70%, 90% et 95%). Toutefois, il faut souligner que les conditions utilisées
pour la dissolution sont trés différentes de celles utilisées dans le cas de I'administration sublinguale
ou le volume de salive est plutdt limité (quelques millilitres). Cette différence de volume est
justifiée par la nécessité du maintien des conditions sink permettant I’ étude de la libération in vitro
du médicament. Le but de cette étude est de sdlectionner une formulation optimale pour une

évauation in vivo ultérieure.

Dans notre étude de dissolution in vitro, le Px a montré une cinétique lente. Ceci laisse supposer
gue cette derniére pourrait étre une étape limitante pour |'absorption in vivo. Les dispersions solides

par contre, ont montré une amélioration marquée de la dissolution.

2.1.1. Dispersionssolidesbinaires

Les données de la dissolution ont été évaluées sur la base de pourcentage cumulatif de la libération
in vitro du principe actif au moyen de deux (02) parameétres : pourcentage du principe actif dissout a
10 min, 30 min et 60 min (DP1o, DP3o et DPgo) €t la demi-vie de la dissolution (tsou).

181



Partie 4 : Préparation d’une dispersion solide ternaire ultra-soluble
a base de Px dispersé dans un polymeére hydrophile en présence d’'une CD

Les données et les profils de dissolution du Px seul et des systemes binaires préparés par
évaporation et par fusion (solidification lente ou rapide) a différents rapports polymeére/Pa (10%,
30%, 50%, 70%, 90% et 95%) sont respectivement représentés aux tableaux 1 et 2 et les figures 1,
2¢t 3.

Il est clair que la DS binaire affiche des taux de dissolution plus élevés que le principe actif (Px
seul). La valeur de tsoy du systeme binaire solide est beaucoup plus rapide (06 min a 47 min) que
celle du Px seul (> 120 min), a |’exception de la DS a 30% de PEG (> 120 min). Le pourcentage
moyen de la libération du Pa des évaporés a 30 min est de 3,28 (B10), 1,89 (B30), 4,46 (B50), 6,23
(B70), 6,29 (B90), 4,39 (B95) fois plus éevé que celui du Px seul (Tableau 1). Le pourcentage
moyen de la libération du Pa des Co-fondus a 30 min est de 4,74 (B50/ SS), 5,23 (B70/ SS), 6,07
(B90/ SS), 5,64 (B95/ SS), 5,92 (B90 / RS) et 6.00 (B95/ RS) fois plus élevé que celui du Px seul
(Tableau 2). Compte tenu des valeurs de la DPyo (Tableaux 1 et 2), I'ordre de classement du
pourcentage du Pa dissous est comme suit :

Evaporés : B90 =B70> B95 > B50 > B10 > B30 > Px seul
Co-fondus (SS) : BO5/SS > B90/SS > B70/SS > B50/SS > Px seul
Co-fondus (RS) : BO95/RS > BO0/RS > Px seul

Il convient de noter que les Co-fondus a 95% de PEG avec solidification lente (B95/SS) et rapide
(B95/RS) présentent un profil de dissolution in vitro instantané (Figures 2 et 3). Pour B95/SS, un
maximum du Px dissous a été obtenu au début du test de dissolution (environ 75% a 05 min), mais
une diminution allant jusgu'a 67% du taux de dissolution a é&té observée apres 120 min de cinétique.
Par conségquent, dans la deuxieme heure de I'essai de dissolution, cette DS (B95/SS) est devenue la
plusfaible (Fig. 2).

L’amélioration de la dissolution observée dans ces dispersions solides binaires par rapport au Px
seul pourrait étre due a la dispersion colloidale moléculaire du médicament dans la matrice
hydrophile du véhicule PEG 6000 et le mélange au niveau moléculaire entre le Px et le polymére
[1]. La dissolution du Px de la DS binaire se trouve dépendante de la proportion du polymeére/Pa.
Une amélioration optimale de celle-ci a éé observée a une concentration en polymeére de 90% pour
les deux méthodes. Cependant, la dissolution de la DS a 70% est tout a fait similaire a celle de la

DS a90% dansle casdu procédé de préparation par évaporation du solvant.
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Tableau 1 : Données de ladissolution in vitro du Px des dispersions solides binaires

préparées par évaporation dans |’ eau distillée a37 £ 0,5°C

Echantillon DP10(%)* DPso (%0)* DPeo (%0)* ts00 (Min)?

Px seul 8,31 + 0,60 12,57+ 0,19 16,23+ 0,14 > 120 min
Px —PEG 10%: B10 26,712+ 0,55 41,292+ 0,35 54,412+ 0,48 47 min

Px — PEG 30% : B30 14,722+ 0,03 23,832+ 0,18 33,48%°+ 0,17 > 120 min
Px — PEG 50% : B50 35,68%°°+ 0,12 56,0970+ 0,15 69,25%°¢ + 0,12 24 min
Px —PEG 70% : B70 57,00%0¢4 + 0,05 78,313°¢4+ 0,03 87,823b¢4+ 0,06 06 min
Px — PEG 90% : B9O 56,542bcde+ 0,13 79,0435¢41 + 0,14 88,5830¢4f + 0,11 06 min
Px — PEG 95% : B95 40,88*Pcdf9+ 0,05 | 55,772Pcfeh+ 0,03 | 66,393Pc419+ 0,01 22 min

Analyse statistique
Test ANOVA a2 facteurs
(Intervalle de confiance : 95%)
(p <0.0001)

a: significativement différent du Px seul

b : significativement différent de B10
c : significativement différent de B30
d : significativement différent de B50

e : non- significativement différent de B70
f : significativement différent de B70
g : significativement différent de B90

h : non- significativement différent de B50

1 Chaque point représente la moyenne (n = 3)

Tableau 2 : Données de ladissolution in vitro du Px des dispersions solides binaires

préparées par fusion - solidification dans |’ eau distillée 437 + 0,5°C

Echantillon DP10(%)* DPs3o (%0)* DPso (%0)* tsoos (Min)2
Px seul 8,31+ 0,60 12,57 £ 0,19 16,23+ 0,14 > 120 min
Px — PEG 50% : B50/SS 36,952+ 0,12 59,582+ 0,15 65,932+ 0,12 18 min
Px — PEG 70% : B70/SS 47,9720 + 0,05 65,75*°+ 0,03 73,362+ 0,06 11 min
Px — PEG 90% : B90/SS 63,012°¢ + 0,13 76,372+ 0,14 75,16%%¢+ 0,11 3min
Px — PEG 95% : B95/SS 69,80%b¢¢ + 0,05 70,973b¢4 + 0,03 68,5020¢4 + 0,01 2.5 min
Px — PEG 90% : B90/RS 51,53+ 0,07 74,48 £ 0,09 76,78 £ 0,04 09 min
Px — PEG 95% : B95/RS 71,74°+ 0,19 75,52+ 0,23 74,12¢+ 0,21 04 min

Analyse statistique
Test ANOVA a2 facteurs
(Intervalle de confiance : 95%)
(p <0.0001)

OO 0T

: significativement différent du Px seul

: significativement différent de B50/SS

: significativement différent de B70/SS

: significativement différent de B90/SS

: significativement différent de B9O/RS

h : non- significativement différent de BOO/RS

1 Chaqgue point représente la moyenne (n = 3)

(SS) : salidification lente, (RS) : solidification rapide

183



Partie 4 : Préparation d’une dispersion solide ternaire ultra-soluble
a base de Px dispersé dans un polymeére hydrophile en présence d’'une CD

2.1.2. Dispersionssolidesternaires

Les profils de dissolution des systemes ternaires préparés par évaporation et par fusion
(solidification lente ou rapide) a différentes concentrations du PEG (50%, 70%, 90% et 95%) sont
respectivement représentés dans les figures 4, 5 et 6. Les profilsin vitro des évaporés ternaires sont
tout a fait instantanés pour toutes les concentrations du PEG étudiées (Fig. 4), tandis que les Co-
fondus ternaires montrent une différence dans leurs profils de dissolution par rapport a ceux des
évaporés. La figure 5 montre pour tous les co-fondus ternaires aux concentrations, 70%, 90% et
95% de PEG, un maximum de Px dissout au bout de 05 min d’essai puis une diminution de la
vitesse de dissolution avant d'atteindre le plateau de la courbe, a I’ exception des co-fondus ternaires
(solidification lente) formulés a I’aide du complexe spray-dried Px - HPB-CD a 90% et 95% de
PEG [Turepcp 90% Sp (SS) et Turpep 95% Sp (SS)] ou la dissolution du médicament est incomplete
méme apres 120 min de cinétique.

De méme, une diminution trés intense a été observée aprés 05 min de dissolution pour le Co-fondu
ternaire (solidification rapide) formulé a 1’aide du lyophilisat Px - HPB-CD a 90% et 95% de PEG
[Tupgcp 90% Fr (RS) et Tuppep 95% Fr (RS] ou le taux de dissolution du Px ne dépasse pas 49%

apres 120 min de dissolution dans les milieux étudiés (Fig. 6).

Cependant, le systeme Co-fondu ternaire préparé par dispersion du lyophilisat (Px - HPRCD) dans
le PEG a 50% [50% Tupgcp Fr (SS)] présente un profil in vitro instantané. Ainsi, une dissolution
proche de 80% a été enregistrée avec cette dispersion solide (Fig. 5).

En outre, les profils de dissolution des dispersions solides ternaires a différents rapports de mélange
(50%, 70%, 90% et 95%) montrent une variabilité en fonction du rapport polymére/Pa. Les
meilleurs résultats ont été obtenus a 70% et 90% pour le procédé d évaporation et a 70% pour le
procedé de fusion. L’ augmentation du taux de dissolution de ces systemes est selon les figures 4, 5

et 6 comme suit :

+ Evaporés (BCD, Fr) : Tpep 90% Fr > Tgep 70% Fr > Tpep 95% Fr

+ Evaporés (BCD, Sp) : Tpep 90% Sp > Tpep 70% Sp = Teep 95% Sp

+ Evaporés(HPBCD, Fr) : Tuppep 90% Fr > Tuppep 70% Fr > Tpgep 95% Fr

+ Evaporés (HPBCD, Sp) : Tuppep 90% Sp = Tuppep 70% Sp = Tuppep 95% Sp

£ Co-fondus (BCD, Fr/SS) : Tpep 70% Fr (SS) >Tpep 90% Fr (SS) > Tpep 95% Fr (SS)

+ Co-fondus (BCD, Sp/SS) : Tpep 70% Sp (SS) > Tpep 90% Sp (SS) >Tpep 95% Sp (SS)

+ Co-fondus (HPBCD, Fr/SS) : Tuppcp 50% Fr(SS) >Tuppcn 70% Fr(SS) >Tuppep 90% Fr(SS) > Tupgcp 95% Fr(SS)
+ Co-fondus (HPBCD, Sp/SS) : Tuppcp 70% Sp (SS) > > >Tuppep 90% Sp (SS) > Tuppcn 95% Sp (SS)

+ Co-fondus (BCD, Fr/RS) : Tpep 90% Fr (RS) > Tyep 95% Fr (RS)

+ Co-fondus (HPBCD, Fr/RS) : Tuppcp 70% Fr (RS) > > Tuppep 95% Fr (RS) > Tuppep 90% Fr (RS)
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Aussi, notons gque pour tous les rapports polymere/Pa étudiés dans les systemes ternaires (70%,
90% et 95%) contenant le lyophilisat (Px - BCD ou Px - HP-BCD), les Co-fondus avec une

solidification lente sont de loin meilleurs que ceux réalisés avec une solidification rapide.
2.1.3. Etudecomparative

Afin d orienter notre recherche vers une formulation pour une administration sublinguale optimale, il nous
a semblé intéressant de rédliser une éude comparative du comportement des différents systemes préparés
lors de ladissolution in vitro. Pour ce faire, nous avons adopté la démarche suivante :

e Etude comparative des systemes binaires et ternaires;

e Etude comparative des méhodes de préparation des dispersions solides (évaporation et fusion) ;

e Etude comparative selon la cyclodextrine (CD) utilisée ; BCD ou HP-BCD.

+ Etudecomparative dessystémeshbinaireset ternaires

Outre la cinétigue du Px seul, pour chaque concentration de PEG 6000 et selon la méthode de
préparation des dispersions solides, nous avons représenté sur lesfigures 7, 8, 9, 10, 11, 12 et 13 les

profils de dissolution des systémes ternaires (BCD ou la HP-BCD) et celui du binaire correspondant.

- Méthode d'évaporation : Les profils de dissolution des systémes binaires et ternaires préparés par
évaporation du solvant sont illustrés par les figures 7, 8 et 9 correspondantes respectivement au
rapport polymeére/Pa 70%, 90% et 95%. Les résultats indiquent que la dissolution du Px a éé

considérablement améliorée dans tous les systemes évaporés ternaires.

- Méthode de Fusion : Les profils de dissolution des systémes binaires et ternaires préparés par la
méthode de fusion sont représentés sur les figures 10, 11, 12 et 13 correspondantes respectivement
au rapport polymere/Pa 50%, 70%, 90% et 95%. Pour le Co-fondu ternaire a 50% et 70% de PEG,
['augmentation de la vitesse de dissolution est plus élevée que les compositions binaires respectives.
Cependant, un effet neutre (Tpcen, Sp) ou négatif (Turpcn) a été observé pour le Co-fondu ternaire a
90% et 95% de PEG, a I'exception du systeme Co-fondu ternaire contenant le lyophilisat (Px -
BCD). Par conséquent, plus la proportion du polymére (PEG 6000) dans la dispersion solide
augmente, plus la vitesse de dissolution diminue, en particulier pour le Co-fondu ternaire contenant
la HP-BCD. Cela pourrait étre dit au phénomene de recristallisation du PEG 6000 dans les systemes
ternaires quand celui-ci est présent dans la formulation a forte proportion. Ce résultat est I'inverse

de celui observeé chez le systeme binaire al'exclusion du Co-fondu B 95%.
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+ Etude compar ative des méthodes de prépar ation des disper sions solides (évapor ation et fusion)

L’ étude comparative des profils in vitro des différents procédés utilisés pour la préparation des
systemes de dispersion solide montrent clairement que le taux de dissolution du Px des dispersions
solides binaires et ternaires préparées par la méthode d' évaporation (Fig. 1 et 4) est plus élevé que
celui des systémes binaires et ternaires préparés par la méthode de fusion (Fig. 2-3 et 5-6). Ausgi, il
convient de noter que les dispersions solides ternaires produites par la fusion présentent un
rendement de dissolution de médicament limité au maximum a 80 - 90% (Fig. 5 et 6). Par contre,
avec les systemes ternaires des dispersions solides produites par la méthode d évaporation, le
rendement de dissolution du médicament semble ne pas étre limité (meilleure dissolution) (Fig. 4).

+ Etudecomparativeentrelesdeux CDs

La comparaison entre les dispersions solides contenant la B-CD ou la HPB-CD a montré un
comportement différent entre les deux cyclodextrines dans les systemes Co-fondus ternaires ou, une
influence négative de la HPB-CD a été observée a forte proportion en polymere hydrophile (90 et
95%), notamment lorsgue le complexe Pa - CD est préparé par spray drying (Fig. 12 et 13). La
différence observée entre ces deux cyclodextrines pourrait étre la consequence de la constante de
stabilité apparente du complexe Px - CD. En effet, cette constante Ks, a été déterminée dans |'un de
nos travaux antérieurs (Ks=0.082 mM™ pour la p-CD et Ks = 0.124 mM™ pour la HPB-CD) [2].

Dans I'ensemble, pour les dispersions solides ternaires obtenues par la méthode d'évaporation,
aucune différence significative n'a été détectée entre les cyclodextrines étudiées ou entre les
méthodes d'inclusion (spray drying ou lyophilisation). Pour tous les évaporés ternaires (Fig. 4), la

totalité du Pa a été dissoute en quelques minutes.

Enfin, les meilleurs résultats de I'éude de dissolution in vitro ont été obtenus avec les dispersions
solides ternaires préparées par la méthode d'évaporation avec un rapport massique
polymere/complexe dinclusion égal a 70 ou 90% (Fig. 4). Pour une administration sublinguae
optimale, il est recommandé d' utiliser le PEG 6000 en dispersion solide a la quantité minimale
possible autrement dit, dans notre cas, a 70% (m/m) car le PEG aforte proportion présente un effet
laxatif.
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Binary evaporated solid dispersions
100 -

Time (min)

Figure 1 : Dispersions solides binaires préparées par la méthode d’ évaporation du solvant

Binary melted solid dispersions
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Time (min)

Figure 2 : Dispersions solides binaires préparées par la méthode de fusion
(solidification lente : SS)

Binary melted solid dispersions

80
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Figure 3 : Dispersions solides binaires préparées par la méthode de fusion
(solidification rapide : RS)
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Ternary evaporated solid dispersions
110

Time (min) ‘

Figure 4 : Dispersions solides ternaires préparées par la méthode d’ évaporation du solvant
Fr : lyophilisat, Sp : spray-dried

Ternary melted solid dispersions
100

‘ Time (min) ‘

Figure 5 : Dispersions solides ternaires préparées par la méthode de fusion
(solidification lente : SS), Fr : lyophilisat, Sp : spray-dried

Ternary melted solid dsipersions
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Figure 6 : Dispersions solides ternaires préparées par la méthode de fusion
(solidification rapide : RS), Fr : lyophilisat, Sp : spray-dried
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Solvent evaporation
Binary and ternary solid dispersion at 70% PEG6000
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Figure 7 : Dispersions solides de I’ évaporé binaire et des évaporés ternaires a 70% de PEG 6000

Solvent evaporation
Binary and ternary solid dispersion at 90% PEG6000
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Figure 8 : Dispersions solides de I’ évaporé binaire et des évaporés ternaires a 90% de PEG 6000

Solvent evaporation
Binary and ternary solid dispersionat 95% PEG6000
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Figure 9 : Dispersions solides de I’ évaporé binaire et des évaporés ternaires a 95% de PEG 6000
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Melting method
Binary and ternary solid dispersion at 50% PEG
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Figure 10 : Dispersions solides du Co-fondu binaire et des Co-fondus ternaires a 50% de PEG 6000

Melting method
Binary and ternary solid dispersion at 70% PEG
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Figure 11 : Dispersions solides du Co-fondu binaire et des Co-fondus ternairesa 70% de PEG 6000
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Melting method
Binary and ternary solid dispersion at 90% PEG

40— Px-PEG 90% (SS)
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Figure 12 : Dispersions solides du Co-fondu binaire et des Co-fondus ternaires a 90% de PEG 6000
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Binary and ternary solid dispersion at 95% PEG
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Figure 13 : Dispersions solides du Co-fondu binaire et des Co-fondus ternaires a 95% de PEG 6000

2.2. Caractérisation physicochimique

Les dispersions solides binaires et ternaires préparées ains que les substances pures ont fait I’ objet
d'une caractérisation physicochimique (DSC, TGA et IR-TF).

2.2.1. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les résultats de la DSC des substances pures (Figure 14) et des dispersions solides binaires et
ternaires (Figures 15 a 20 en Annexe 6) montrent clairement le pic endothermique spécifique du Px
a 205,5 °C en raison de son point de fusion. Le profil DSC du Px indique une forme polymorphe

cristalline cubique, qui peut étre confirmée par une analyse IR-TF [3].
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Les courbes de la DSC des dispersions solides binaires préparées par évaporation au rapport
massique polymeére/Pa 10%, 30%, 50% et 70% (Fig. 15 en Annexe 6) affichent le pic du PEG
décalé a 56-67 °C (shift), suivi du pic endothermique de fusion du Px décaé a 176-201 °C (shift).
Ces résultats ont été aussi obtenus avec le Co-fondu binaire contenant 50% de PEG 6000 (Fig. 16

en Annexe 6).

Aussi, il a été constaté que plus la proportion du PEG 6000 dans la dispersion solide augmente, plus
le shift du pic Px augmente avec une réduction de son intensité (Tableau 3). Au contraire, dans le
cas du pic de fusion endothermique du PEG 6000, plus |a proportion de ce polymeére augmente, plus

le décalage du pic PEG 6000 diminue avec une augmentation de son intensité (T ableau 3).

Comme dans le cas de l'itraconazole, les décalages observés pour les pics du Px et du PEG 6000
sont dus probablement aux interactions entre le principe actif et le polymere [4]. En effet, aux fortes
proportions du PEG 6000, nous avons observé une disparition du pic de fusion endothermique du
Px d0 a son amorphisation, conséquence, des interactions Px — PEG 6000 dans les dispersions
solides[5].

Par ailleurs, notons que la quantité du Px sous forme cristalline en fonction de la proportion du PEG
6000 dans les systemes des dispersions solides binaires a éé déterminée par la comparaison de
I'enthalpie de fusion du principe actif seul avec chague échantillon (Tableau 4). La valeur de

I'enthal pie de fusion a été obtenue pour chaque échantillon par intégration du pic du Px.

Les études de la DSC montrent ainsi I’influence du procédé de la dispersion solide sur la quantité
du principe actif sous forme cristalline. Pan et a. [6] ont utilisé dans leur travaux de recherche, le
PEG 4000 comme véhicule et n'ont trouvé aucune diminution de laforme cristalline du médicament
jusqu' au rapport polymére/Pa éga a 75% (m/m). Ceci indique une influence du degré de
polymérisation sur I'interaction véhicule/médicament. |l semble que, plus le degré de
polymérisation du véhicule est élevé, plusla probabilité de présence du phénomene d'amorphisation
est eveée.

La réduction de la proportion de la forme cristaline du médicament est favorable pour notre
application sublinguale, facilitant théoriqguement la dissolution du médicament. Cela préconise

I'intérét de I'utilisation du PEG avec un haut degré de polymeérisation.
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Ensuite et afin d’ analyser |'influence de la cyclodextrine sur les caractéristiques de la dispersion
solide, nous avons comparé les courbes DSC de la dispersion solide binaire avec celles des
systémes ternaires. Les courbes DSC des systemes ternaires (Fig. 17 a 20 en Annexe 6) montrent
clairement gque le pic de fusion endothermique du Px a compléetement disparu. Ce résultat est

valable méme pour |a dispersion solide a 50% de PEG 6000.

En outre, les systemes de dispersions solides ternaires contenant les cyclodextrines (B-CD et HP-f3-
CD) ne présentent aucun pic endothermique a environ 170 - 175 ° C correspondant a la transition
vitreuse de la B-CD. Ceci montre la formation compléte d'un produit solide amorphe unique avec un
pic endothermique de fusion proche de celui du PEG 6000 [7, 8]. Enfin et concernant les
cyclodextrines, aucune influence du type de la CD (B-CD ou HP-B-CD) ou des méthodes
d'inclusion (spray drying ou lyophilisation) n’ a été détectée par I'étude DSC.

Figure 14 : Courbes DSC du Px, du PEG 6000, de la B-CD et de la HP- -CD
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Tableau 3 : Caractéristiques thermiques de la dispersion solide binaire (Px — PEG 6000)
a différentes proportions du PEG 6000

T1(PEG 6000) T2 (Px)
M éthode
PEG % (m/m) de preéparation

de la dispersion solide C (%) °C (%)
10 Evaporation 60 018 2014 0,82
30 Evaporation 65 0,44 194,7 0,56
50 Evaporation 65 0,77 1871 0,23
50 Fusion SS 56 0,99 179,6 0,01
70 Evaporation 67 0,99 176,4 0,01
70 Fusion SS 62 100 - -
90 Evaporation 67 100 - -
90 Fusion SS 65 100 - -
0 Fusion RS 65 100 - -
95 Evaporation 67 100 - -
95 Fusion SS 65 100 - -
95 Fusion RS 65 100 - -

(SS) : solidification lente, (RS) : solidification rapide

Tableau 4 : DSC de ladispersion solide binaire préparée par évaporation ou par fusion

adifférentes proportions du PEG 6000

Quantité du Px
Sample T onset (°C) T peak (°C) AH (j/g) sous forme cristalline

(%)

Piroxicam 201,56 205,54 133,67 100,00
Evaporé B10 196,76 201,36 84,63 63,31
Evaporé B30 184,23 194,68 57,57 43,07
Evaporé B50 183,58 187,09 16,60 12,42
Evaporé B70 171,37 176,42 2,23 1,67
Co-fondu B50 (SS) 179,10 179,60 13,45 10,06

(SS) : solidification lente
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2.2.2. Analyse thermogravimétrique (« TGA »)

Les résultats de la TGA des composés purs (Px, B-CD, HP-B-CD et de PEG 6000), des dispersions
solides binaires et ternaires préparées par évaporation et par fusion a différents rapports
polymeére/Pa ont montré des pertes de masse TGA dans la gamme 30 - 100 °C, d environ 12%
(m/m) pour la B-CD et d'environ 5% (m/m) pour la HPB-CD (Fig. 21). Celles-ci sont dues a
I'évaporation de |'eau faiblement liée, ou a la décomposition de I’ échantillon aux températures plus
élevées [9]. De plus, selon I'analyse TGA, le PEG 6000 et le Px sont les composés de la dispersion
solide qui présentent la thermo sensibilité la plus élevée. En effet, ces ééments semblent se

déshydrater ou se dégrader a une température supérieure a 250 °C.

Les dispersions solides binaires présentent au début une perte de masse d'environ 10 a 70 % en
poids au-dessus de 250 °C, suivie de leur dégradation a une température plus élevée (Fig. 22). Cette
perte de masse a été réduite avec la proportion du PEG 6000 dans la dispersion solide. Ces résultats
indiquent probablement une déshydratation/dégradation du médicament dans les dispersions

solides, suivie par celle du polymeére plus lente.

Concernant les dispersions solides ternaires, chacune deles présente des profils TGA
significativement différents de leurs composés démontrant |'acquisition d'une nouvelle substance
par ces formulations (Fig. 22). Ces formulations semblent donc éviter la déshydratation/dégradation
du médicament a 250 °C. Les dispersions solides ternaires empéchent aussi la perte de masse des
cyclodextrines a basse température (entre 75 et 100 ° C). Cette observation pourrait étre le résultat
de I'absence du phénomeéne d'évaporation di a l'inclusion du Px dans ces cyclodextrines. En effet,
I'inclusion de la molécule invitée dans les cyclodextrines induit des molécules d'eau soufflant des

cyclodextrines natives.

Pour les complexes Px/B-CD dispersés dans le PEG 6000, nous n’avons pas relevé de différence
significative entre les procédés d'inclusion réalisés par spray drying et par lyophilisation. Avec les
complexes Px - HPB-CD, des différences significatives dans les profils de la TGA ont été détectées
en particulier, pour les dispersions solides préparées par le procédé de fusion. Aussi, notons que les
dispersions solides a base de | yophilisat présentent une perte en masse a plus basse température.
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Figure 21 : Courbes TGA du Px, du PEG 6000, de la B-CD et de la HP- B-CD
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Figure 22 : Courbes TGA des dispersions solides binaires (A et B) et ternaires (A1, A2, Bl et B2)
du Px adifférentes proportions du PEG 6000

* Systémes binaires PEG 6000 a4[10 (a), 30 (b), 50 (c), 70 (d), 90 (e) et 95 (f) % (m/m)] ;
* Systemes ternaires PEG 6000 a[70 (1), 90 (2) et 95 (3) % (m/m)].

Par ailleurs et afin de faciliter I’ interprétation de la figure 22, précisons | es points suivants :

- Cesdispersions sont préparées par la méthode d' évaporation du solvant (A, Al et A2) ou par |la méthode
defusion (B, B1 et B2).

- Dansles systémes ternaires, avant de procéder ala dispersion dans le polymere, les CDs utilisées sont la
B-CD (Al ou B1) ou la HPB-CD (A2 ou B2).

- Lecomplexe d'inclusion du Px avec les CDs est préparé soit par spray-drying (lignes pleines A1, A2, B1
et B2) soit par lyophilisation (pointillés Al, A2, B1 et B2).

- LesCo-fondus binaires sont préparés avec une solidification lente ou rapide (lignes pleines € et f').

- Toutesles mesures sont réalisées en triple.
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2.2.3. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (IR-TF)

Afin de détecter une éventuelle interaction du PEG 6000 avec le Px ou avec les complexes
d’inclusion (Px/B-CD ou Px/HPB-CD), une analyse IR-TF a été réalisée pour les substances pures
ainsi que pour les systemes binaires et ternaires de la dispersion solide. Le spectre IR-TF du Px
présente des pics caractéristiques du groupe amide a 3338,94 cm? et a 1629,94 cm? dus
respectivement aux élongations N-H et C = O (Fig. 23). Ce résultat confirme la forme polymorphe

cristalline cubique supposeée précédemment selon |’ analyse DSC du principe actif [10].

Aussi, en augmentant les proportions du PEG 6000 dans la dispersion solide, les spectres IR-TF des
systemes binaires (Fig. 24 et Fig. 25 en Annexe 6) montrent une réduction progressive de l'intensité
du pic du Px accompagnée d’ une augmentation de l'intensité de celui du polymere. De plus, aucun
décalage des pics caractéristiques du principe actif et du polymeére n’ a été observe avec la variation
de la proportion du polymere de 10%, 30%, 50% et 70% (m/m) dans les évaporés et les Co- fondus.
Les résultats obtenus pour ces dispersions solides révélent I’ absence d’ une forte interaction entre le

principe actif et le polymére.

Néanmoins, il est intéressant de noter deux phénomenes avec les Co-fondus binaires a
concentration en PEG 6000 égale a 90% (m/m). Le premier phénomeéne est la persistance de
certains pics caractéristiques dans les spectres de IR-TF des Co-fondues a 90% (m/m) de PEG 6000
par rapport a ceux des évaporés (Fig. 24 et Fig. 25 en Annexe 6). De plus, I’analyse de la DSC
montre I'absence de la forme cristalline du Px dans ces dispersions solides. Ceci suppose que ces
Co-fondus présentent une hétérogénéité. Cette derniere semble étre la conséquence de la
sedimentation du Px lors de la solidification de la dispersion par le procédé de fusion. Un

refroidissement rapide du Co fondu du mélange Pa - polymeére n'a pas empéché cette hétérogénéite.

Le second phénomeéne est un |éger décalage (shift) du pic du Px de 3338,94 a 3339,76 et a 3342,66
dans les spectres respectifs de ces dispersions solidifiées lentement ou rapidement. Ceci révele la
présence d'interactions entre les composes. Cependant, nous ne pouvons pas conclure pour les
évaporés [(90 et 95% (m/m)] et les Co-fondus [(95% (m/m)], parce que les élongations -NH et C =
O du Px ont compl é&ement disparu.
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Enfin, les spectres IR-TF des systémes ternaires avec la CD (B-CD ou HP-B-CD) préparés par
évaporation et par fusion correspondent nettement a celui du composé principal du mélange, ¢’ est-
adire le PEG 6000 (Fig. 26 a 29 en Annexe 6). Par conséquent, |es spectres des systémes ternaires
ont été comparés avec ceux des systemes binaires correspondants. Dans les spectres IR-TF de tous
les systemes ternaires, I’élongation du groupe amide N-H a complétement disparu indiquant une
interaction compléte entre les CDs et le Px. L'analyse des spectres IR-TF a confirmé |'absence de

I'influence de la nature de la CD ou de la méthode d'inclusion (lyophilisation ou spray drying).

Figure 23 : Spectres IR-TF du Px, du PEG 6000, de la B-CD et de la HP-B-CD
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3. Conclusion

Rappelons que dans I'administration des médicaments par voie sublinguale, le médicament doit se
dissoudre rapidement dans un petit volume de salive. Les résultats de notre recherche ont démontré
le fort potentiel et I'intérét de la préparation de la dispersion solide obtenue avec l'inclusion du
principe actif dans des cyclodextrines suivie de sa dispersion dans le PEG 6000, pour la
I'administration sublingual e des médi caments hydrophobes.

Cette étude montre également, dans cette application, I'avantage de la méthode d'évaporation par
rapport a la méthode par fusion lors de |'étape de dispersion du médicament (Px) dans le polymeére
hydrophile ; le PEG 6000. En effet, les dispersions solides produites par |e procédé d'évaporation
sont plus poreuses et la complexation du Pa avec des cyclodextrines empéche la présence du Pa
sous forme cristalline dans de telles formul ations. Le Pa se trouve donc rapidement et compl étement
dissous dans un milieu agueux dans le cas des dispersions solides de complexes d'inclusion du Px
gue dans celui du Px seul.

Enfin, dans une prochaine éape expérimentale de ce travail et dans le cadre d’ études précliniques
nous envisageons la réalisation de profils pharmacocinétiques et toxicologiques de ces systémes
d’ administration de médicaments.
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Partie 5 : Etude pharmacocinétique d’'une formulation orale du Piroxicam
contenant différents rapports molaires de la 3-CD

1. Objectif del’ é&ude

L'objectif de cette derniere partie de notre travail est de comparer les parametres
pharmacocinétiques du complexe d’inclusion Px - -CD aux rapports molairesde 1:1,1:2,5,1:3
et 1: 4 apres une administration par voie orale chez le lapin et de vérifier aussi lathéorie de Haborn
et a. [1] qui précise que la concentration plasmatique maximale (Cmax) du Px augmente avec

I’augmentation de la concentration de la B-CD.

2. Résultats et discussion

La biodisponibilité orale des formulations des complexes d'inclusion Px - B-CD aux différents
rapports molaires (1:1,1:25,1: 3, et 1: 4) aété étudiée sur des lapins. Cette éude a permis de
déterminer les parametres pharmacocinétiques suivants: la concentration plasmatique maximale
(Cmax), letemps du pic plasmatique (Tmax) €t I’ aire sous la courbe (ASC) (Tableau 1). Lesfigures 1
et 2 illustrent les profils respectifs de la concentration plasmatique moyenne du Px obtenue apres

administration orale du Px seul et des différentes formulations Px- 3-CD.

Les vaeurs de la concentration plasmatigue maximale (Cma) oOnt éé améliorées avec
['augmentation de la concentration en cyclodextrine dans le complexe d'inclusion jusqu’ au rapport
molaire 1 : 2,5. Par lasuite celles-ci se trouvent diminuées. Les valeurs de la Crnax SOnt de 11 + 1,7,
133+6,17et 17,2+ 2,03 pg/ml pour lePx seul, Px -CD 1: 1 et Px - CD 1: 2.5, respectivement.
Toutefois, les valeurs de Crax pour Px -CD 1: 3etPx-CD 1:4sontdel155+24et 11,2+ 23

png/ml, respectivement.

En ce qui concerne le temps du pic plasmatique (Tmax), une absorption plus rapide du médicament a
été observée car Tmax €st devenu plus court. En effet, nous avons noté un Tmax de seulement 0,5 h en

présence de la cyclodextrine au lieu d’ un Tmex égquivalent &2 h pour le Px seul.

Les niveaux du Px dans le plasma (Figures 1 et 2) ne présentent aucune différence significative
entre la valeur de Cmax du groupe traité par Px - B-CD au rapport molaire 1 : 4 et celle du groupe
traité avec du Px seul. Cependant, dans le groupe complexe, la Cmax a été atteinte plus tét. Aucune
différence significative entre les valeurs de I’ ASC n’a été trouvée pour les complexes comparés au
Px seul. En outre, la plus grande valeur de I'ASC a été obtenue pour le complexe Px - B-CD 1: 2,5,

qui présente également la valeur optimale pour la Cmax (Tableau 1).
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Dans la présente étude, I'évaluation pharmacocinétique du Px réalisée sur des lapins montre que la
complexation du Px avec la B-CD modifie certains parametres liés aux phases d'absorption et
d'¢limination. La B-CD améliore la biodisponibilit¢ du Px jusqu'au rapport molaire 1: 2,5, mais
I'excés en cyclodextrine provoque un impact négatif sur la perméabilité du médicament a travers la
membrane biologique [2]. Avec les rapports molaires 1 : 1 et 1 : 2,5, la B-CD affecte la perméabilité
de la membrane gastro-intestinale en augmentant le partitionnement du médicament a travers la
barriere intestinale [3]. Pour les autres rapports molaires (1: 3 et 1: 4), l'effet négatif est
vraisemblablement du ala diminution de la solubilité agueuse du Px en milieu gastrique provoquant

sa précipitation [4].

Des résultats similaires ont été trouvés avec |'administration orale du tolbutamide au lapin [5] ou la
concentration moyenne Cmax du principe actif seul est plus élevée que celles de la dispersion solide
et des complexes d’inclusion. Par contre, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux rapportés par
Haborn et a. [1] qui précise que la Cmax du Px augmente avec |’ augmentation de la concentration de
B-CD.

Tableau 1 : Parametres pharmacocinétiques du Px chez le lapin aprés administration orale d une dose

de Px égale a 10 mg/Kg (Px seul ou complexe Px - B-CD aux différents rapports molaires)

Echantillon administré Crmax (ug/ml) Trmax (D) ASC (pg/ml)
Px seul 11,0+ 1,70 2 122
Px— B-CD 1: 1 13,3+6,17 0,5 99
Px—B-CD 1:2,5 17,2 +2,03 0,5 128
Px-B-CD 1:3 15,5+2,40 0,5 102
Px-B-CD 1:4 11,2+ 2,30 1 70

Figure 1 : Profil de la concentration plasmatique moyenne du Px seul

*Chaque valeur représente la moyenne + SD de 03 lapins
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Figure 2 : Profils de la concentration plasmatique moyenne du Px — -CD
aux différents rapportsmolaires (1:1,1:25,1:3¢et1:4)

* Chague valeur représente la moyenne + SD de 03 lapins

3. Conclusion

En conclusion, I’ é&ude de la biodisponibilité des complexes d'inclusion Px — p-CD aux différents
rapports molaires (1:1,1:25,1: 3, et 1:4) montre une meilleure concentration plasmatique Crax
par rapport au principe actif seul al’ exclusion de laformulation avec le rapport molaire 1 : 4 qui ne
varie pas significativement par rapport au Px seul. Les résultats de la disponibilité in vivo montrent
que le complexe Px - B-CD présente une absorption plus rapide que celle du Px seul pour tous les
rapports molaires éudiés. Les meilleures valeurs de Crnax € de Tmax Ont éé obtenues avec un
rapport molaire de 1: 2,5 (Px-p-CD). Enfin, la théorie de Haborn I et al. [1] n'est pas vaable
puisque dans notre cas, l'augmentation de la valeur de Cnax nN'est pas proportionnelle a la

concentration de la -CD.
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Conclusion générale

Il est bien connu que la dissolution du médicament plus que la perméabilité a travers I'épithélium du
tractus gastro-intestinale est |’ étape limitante du processus d’ absorption pour lavoie orale. En effet,
le principe actif devra se dissoudre dans le fluide gastrique et, ce n’ est que sous forme soluble, que
celui-ci pourra franchir la membrane (paroi de I’ estomac, de I’ intestin, membrane cellulaire...). La
solubilité aqueuse du médicament favorise donc sa résorption et devient de ce fait un paramétre

important dans le dével oppement des médicaments.

Ce travail de recherche dont I’ objectif principal est d’améiorer par hydrophilisation, la dissolution
et, par conséquent, la biodisponibilité orale d’un anti-inflammatoire ; le piroxicam ; principe actif
appartenant ala classe Il du Systéme de Classification Biopharmaceutique (faible solubilité gastro-
intestinale et perméabilité élevée), propose un procédé efficace permettant de surmonter les
problémes liés a la faible solubilité de cette molécule, qui repose essentiellement sur la préparation

des dispersions solides utilisant des matrices hydrophiles.

Aussi, précisons que I’ efficacité d'une méthode d hydrophilisation dépend du type des agents
solubilisant et du type de la molécule a solubiliser. Une bonne connaissance des interactions
prépondérantes dans ces systemes complexes principe actif / excipient(s) est un préalable

indispensable pour une adéquation d’ un mode de remede au contexte.

Ce travail a été donc consacré a 1’évaluation de la capacité de solubilisation de trois polymeres (-
CD, HP-B-CD et PEG 6000). Pour cela, plusieurs techniques d’inclusion et de préparation des

dispersions solides sous forme binaire et ternaire ont été envisagées.

Auss et afin d’ éudier I'influence de la méthode de préparation sur les propriétés de dissolution du
Px, des complexes d’inclusion a ’aide de deux types de CDs; la B-CD et la HP-B-CD ont été
formulés par différentes méthodes d’inclusion a savoir : mélange physique, kneading, évaporation,

co-précipitation, lyophilisation et spray-drying.

Les résultats obtenus dans la 1%€ partie de notre travail ont montré que la dissolution du Px est
significativement améliorée par laformation du complexe d’inclusion Px - CD. La complexation du
Px avec la B-CD ou la HP-B-CD a ¢été confirmée par les techniques de caractérisation physico-
chimique: DSC, TGA, IR- FT et DRX, qui laissent apparaitre clairement que la méhode de
préparation de ce complexe dinclusion joue un réle prépondérant puisque les meilleurs taux de
dissolution ont été obtenus pour les complexes dinclusion solides préparés par les procédés de
lyophilisation et du spray-drying. En effet, le taux de dissolution du Px a atteint des valeurs allant
de 95% a97% pour les lyophilisats et les spray-dried.
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Dansle but d’ explorer I'effet d’ un autre polymere hydrophile sur la solubilité agueuse du piroxicam,
notre recherche a été poursuivie par laréalisation d’ une dispersion solide a base de PEG 6000 par la
méthode d'évaporation, selon une démarche expérimentale définie. Les résultats du contréle
pharmacotechnique (dissolution) montrent, dans ce cas, une nette influence de la nature du solvant
sur les propriétés de dissolution de la dispersion solide.

Aussi, |”étude des profils de dissolution des différents systemes préparés montre clairement que la
dissolution du Px a éé améliorée par la présence du PEG et que le méthanol est |e solvant approprié

pour la préparation d’ une dispersion solide par la méthode d’ évaporation.

A I'issue de cesrésultats et afin d’ étudier le comportement du PEG 6000 dans |es systémes ternaires
(Px — CD — PEG 6000) contenant une faible concentration en polymére (PEG), nous avons
poursuivi notre travail par I'é¢tude de 1'effet combiné du PEG 6000 avec la CD (B-CD ou HPB-CD)
sur la solubilité aqueuse du piroxicam.

La caractérisation physico-chimique et I’ éude biopharmaceutique des différents systemes binaires
et ternaires préparés par mélange physique et kneading montrent que I’ gjout d’ une petite quantité de
PEG 6000 (1% , 2.5%, 5% et 10%) dans les préparations ternaires n’a pas d’ effet significatif ni sur
la complexation ni sur la cinétique de dissolution des complexes d'incluson Px - CD,
particuliérement, les systémes contenant la HPB-CD, ou un effet négatif a été observé pour le

mélange physique ternaire contenant 10% en PEG 6000.

Au terme de ces expériences a base de PEG 6000 afaible concentration, dans lesguelles la solubilité
aqueuse du Px n’a pas été améliorée dans les systémes ternaires, nous avons formulé différemment
ces systémes et ce par la dispersion d’ un complexe d'inclusion (Px — CD) préparé par lyophilisation
ou spray-drying dans du PEG 6000 a des concentrations supérieures a 10% pour les deux méthodes
utilisées ; lafusion - solidification et I’ évaporation par solvant.

Les résultats obtenus dans cette étude expérimentale montrent que la dissolution du Px a été
significativement améliorée dans les dispersions solides ternaires, particuliérement, celles préparées
par la méthode d évaporation avec les teneurs de 70% et 90% en PEG 6000. En effet, dans les
systemes ternaires, la dissolution du Px est quasi-instantanée. Ce résultat refléte bien le role de la
CD qui ala capacité de modifier le profil de dissolution de la dispersion solide binaire (Px -PEG
6000). Ceci montre clairement le fort potentiel et I'intérét de la préparation de la dispersion solide
selon le protocole : inclusion du principe actif dans des cyclodextrines, suivie de sa dispersion dans
un polymeére hydrophile. Protocole expérimental intéressant en vue d’ une éventuelle administration

sublingual e a base de médicament hydrophobe, ou la molécule doit étre ultra soluble.
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D’ou I'intérét de I’ application de ce type de formulation a savoir : dispersions solides ternaires a
forte teneur en PEG préparées selon un protocole expérimental défini : méthode d’ évaporation, pour

lavoie sublinguale afin d’améiorer la performance biologique du piroxicam.

Enfin, nos expériences finales consacrées a |’ étude in vivo sur le lapin d'un complexe d'inclusion

(Px - B-CD) montrent une amélioration de la biodisponibilité orale de ce médicament.

Aussi et dans le cadre d'une étude préclinique la réalisation de profils pharmacocinétiques et
toxicologiques pourrait étre envisagée dans le cas des dispersions solides ternaires (Px — CD — PEG
6000) a forte concentration en PEG 6000 (70%). Ceci peut S avérer intéressant pour larecherche et
contribuera certainement a constituer une base de données scientifiques utiles pour le

dével oppement d’ une nouvelle forme gal énique a base de piroxicam destinée ala voie sublinguale.

En conclusion, il ressort de cette étude I’intérét de I’ utilisation des complexes d’inclusion Pa— CDs
et des dispersions solides binaires et ternaires (Pa — CDs — PEG 6000) dans le processus de
formulation de médicament peu soluble dans I eau. En effet et selon les résultats obtenus a I’ issue
de nos expériences, ces systémes aboutissent al’amélioration de la solubilité et par consequent de la
dissolution du principe actif, garantissant ainsi une meilleure biodisponibilité et certainement une

efficacité thérapeutique.
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Annexe 1 : Courbes d’étalonnage (Matériels et Méthodes)

Courbe d'étalonnage du Px
Solvant: Eau distillée
Dosage par UV-Visible a A= 355 nm
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Figure 3 : Courbe d’ éalonnage du Px dissout dans |’ eau distillée

Courbe d'étalonnage du Px
Solvant: Tampon de citrate sodiuma pH = 6,8
Dosage par UV-Visible a A= 355 nm
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Figure 10 : Courbe d' étalonnage du Px dissout dans le tampon citrate de sodium apH = 6,8
(Dosage par UV-Visible)
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Annexe 1 : Courbes d’étalonnage (Matériels et Méthodes)

Courbe d'étalonnage du Px
Milieu : Plasma du lapin
(Dosage par HPLC)
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Figure 18 : Courbe d’ étalonnage du Px dissout dans le plasma du lapin (Dosage par HPLC)
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Annexe 2 : Illustrations des échantillons de complexes d’inclusion
(Partie 1)

Illustration d’un échantillon de complexe d’inclusion (Px — HP-B-CD)
au cours de sa lyophilisation

Illustration d’un échantillon de complexe d’inclusion (Px — HP-B-CD)
préparé par lyophilisation
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Annexe 2 : Illustrations des échantillons de complexes d’inclusion
(Partie 1)

[llustration des échantillons de complexes d’inclusion (Px — B-CD et Px — HP-B-CD)
préparés par lyophilisation (a gauche) et par spray-drying (a droite)
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Annexe 3 : Caractérisation physico-chimique des complexes
d’inclusion (Partie 1)
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Figure 10 : Courbes TGA des substances pures (Px, BCD et HP — B-CD)
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Figure 12 : Courbes TGA des complexes d’inclusion Px — HP-BCD
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Annexe 3 : Caractérisation physico-chimique des complexes
d’inclusion (Partie 1)
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Figure 13 : Courbes DSC des substances pures (Px, BCD et HP-BCD)
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Annexe 3 : Caractérisation physico-chimique des complexes
d’inclusion (Partie 1)
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Annexe 3 : Caractérisation physico-chimique des complexes
d’inclusion (Partie 1)
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Figure 15 : Courbes DSC des complexes d’inclusion Px — HP-BCD

Tableau 3 : Données de la DSC des complexes d’inclusion Px — BCD (A) et Px — HP-BCD (B)

Echantillon (A)

T onset (°C)(n=3)

T pic (°C)(n=3)

AH (j/g)(n=3)

Teneur en Px libre (%, n=3)

Piroxicam 201.56 + 0.05 205.54 + 0.01 133.67 £ 0.07 100.00% 0.06
Mélange physique 198.85 + 0.02 201.06 + 0.02 26.37+ 0.14 19.73% 0.12
Kneaded 198.42 20.03 200.70 + 0.01 20.31+ 0.18 15.19+ 0.15
Evaporé 198.72 % 0.01 200.91 + 0.05 21.10+ 0.13 15.78+ 0.11
Co-precipité 198.94 % 0.04 201.23 + 0.03 2418+ 0.16 18.09% 0.15
Lyophilisat (P 4.1) 198.58 + 0.11 200.68 + 0.09 19.41% 0.19 1452+ 0.17

Lyophilisat (P4.2)

Spray-dried

Echantillon (B)

T onset (°C) (n=3)

T pic (°C) (n=3)

AH (j/g) (n=3)

Teneur en Px libre (%, n=3)

Piroxicam 201.56 + 0.05 205.54 + 0.01 133.67 £ 0.07 100.00% 0.06
Mélange physique 196.69+ 0.06 199.50% 0.06 16.12+ 0.15 12.06% 0.14

Kneaded 196.28% 0.12 199.00+0.08 12.65¢ 0.13 9.46% 0.11
Lyophilisat (P 4.1) 197.00% 0.07 199.27% 0.02 1151+ 0.10 8.61% 0.09

Lyophilisat (P4.2)

Spray-dried
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Annexe 3 : Caractérisation physico-chimique des complexes
d’inclusion (Partie 1)
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Annexe 4 : Caractérisation physico-chimique des dispersions

solides ternaires (Partie 3)
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Figure 7: Spectres IR-TF du binaire Px - B-CD et des ternaires Px - B-CD- PEG 6000
(1%, 2,5%, 5% et 10%) préparés par Méange physique




Annexe 4 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides ternaires (Partie 3)
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Figure 8: Spectres IR-TF du binaire Px - B-CD et des ternaires Px - B-CD- PEG 6000
(1%, 2,5%, 5% et 10%) préparés par Kneading
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Annexe 4 : Caractérisation physico-chimique des dispersions

HT gp

solides ternaires (Partie 3)
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Figure9: Spectres IR-TF du binaire Px — HP - B-CD et des ternaires Px — HP - B-CD- PEG 6000
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Annexe 4 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

Illustration d’un échantillon d’une dispersion solide binaire (Px — PEG 6000) a 95%
préparée par mélange physique

[llustration des échantillons de dispersions solides ternaires (Px - BCD - PEG 6000)
a 50%, 70%, 90% et 95% préparées par mélange physique
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustration des échantillons de dispersions solides binaires (Px - PEG 6000)
a 10%, 30% et 50% préparées par évaporation
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustration des échantillons de dispersions solides binaires (Px - PEG 6000)
a 70%, 90% et 95% préparées par évaporation
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustration d’un échantillon d’une dispersion solide binaire (Px - PEG 6000) a 90%
préparée par fusion - solidification (refroidissement a température ambiante)
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustrations d’un échantillon d’une dispersion solide binaire (Px - PEG 6000) a 95%
préparée par fusion - solidification (refroidissement a température ambiante)
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustrations d’un échantillon d’une dispersion solide ternaire (Px - BCD - PEG 6000)
a 70% préparée par fusion - solidification (refroidissement a température ambiante)
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustrations d’un échantillon d’une dispersion solide ternaire (Px - BCD - PEG 6000)
a 90% préparée par fusion - solidification (refroidissement a température ambiante)
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustrations d’un échantillon d’une dispersion solide ternaire (Px - BCD - PEG 6000)
a 95% préparée par fusion - solidification (refroidissement a température ambiante)
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

lllustrations des échantillons de dispersions solides ternaires (Px - BCD - PEG 6000)
a 70%, 90% et 95% préparées par fusion - solidification
(Refroidissement a température ambiante)
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

Illustrations de deux (02) échantillons de dispersions solides ternaires (Px - BCD - PEG 6000) a 90%
préparées par fusion — solidification (Refroidissement a température ambiante)
Comparaison entre la méthode de préparation du complexe d’inclusion :
Lyophilisation et Spray-drying
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Annexe 5 : Illustrations des échantillons de dispersions solides
(Partie 4)

[llustrations de deux (02) échantillons de dispersions solides ternaires (Px - BCD - PEG 6000 et Px —
HP-BCD - PEG 6000) a 90% préparées par fusion — solidification
Comparaison entre les deux cyclodextrines utilisées pour la préparation du complexe d’inclusion
par spray-drying : BCD et HP-BCD
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Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 15 : Courbes DSC des évaporés binaires a 10%, 30%, 50%, 70%, 90% et 95% en PEG 6000




Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 16 : Courbes DSC des Co-fondus hinaires a 50%, 70%, 90 et 95% en PEG 6000
(SS) : Solidification lente, (RS) : Solidification rapide
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Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 17 : Courbes DSC des évaporés ternaires a 70%, 90% and 95% en PEG 6000
(Fr): Lyophilisat Px - BCD, (Sp): Spray-dried Px - BCD
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Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 18 : Courbes DSC des Co-fondus ternaires a 70%, 90% and 95% en PEG 6000
(Fr): Lyophilisat Px - BCD, (Sp): Spray-dried Px - BCD
(SS): solidification lente, (RS): solidification rapide




Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 19 : Courbes DSC des évaporésternaires a 70%, 90% and 95% en PEG 6000
(Fr): Lyophilisat Px - HPBCD, (Sp): Spray-dried Px - HPBCD




Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 20 : Courbes DSC des Co-fondus ternaires a 70%, 90% and 95% en PEG 6000
(Fr): Lyophilisat Px - HPBCD, (Sp): Spray-dried Px - HPBCD
(SS): solidification lente, (RS): solidification rapide
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Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)

Figure 24 : Spectres IR-TF des évaporés binaires a 10%, 30%, 50%, 70%, 90% et 95% en PEG 6000
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Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 25 : Spectres IR-TF des Co-fondus binaires a 50%, 70%, 90% et 95% en PEG 6000
(SS) : Salidification lente, (RS) : Solidification rapide




Annexe 6 : Caractérisation physico-chimique des dispersions
solides binaires et ternaires (Partie 4)
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Figure 26 : Spectres IR-TF des évaporés ternaires a base de B-CD et du PEG 6000 a 70%, 90%
et 95%, (Fr) : Lyophilisat, (Sp) : Spray-dried
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Figure 27 : Spectres IR-TF des évaporés ternaires a base de HP - f-CD et du PEG 6000 a 70%, 90%
et 95%, (Fr) : Lyophilisat, (Sp) : Spray-dried
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Figure 28 : Spectres IR-TF des Co-fondues ternaires a base de B-CD et du PEG 6000 a 70%, 90% et
95%, (Fr) : Lyophilisat, (Sp) : Spray-dried
(Solidification lente)
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Figure 29 : Spectres IR-TF des Co-fondues ternaires a base de HP - B-CD et du PEG 6000 a 70%,
90% et 95%, (Fr) : Lyophilisat, (Sp) : Spray-dried
(Solidification lente)
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Annexe 7 : Glossaire de pharmacologie générale

Absorption : Processus par lequel le médicament passe de son milieu d’administration dans le
sang. Synonyme : résorption. La quantité de produit absorbé se caractérise par un coefficient de
résorption.
Un médicament est d’autant mieux absorbé qu'il est faiblement ionisé. Les acides faibles sont
absorbés dans le milieu gastriques (milieu acide) et |les bases faibles dans le milieu intestinal (milieu
alcalin). Quatre types de transport permettent |’ absorption :

e Trangport passif (diffusion smple) ;

e Diffusion facilitée;

e Transport actif (nécessite de I’ énergie A.T.P.) ;

e Endocytose / Exocytose.

Aire sous la courbe (A.S.C.) ou « Area Under Curve (A.U.C.) » : L’aire sous la courbe trace la
concentration par rapport au temps. Elle correspond a I'intégrale de la concentration plasmatique
sur un intervalle de temps défini. Elle correspond a la biodisponibilité. Dans le cas de la voie
intraveineuse, le médicament est directement dans le sang et donc, I’ aire sous la courbe représente
100% de biodisponibilité.

A.T.P. (Adénosine Tri-Phosphate) : Molécule énergétique produite per les cellules permettant des
réactions enzymatiques au sein de I’ organisme.

AVK (Anti vitamines K) : Les anti vitamines K font partie de la famille des anticoagul ants oraux.
Un anticoagulant est un médicament qui empéche le sang de coaguler, et donc empéche la
formation de caillots dans les vaisseaux sanguins.

Biodisponibilité: Quantité de meédicament qui atteint le tissu sanguin a partir de sa voie
d administration. La biodisponibilité s exprime en pourcentage. On I’ obtient en comparant les aires
sous la courbe (A.S.C.) obtenues apres administration du méme médicament par voie intraveineuse
(I.V.) et par une autre voie (le plus souvent orale). Par définition, la biodisponibilité par la voie
intraveineuse est de 100%. La biodisponibilité d’un médicament peut ére modifiée (réduite ou
augmentée) par les adiments. Exemples: Réduite (captopril, tétracyclines), Augmentée
(propranolol) et Inchangée (amoxicilline).
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Biotransformation (voir aussi « Cytochrome P450 ») : Un médicament subit dans |’ organisme
plusieurs transformations chimiques. Elle aboutit a la création d’une molécule active ou inactive.
Parfois, certains médicaments ne subissent pas de biotransformation et sont éiminés tels quels. Il
existe deux grands types de biotransformation appelés « Phase | » et « Phase |l » :
e Phase |: réactions d oxydation (nécessite de I’oxygene) trés souvent dépendantes du
Cytochrome P450 hépatique.
e Phase Il: réactions de conjugaisons. On distingue la glucuroconjugaison (acide
glucuronique ; mécanisme principal), la glycoconjugaison (glycine), la sulfoconjugaison
(sulfate)....

Cible des médicaments: Les médicaments agissent sur environ 500 cibles répertoriés a ce jour.
Ces cibles se répartissent de la maniére suivante :

e Récepteurs membranaires (217 cibles) ;

e Enzymes(135cibles) ;

e Hormones et facteurs de croissance (53 cibles) ;

e Cibles non déterminées (34 cibles) ;

e Canaux ioniques (24 cibles) ;

e ADN (10cibles).
Dans I’avenir, les recherches montrent que les futurs médicaments pourraient agir sur d autres

nouvelles cibles encore inconnues. Ils n existerait plus de 6500.

Clairance rénale: Quantité virtuelle de sang totalement épurée d’'une substance donnée par
minute. La clairance de la créatinine est de 120 ml/min (c'est-adire que 120 ml de sang sont
totalement débarrassees de la protéine musculaire créatinine a chague minute sur un volume
sanguin total d environ cing litres).
La fonction rénale est évaluée par la clairance de la créatinine selon la formule de Cockroft et
Gaullt :

(140 — &ge) x poids (Kg)

Cl créatinine (ml/min) =
0,81 x créatinine (micromole/l)
(0,96 pour lafemme)

Laclairance est aussi reliée au volume de distribution V4 €t alademi-vie:
0,693 x V4

Cl =
tuo
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Annexe 7 : Glossaire de pharmacologie générale

Coefficient d’extraction hépatique : Coefficient variant de 0 (extraction nulle) a 1 (extraction
totale) permettant de quantifier la quantité de médicament « perdu » au niveau hépatique (effet de

premier passage hépatique) apres son absorption intestinale.

Coefficient d’extraction intestinale : Coefficient variant de O (extraction nulle) a 1 (extraction

totale) permettant de quantifier la quantité de médicament absorbé au niveau intestinal.

Coefficient d’extraction pulmonaire : Coefficient variant de O (extraction nulle) & 1 (extraction
totale) permettant de quantifier la quantité de médicament « perdu » au niveau pulmonaire apres son

absorption intestinale puis son éventuel premier passage hépatique.

Coefficient de partage : Coefficient reflétant la liposolubilité d’une molécule. Il s'obtient en
faisant le rapport entre les concentrations d’une molécule dissoute dans deux solvants non

miscibles.

Compartiment : Espace biologique (tissu) ou le médicament est distribué dune maniere
homogene. En pharmacocinétique, le compartiment est un volume virtuel dans lequel le
meédicament se distribuerait. Le volume sanguin est appelé premier compartiment. Le reste de

I’ organisme est appel € deuxieme compartiment.

Concentration maximale (Cmax) : Exprime la concentration plasmatique maximale obtenue aprées

une prise d’ un médicament donné.

Constante d’élimination (Kel): Fraction du médicament présente a chaque moment qui sera

éliminée par unité de temps.

Cycle entéro-hépatique : Aprés une prise orale, le médicament est absorbé au niveau des intestins
pour parvenir (viala veine porte) au foie. Il peut alors subir une transformation (« conjugaison »).
Les métabolites obtenus peuvent étre éliminés par les voies biliaires dans les intestins pour étre de
nouveau absorbés. Le cycle entéro-hépatique est alors bouclé. A noter gu’un médicament qui subit

ce cycle est éliminé lentement.
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Annexe 7 : Glossaire de pharmacologie générale

Cytochrome P450 : Les cytochromes P450 sont des enzymes hépatiques responsables de la
biotransformation de composés exogenes ou endogenes. La principale fonction des enzymes du
Cytochrome P450 est de catalyser (accélérer, favoriser) la premiére réaction chimique de la
métabolisation des médicaments appel ée « réaction d’ oxygénation ». |l existe plusieurs iso-enzymes
du Cytochrome P450. C'est-a-dire gqu'il y a plusieurs variantes de cette enzyme différentes les unes
des autres par des détails de structure moléculaire. Les P450 métabolisant les médicaments sont
réunisen 4 familles: CYP1,CYP2,CYP3et CYPA4.

Demi-vie plasmatique (ti2) : Temps nécessaire pour que 50% de la concentration plasmatique
d’ une substance donnée soient éiminés. Elle est d’autant plus faible que le volume de distribution
est petit ou que la clairance totale est importante. Elle permet de définir le nombre de prise(s)

journaliére(s) d’un médicament pour obtenir une concentration plasmatique recherchée.

Distribution : Aprés avoir été absorbé, un médicament se distribue d' abord dans le volume sanguin
(distribution plasmatique) puis dans les tissus (distribution tissulaire). La distribution se caractérise
par le volume de distribution (V4). Ladistribution dépend de:
e Fixation du principe actif sur les protéines sanguines (albumine, aphaglycoprotéine,
orosomucoide, des lipoprotéines, les gammaglobulines.) ;
e Caracteres physico-chimiques du médicament ;
e Vascularisation destissus;

e Affinité des tissus pour le médicament ;

Dosage : Quantité de principe actif contenu dans une forme gal énique.

Dose thérapeutique : Appelée également dose usuelle. C'est |a dose de principe actif nécessaire

pour obtenir un effet thérapeutique recherché.

Dose toxique : Appelée également dose maximale. C'est la dose de principe actif nécessaire pour

faire apparaitre des effets toxiques.

Effet de premier passage hépatique : Aprés absorption intestinale, le produit actif rejoint le foie
par la circulation portale (veine porte). Il peut éventuellement subir un effet de premier passage
hépatique : une certaine quantité du produit est métaboliseé par les enzymes hépatiques (notamment

les protéines du Cytochrome P450) en métabolites actifs et/ou inactifs.
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Elimination : C'est la sortie d'un médicament de I’ organisme soit sous forme d’ origine, soit sous
forme de métabolite(s) actif(s) et/ou inactif(s). Apres avoir été métabolisé, un médicament sera
édiminé essentiellement par les voies hépatique (bile pour les médicaments liposolubles) et/ou
rénae (urines pour les médicaments hydrosolubles). Un médicament volatil (ex : anesthésiants..)
sera plutét éliminé par la voie pulmonaire. D’autres voies d éimination existent (voies

secondaires) : lasueur, leslarmes, lelait maternel et I’ air expire.

Elimination hépatique: L’'éimination hépatique se fait via la bile principalement pour les

meétabolites liposolubles.

Elimination rénale: Les reins doivent étre fonctionnels pour assurer |'élimination des
médicaments. En cas d’insuffisance rénale, tous ceux qui sont éiminés par cette voie auront leurs
concentrations plasmati ques augmentées avec des risques toxiques. Le fonctionnement rénal repose
sur les néphrons (unité éémentaire rénale) au nombre de 1 million par rein. Le néphron fonctionne
selon trois mécanismes : filtration glomérulaire, sécrétion et réabsorption tubulaire. La sécrétion
tubulaire d'un médicament sous forme libre et ionisée n'a lieu gu’au niveau des tubes contournés
proximaux. La réabsorption n’intervient que pour les médicaments liposolubles et non ionisés au

niveau des tubes contournés proximaux et distaux. Elle dépend du débit et du pH urinaires.

Endocytose : L'endocytose est un processus au cours duquel la membrane d'une cellule enveloppe

et absorbe une particule (voir passage membranaire).

Endogene: Origine del’intérieur de I’ organisme.

Enzyme : Protéine catalytique qui stimule des réactions chimiques.

Excipient : Substance sans action pharmacol ogique, qui mélangée au principe actif, donne laforme

pharmaceutique du médicament. Les excipients facilitent I’administration, I’ efficacité, la stabilité, la

conservation du principe actif.
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Exocytose: L'exocytose est le phénoméne durant lequel une cellule de I'organisme rejette une
partie de son contenu dans le reste du corps. Techniquement, une cellule contient divers éléments
dans son cytoplasme (substance entourant le noyau de la cellule). Lors de I'exocytose, certains de
ces éléments cytoplasmiques vont migrer vers la membrane de la cellule. La membrane va aors les
englober puis les rejeter al'extérieur de la cellule. L'exocytose peut avoir différents objectifs, entre

autres celui d'expulser les déchets cellulaires.

Exogéne : Origine extérieure al’ organisme

Fibroblastes: Le terme « fibroblaste » désigne un type de cellule. Elle est souvent surnommee
«cellule de soutien». Les fibroblastes sont présents dans les nombreux tissus conjonctifs de
I'organisme. On trouve ains des fibroblastes dans la peau, les tendons, le cartilage, etc. Les
fibroblastes jouent des réles importants dans I'organisme. Elles sont en particulier chargées de
synthétiser les autres cellules formant les tissus conjonctifs. Elles secrétent aussi des substances
luttant contre certains virus et bactéries. Le réle des fibroblastes est essentiel dans la réparation des
lésions traumatiques, inflammatoires ou autres; devenant aors mobiles et contractiles

(myofibroblastes), ils permettent la cicatrisation des plaies.

Forme libre : Dans le sang, un principe actif circulant seul (fraction libre), ¢’ est-a&-dire non lié a
une protéine plasmatique, peut atteindre sa cible et agir ; Seule cette fraction libre peut diffuser dans

lestissus.

Forme liée aux protéines : Dans le sang, un principe actif lié (fraction liée) a une protéine
plasmatique, ne peut pas agir. Cette fraction ne peut donc pas passer du milieu sanguin (trop grosse
pour passer laparoi vasculaire) vers les tissus.

Hydrophile : Substance ayant une forte affinité pour les molécules d’ eau.

Hydrosoluble : Propriété d’ une molécule a se mélanger facilement dans |’ eau en raison d’ une forte

affinité pour les molécules d eau.

Inhibiteur : Se dit d'un médicament ayant la propriété de diminuer |’ activité enzymatique du
meétabolisme.
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Inhibiteur enzymatique (voir aussi « Cytochrome P450») : La prise d’'un médicament peut
modifier I activité enzymatique, soit en faveur d’ une inhibition soit d’ une induction. En cas de prise
d un médicament inhibiteur enzymatique, la biotransformation d’un autre principe actif est raentie
entrainant alors une augmentation de la concentration plasmatique de celui-ci et un risque
d’ apparition deffets indésirables plus conséquente. Exemple de médicament inhibiteur :
cimétiditine (anti-H2).

Interaction médicamenteuse: L’association de plusieurs médicaments conduit & de possibles
interactions. Elles peuvent survenir au niveau sanguin (compétitivité sur les liaisons aux protéines
plasmatiques), au hiveau des sites d'actions (agonisme, antagonisme), au niveau de la
métabolisation (foie: Cytochrome P450). Ces interactions peuvent induire une baisse d’ efficacité
d’un des médicaments associés, ou au contraire une augmentation sérieuse des effets secondaires,

voire une toxicité.

lon : Particule chimigue comportant soit une charge positive (cation avec un électron en moins) soit
négative (anion avec un éectron en plus). A I'état ionisé, un produit est hydrosoluble, alors qu’a

I’ état non ionisg, il est liposoluble.

Liaison plasmatique: Elle s exprime en pourcentage (de 0 a 100%). Elle est réversible et dépend
de nombreux facteurstels que::

e Affinité du principe actif pour les sites de liaisons sur les protéines;

e Quantité de protéines plasmatiques (variable selon I’ état pathol ogique du patient) ;

e Concentration plasmatique du principe actif ;

e Compétition entre le principe actif et d’ autres molécules ayant également une affinité pour

les mémes protéines sanguines.

A noter qu’un médicament fortement lié aux protéines plasmatiques (> 75%) n'est pas dialysable.
Ains en cas d'intoxication avec ce genre de médicament, il n’est pas possible d’ utiliser la diayse

comme moyen d’ épuration sanguine.

Ligand : Substance chimique (agoniste ou antagoniste) capable de se fixer sur un récepteur donné
sans préuger des conséquences de cette liaison. Tout médicament est donc un ligand de sa cible

moléculaire.
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Lipophile: Substance ayant une forte affinité pour les molécules de graisse.

Liposoluble: Propriété d' un produit a se mélanger avec les graisses en raison d’une forte affinité

pour les mol écul es grai sseuses.

M écanisme d’action : Maniere dont un principe actif agit dans I’organisme pour avoir un effet

thérapeutique.

Meédiateur chimique: Terme désignant |'ensemble des substances de I'organisme sécrétées par un
type de cellule et capable de se lier a un récepteur cellulaire, de la membrane plasmique ou
intracellulaire, pour entrainer une réponse de cette celule : neuromédiateurs (ou
neurotransmetteurs), hormones, hormones locales, facteurs de croissance, cytokines et La plupart
des médiateurs sont des agonistes endogenes des récepteurs. Quelques médiateurs ont une propriété

antagoniste.

Métabolisme: C'est la transformation d' un produit gréce a des enzymes aboutissant soit a un
meétabolite actif, soit un métabolite inactif. Le principal organe de métabolisation est le foie. Dans

une moindre mesure, les reins, les poumons et les intestins ont un réle a jouer.

M étabolisme de premier passage : Aprés administration par voie orale, |e médicament est absorbé
habituellement au niveau de I'intestin gréle. 1l rgjoint aors la circulation portale (veine porte: 1,1

litre de sang par minute) pour rejoindre le foie ou il sera métabolise.

M étabolite: « Déchet » obtenu par biotransformation (métabolisation enzymatique le plus souvent
hépatique) d’un principe actif dans I’organisme. Un métabolite peut avoir une action proche ou
identique du principe actif d origine (métabolite actif) ou non (métabolite inactif) ou peut avoir des
effets toxiques. Un métabolite a ses propres caractéristiques pharmacocinétiques susceptibles de

modifier celles du principe actif d origine.

Passage membranaire: Une molécule peut traverser la membrane cellulaire (constituée de deux
couches phospholipidiques) de trois fagons distinctes :

e Diffusion (passive et facilité) ;

e Transport actif (ex : pompe & sodium/potassium) ;

e Endocytose et exocytose
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pH : Logarithme inverse décimal de la quantité d’ions hydrogene dans une solution (ex : le sang).

Le pH est acide lorsque cette quantité est importante, et basique lorsgu’ elle est faible.

Phagocytose: La phagocytose est un processus naturel de I'organisme humain. Gréce a la
phagocytose, les microbes et les cellules nuisibles sont détruits par les phagocytes, des cellules
communément appel ées éboueurs. La phagocytose se déroule en trois étapes I'adhésion, I'ingestion
et la digestion. La phagocytose assure le bon fonctionnement de I'organisme et surtout du systéme
immunitaire. Elle est rendue possible gréace aux globules blancs, aux macrophages et aux cellules

dendritiques.

Pharmacocinétique: La pharmacocinétique est I’éude, en fonction du temps, des différents
aspects du devenir d’un principe actif dans |’ organisme. Elle se déroule en 4 phases:

e Absorption;

e Distribution ;

e Métabolisme;

e Elimination urinaire et/ou biliaire.

Pharmacodynamie: La pharmacodynamie est I’étude des propriétés thérapeutiques du principe
actif et de son mécanisme d’ action. C’ est I’ effet du médicament sur I’ organisme. C’est donc I’ é&ude
de larelation effet-dose pour un meédicament.
e La pharmacodynamie specifique est |’ étude de la molécule sur le systeme ou |’ organe ou
elle produit ses effets thérapeutiques (indications potentielles chez I’ homme).
e La pharmacodynamie générale est |’ étude sur les organes ou les systemes autres que ceux
étudiés au cours des études de pharmacodynamie spécifique. Elle permet de découvrir

d’ autres indications potentielles ou de prévoir des effets secondaires.

Pharmacologie: C'est I’ éude de I’ action des médicaments. Elle se divise en deux branches :
e Pharmacocinétique: devenir du médicament dans |'organisme divisé en 4 phases
(Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination) ;
e Pharmacodynamique: action du médicament sur |’organisme, recherche de son effet

thérapeutique et recherche de son éventuelle toxicité.
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Pic plasmatique : Concentration plasmatique maximale obtenue apres une administration d' un

médicament.

pKa: Définit le degré d’ionisation d’ une molécule dans un milieu donné.

Premier passage hépatique : Aprés une administration digestive, le principe actif passe
obligatoirement dans la circulation veineuse porte vers le foie. Dans ce dernier, le médicament peut
parfois subir des transformations métaboliques avant d’ étre déversé dans la circulation générale. On
parle de «premier passage hépatique » quand un médicament est éiminé a plus de 50%. Les
consequences sont :
e Posologie plus élevée par voie orae par rapport alavoieintraveineuse ;
e Diminution de la biodisponihilité. Celle-ci n’entraine pas toujours une diminution des effets
thérapeutiques car la métabolisation hépatique peut parfois aboutir (selon les médicaments)

ades métabolites actifs (ayant aussi des effets recherchés et/ou indésirables).

Prolifération cellulaire: La prolifération cellulaire désigne le développement de cellules. Elle
seffectue par mitose, un phénomene dans lequel la cellule de base se divise et donne naissance a
deux cellules filles identiques. La prolifération cellulaire est normale dans un organisme en
développement (chez le foetus par exemple) ou dans le processus de cicatrisation. Cependant, il
peut aussi étre excessif et donc pathologique en cas de cancer. Cette fois, la prolifération cellulaire

est incontrél ée et donne naissance a une tumeur.

Réaction de conjugaison : Action se déroulant dans le foie qui consiste alier le principe actif et/ou

son métabolite a une molécule d' acide glucuronique (glucuroconjugaison).

Récepteur : Protéine ou groupe de protéines situées sur la membrane cellulaire sur laquelle ou
lesquels se fixe un médiateur chimique afin de freiner ou d’augmenter ou de réguler son
fonctionnement. Les récepteurs membranaires se divisent schématiquement en trois variétés :

e Récepteurs couplésalaprotéineG;

e Récepteurs canaux ioniques (permettant les entrées et les sorties d’ions) ;

e Récepteurs enzymatiques.

Systémique : Serapporte alagrande circulation (sang artériel).
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Tmax : Temps nécessaire pour atteindre la Cmax (COncentration maximale).

Toxicité: Ensemble des effets indésirables faisant suite a la prise d’un médicament. Il en existe

deux variétés : toxicité aigué et toxicité chronique.

Transport actif : Le trangport actif d'un médicament dans |’ organisme, notamment dans le sang,
consomme de I’ énergie (A.T.P.) au contraire du transport passif car il se fait le plus souvent du

gradient de concentration le plus faible versle plus élevé.

Transport passif : Le transport passif d’'un médicament dans |’organisme ne nécessite pas

d énergie. Il sefait selon le gradient de concentration (du plus élevé vers le moins élevé).

Voie sublinguale: Sub : sous. Voie d administration d’un médicament en le placant sous la langue

pour un passage sanguin rapide du médicament (ex : leslyocs...).

Volume de distribution : Volume (virtuel) apparent de I’organisme contenant le médicament.
C’est le volume de liquide nécessaire dans lequel le produit actif serait dissout pour obtenir laméme
concentration plasmatique mesurée. Plus la distribution tissulaire est importante, plus le volume de
distribution est important.

Quantité administrée (g)

vd(l) =
Concentration plasmatique (g/l)

e Un volume de distribution inférieur a 5 litres indique que le principe actif est retenu dans le
sang.

e Un volume de distribution inférieur a 15 litres indique que le principe actif est limité au
secteur extracellulaire.

e Un volume de distribution supérieur a 15 litres indique une large distribution dans les

secteurs aqueux de I’ organisme ou une concentration dans certains tissus.

Zone toxique : Zone de concentration plasmatique située au-dessus de la zone thérapeutique ayant

un risgque toxique pour le patient.
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Sublingual drug delivery is an interesting route for drug having significant hepatic first-pass metabolism
or requiring rapid pharmacological effect as for patients suffering from swallowing difficulties, nausea or
vomiting. Sublingual absorption could however be limited by the kinetic of drug dissolution. This study
evaluated influences of cyclodextrins (3-CD or HP--CD) and their different inclusion process (spray-
drying or freeze-drying) on the drug dissolution kinetic of solid dispersions in poly(ethylene glycol) (PEG,
M,, 6000Da) of piroxicam, used as poor hydrosoluble drug model. A secondary objective was to
determine influences of drug dispersion process in PEG (evaporation or melting methods) on the drug
dissolution kinetic of piroxicam. Piroxicam solid dispersions containing or not cyclodextrins were
characterized by different scanning calorimetry (DSC), Thermogravometry analyser (TGA) and Fourier
transform-infrared spectroscopy (FT-IR) spectroscopy. In vitro drug dissolution study of these solid
dispersions was then performed. The results demonstrated the high potential and interest of solid
dispersions of drug previously included in cyclodextrins for sublingual delivery of hydrophobic drugs.
This study also showed the advantages of evaporation method on the melting ones during drug
dispersion in PEG. Indeed, drug complexation with cyclodextrins as dispersion by melting prevented the
presence in solid dispersions of drug in crystalline form which can represent up to 63%. Moreover,
dispersion in PEG by evaporation method gave more porous drug delivery system than with melting
methods. This allowed complete (limited at most at 80-90% with melting methods) and quick drug
dissolution without rebound effect like with melting ones.
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1. Introduction

A marketed drug with poor water solubility can still show
performance limitations, such as incomplete or erratic absorption,
poor bioavailability and slow onset of action (Bhupendra and Patel,
2007). Developing strategies to overcome this hurdle is one of the
great challenges for scientists active in pharmaceutical research
(Tingming et al., 2010). These strategies include the complexation
with cyclodextrins, the formation of solid drug solutions/dis-
persions, the solubilization with surfactants, the reduction of drug
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particle size and the use of different polymorphic/amorphic drug
forms (Bhupendra and Patel, 2007). Formulation of drugs as solid
dispersion offers a variety of processing and excipient options that
allow a flexibility when formulating oral delivery systems for
poorly water soluble drugs (Ozkan et al., 2000). The oral cavity is a
promising route of administration for drugs that are susceptible to
important hepatic first-pass metabolism (Goswami et al., 2008;
Mathias and Hussain, 2010). In addition to the possibility of
avoiding the first-pass effect, sublingual administration often
provides a rapid onset of drug action since the oral mucosa is
highly vascularized. Sublingual drug delivery is also well accepted
by patients, and it offers an easy and convenient way to administer
drugs to individuals suffering from swallowing difficulties, nausea
or vomiting (Song et al., 2004). However, sublingual absorption of
many drugs is limited, as to pass through the sublingual and buccal
membranes; the drug has first to dissolve quickly in small volume
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of saliva before it is removed from the site of absorption by
swallowing (Mathias and Hussain, 2010). This represents a
challenge to the sublingual administration of hydrophobic drugs,
slowly dissolving drugs or drugs with high therapeutic doses.

Piroxicam being a potent non-steroidal anti-inflammatory drug
endowed with more rapid onset of analgesia activity (Brunton
et al,, 2011; Moffat et al., 2004 ), will be used as drug model for the
design of sublingual drug delivery systems for hydrophobic drugs.
Indeed, despite a good oral absorption (Kimura et al., 1997), this
drug presents both: poor aqueous solubility (30 pg/ml at pH 5,
37°C) (Pighi and Fjordgaard, 2011) and limited bioavailability by a
significant hepatic first-pass effect, making it a potential candida-
ture for sublingual delivery.

For sublingual piroxicam delivery, several studies have been
performed using solid dispersions of this drug in some hydrophilic
carriers such as acrylic polymers (Pignatello et al, 2002),
nicotinamide (Verma et al., 2003), poly(ethylene glycol) (PEG)
(Pan et al., 2000; Valizadeh et al., 2005), poly(vinyl-pirrolidone)
(PVP) (Banchero et al., 2009; Tantishaiyakul et al., 1999) and
anionic polymer mix (Eudragit S100®) (Maghsoodi and Sadegh-
poor, 2010). Piroxicam solid dispersions were also achieved with
polymers microspheres (Galia et al., 2009) or polymer mix
composed of mannitol, cationic polymer mix (Eudragit E100%),
and polyoxyethylene (40) stearate (Myrj 52®) (Valizadeh et al.,
2007). In these studies, piroxicam solid dispersions were prepared
by different techniques such as melting method, solvent method,
spray-drying and supercritical solvent dioxide. A significant
increase in the dissolution rate of piroxicam was found, excepted
for the solid dispersion prepared by co-evaporation in acrylic
polymers (Pignatello et al., 2002). Besides, some earlier studies
have reported increased bioavailability for drugs that are
administered sublingually as cyclodextrin- containing formula-
tions (Farag Badawy et al., 1996; Yoo et al., 1999; Jain et al., 2002;
Mannila et al., 2005). For piroxicam, we proved, in our previous
works, the increase of its water solubility by inclusion either in
[B-cyclodextrin (B-CD) or in hydroxypropyl-3-cyclodextrin (HP-
B-CD) (Bouchal et al., 2014; Skiba et al., 2013). Therefore, the
combination of these both strategies (solid dispersion and
cyclodextrin inclusion) could be interesting for the design of more
efficient piroxicam sublingual delivery systems.

The main aim of this work was to evaluate the influence of
cyclodextrins (3-CD or HP-3-CD) and their different inclusion
process (spray-drying or freeze-drying) on the drug dissolution
kinetic of piroxicam solid dispersions. These solid dispersions were
made in PEG having a molecular mass of 6000 Da (PEG6000) due to
its safety since it is commonly used as additive in the
pharmaceutical industry. A secondary objective was to determine
the influence of drug dispersion process in PEG (evaporation or
melting methods) on the drug dissolution kinetic of piroxicam. To
fulfill these challenges, piroxicam solid dispersions containing or
not cyclodextrins were characterized by different scanning
calorimetry (DSC), Thermogravometry analyser (TGA) and Fourier
transform-infrared spectroscopy (FT-IR). In vitro drug dissolution
study of these solid dispersions was then performed.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Micronized piroxicam was procured as a gift sample from Saidal
(Alger, Algeria) which was purchased from Andenex-Chemie
GmbH (Hamburg, Germany). PEG6000 was obtained from BASF
(Ludwigshafen, Germany). (3-cyclodextrin (3-CD) and hydroxy-
propyl-B-cyclodextrin (HP-3-CD) were obtained from Roquette
(Lestrem, France). All others reagents and solvents were of
analytical grade.

2.2. Preparation of drug/PEG or drug/cyclodextrin/PEG solid systems

Binary solid systems (drug/PEG) were prepared alternatively by
evaporation or melting method. For ternary solid systems (drug/
cyclodextrin/PEG), a previous step was added. This last one
consisted to prepare solid inclusion complexes of piroxicam in
B-CD or HP-3-CD by freeze drying or by spray drying.

2.2.1. Preparation of solid inclusion complexes

Solid inclusion complexes were prepared by freeze drying or by
spray drying. For both methods, piroxicam was firstly included in
cyclodextrins ([3-CD or HP(3-CD) at 1:1 molar ratio. Briefly, 400 ml
of 3-CD or 40 ml of HP3-CD water solution at 15 mg/ml was stirred
with equal molar amount of piroxicam at 750 rpm for the next 24 h
at ambient temperature to obtain complexation equilibrium. Small
amount of sodium hydroxide (1 N) was added to dissolve
piroxicam in water. Then, the obtained solution was alternatively
freeze-dried or spray-dried. By freeze drying method, the obtained
solution was lyophilized for 48h in FreeZone™ freeze-dryer
(Labconco, Kansas City, MO, USA). Lyophilization parameters,
validated by preliminary work, were: vacuum <200mTorr,
condensor <—40°C and shelf at +30°C. By spray-drying method,
the inclusion complexes solution was spray-dried in B-290 appa-
ratus (Biichi, Flawil, Switzerland) under the following conditions:
inlet temperature 150 °C; outlet temperature 85 °C, feeding pump
at 20% and air nozzle flow rate at 50 m3/h. At the end, the solid
inclusion complexes obtained by both methods were stored in a
desiccator for evaluation.

2.2.2. Preparation of binary and ternary solid dispersions

Binary or ternary solid dispersions (5g) were prepared
alternatively by evaporation or melting method. For both methods,
polymer (PEG 6000)/drug (piroxicam) ratios were 50%, 70%, 90%
and 95% for binary systems and the same for polymer (PEG 6000)/
freeze-dried or spray-dried solid inclusion complexes (piroxicam-
B-CD or piroxicam-HP-B3-CD) ternary systems. By evaporation
method, products were prepared from different ratio mixtures
(5g), dissolved in 50 ml of methanol and stirred for 30 min and
then evaporated to dryness at 40°C under vacuum until dry in a
rotary evaporator Laborota 4010® (Heidolph, Schwabach,
Germany). The dried mass was pulverized, sieved and stored in
brown glass bottles for the following tests. By melting method,
products were prepared by mixing and heating different ratios of
PEG6000 and piroxicam (or piroxicam solid inclusion complexes)
until melting in a glass tank immersed in an oil bath regulated at
the melting point of piroxicam. As soon as a homogenous liquid
was obtained, mixtures were cooled in room temperature (slowly
at an average rate of 1°C/min) or in ice bath (rapid solidification).
For binary solid dispersions, a rapid solidification was performed
only on mixtures having 90% and 95% of PEG 6000. After
solidification at room temperature, obtained products were
introduced in desiccators for 48 h. Samples were crushed, sifted
and stored in brow glass bottles.

2.3. In vitro dissolution studies

In vitro dissolution studies of pure drug, inclusion complexes,
binary and ternary SDs prepared by the different methods were
evaluated using Vankel VK 7000® dissolution system (Varian Inc.,
Palo Alto, CA, USA). The rotation speed was 100rpm, and the
temperature was adjusted at 37°C+0.5°C. Powder samples
containing 2 mg of piroxicam or its equivalent amount of inclusion
complexes or SDs form were placed in 900 ml of the dissolution
medium (desionized water) for 2h. In all experiments, 5ml of
dissolution sample was withdrawn at 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90,
105 and 120 min and replaced with an equal volume of the fresh
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medium to maintain a constant total volume. Samples were
filtered through 0.45 wm and assayed for drug content at 355 nm
by UV spectrophotometry. The dissolution tests were conducted at
least in triplicate. Cumulative percentages of the drug dissolved
from the preparations were calculated using calibration equations.

2.4. Characterization of inclusion complexes and solid dispersions

2.4.1. Fourier transform infrared spectroscopy

Attenuated Total Reflection (ATR)-FT-IR measurements were
performed on powders. Samples were placed on a wedged (Ge-ATR
crystal), pressed with a force of 80 N and spectra were then
recorded using a Spectrum One®™ (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). A freshly cleaned crystal was used as a reference. Each
analysis has been conducted in frequency range between
4000cm™! and 600cm™}, at a resolution of 8cm™! and with
20 scans. All measurements were performed in triplicate.

2.4.2. Differential scanning calorimetry

DSC was performed using DSC6® (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). Indium (99.98%, melting point 157 °C) was used to calibrate
the apparatus. Samples (5mg) were accurately weighed into
aluminum pans and sealed. Sample thermograms were obtained at
a scanning rate of 10 °C/min conducted over a temperature range of
30-240°C under a nitrogen gas (20 ml/min). The apparatus was
controlled by the Pyris® software (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). Measurements were repeated three times.

2.4.3. Thermogravimetric analysis

Mass losses were recorded with TGA 4000% (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) on 5 mg samples in open pans at the heating
rate of 10° C in the 30-600 °C temperature range under a nitrogen
gas flow (20ml/min). All measurements were performed in
triplicate.

2.4.4. Statistical analysis
Statistical analyses used two-way analysis of variance (ANOVA)
test with a confidence interval of 95% (p < 0.0001).

3. Results and discussion

The aim of our works is to achieve simple, quick and
reproducible process to prepare a sublingual formulation of drugs
having poor water solubility. These formulations should preferably
have high drug content in order to reduce the size of sublingual
preparations. In additions, drug should be released and dissolved
so rapidly as possible. Indeed, completed drug dissolution in
mouth in few minutes can prevent altered bioavailability by
preparation swallowing. Finally, these formulations should use
only pharmaceutical and compatible excipients and/or solvents for
an oral administration.

3.1. Characterization of binary and ternary solid dispersions

3.1.1. Differential scanning calorimetry and thermogravimetric
analysis

DSC curves were analyzed for pure substances, binary and
ternary solid dispersion systems. Fig. 1 clearly showed the specific
and sharp endothermic peak of piroxicam at 205.5°C due to its
melting point. The DSC profile of piroxicam may indicates a cubic
crystal polymorph form which can be confirmed by FT-IR analysis
(Vrecer et al., 2003).

DSC curves of binary solid dispersions prepared by evaporation
method with 10%, 30%, 50% and 70% (w/w) polymer/drug ratio
displayed a shifted peak of PEG at 56-65 °C, followed by the shifted
endothermic melting peak of piroxicam at 176-201 °C. This was the

. PEG600
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Fig. 1. DSC curves of piroxicam, PEG6000, 3-cyclodextrin (beta-CD) and hydro-
xypropyl-B-cyclodextrin (HP-beta-CD).

same with binary melted solid dispersion containing 50% (w/w) of
PEG6000. Piroxicam peak shifting increased and peak intensity
was reduced with PEG6000 proportion in solid dispersions
(Table 1). On the contrary, the endothermic melting peak of
PEG6000 shift was reduced and peak intensity rose with
PEG6000 proportion in solid dispersions. Like with itraconazol,
these observed peak shifts were due probably by interactions
between drug and polymer (Wang et al, 2004). At higher
proportion of PEG6000, we observed a disappearance of melting
endothermic peak of piroxicam as consequence of drug amorph-
ization due to piroxicam-PEG6000 interactions in solid disper-
sions (Kim et al., 1985). The content of piroxicam in crystalline form
in function of PEG6000 proportion in binary solid dispersion
systems was determined by comparison of the melting enthalpy of
pure drug with sample one (Table 2). This last value was obtained
for each sample by piroxicam peak integration. DSC studies
demonstrated therefore an influence of solid dispersion process on
crystallized drug content. Pan et al. work used PEG4000 as carrier
and found no decrease of drug crystalline form up to 75% (w/w) of
polymer/drug ratio (Pan et al., 2000). This indicated an influence of
the polymerization degree on carrier/drug interaction. It seems
that higher the polymeric degree of dispersing carrier, higher is the
probability of drug amorphization phenomenon. The reduction of
the proportion of drug crystalline form should favorable for our

Table 1

Thermal characteristics of Piroxicam-PEG 6000 solid dispersions with different
proportions of polymer (PEG 6000). Endothermic peak numbering was made
according to them of Fig. 1. By melting method, we used slow solidification (Melting
SS) or rapid one (Melting RS).

T1 (PEG 6000) T2 (Px)

PEG % (w/w) Dispersion method °C (%) °C (%)
10 Evaporation 60 0.18 2014 0.82
30 Evaporation 65 0.44 194.7 0.56
50 Evaporation 65 0.77 187.1 0.23
50 Melting SS 56 0.99 179.6 0.01
70 Evaporation 67 0.99 176.4 0.01
70 Melting SS 62 100 - -
90 Evaporation 67 100 - -
90 Melting SS 65 100 - -
90 Melting RS 65 100 - -
95 Evaporation 67 100 - -
95 Melting SS 65 100 - -
95 Melting RS 65 100 - -
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Table 2

Differential scanning calorimetric data of binary solid dispersion systems. Piroxicam (drug) was dispersed in a polymer (PEG6000) by evaporation method or by melting
method followed by slow solidification. Polymer proportion in solid dispersion varied from 10 to 70% (w/w). Measurements were made in triplicate.

Sample T onset (°C) T peak (°C) AH (j/g) Crystalline drug content (%)
Piroxicam 201.56 205.54 133.67 100.00
Evaporated PEG10 196.76 201.36 84.63 63.31
Evaporated PEG30 184.23 194.68 57.57 43.07
Evaporated PEG50 183.58 187.09 16.60 12.42
Evaporated PEG70 171.37 176.42 2.23 1.67
Melted PEG50 179.10 179.60 13.45 10.06

sublingual application by theoretically facilitating drug dissolu-
tion. This suggests the interest of the use of PEG with high
polymerization degree.

DSC curves of binary solid dispersion were then compared with
ones of ternary solid dispersions systems to analyze cyclodextrin
influence on solid dispersion characteristics. DSC curves clearly
showed that endothermic melting peak of drug was completely
disappeared in ternary systems even for solid dispersion having
50% (w/w) of PEG6000 (Supplement data). In additions, ternary
solid dispersions systems containing cyclodextrins (3-CD and HP-
B-CD) showed no endothermic peak at around 170-175°C
corresponding to 3-cyclodextrin glass transition. This indicated
the complete formation of an unique amorphous solid product
having a melting endothermic peak close to that of PEG6000
(Kurozumi et al., 1975; Marques et al,, 1990). Concerning the
cyclodextrins, no influence of the type (3-CD or HP--CD) or
inclusion methods (spray-drying or freeze-drying) was detected by
DSC study (Supplement data).

The results of TGA analysis of pure components (piroxicam,
[3-CD, HP-3-CD and PEG6000), binary and ternary SDs prepared by
solvent evaporation and melting methods at different polymer/
drug ratio showed that TGA mass loosed over the 30-100 °C range
of about 12% (w/w) for 3-CD and of about 5% (w/w) for HP-3-CD
(Fig. 2). These were due to evaporation of loosely bound water,
whereas at higher temperatures to sample decomposition
(Bettinetti et al., 2002). Moreover, PEG6000 and piroxicam were
according to TGA analysis, the solid dispersion components which
present the highest thermosensibility. Indeed, these components
seemed to deshydrate/degrade over 250°C. Binary solid disper-
sions presented firstly a mass loose from about 70-10 wt% over
250 °C followed by their degradation at higher temperature (Fig. 3).
This mass loose was reduced with PEG6000 proportion in solid
dispersion. These results indicated a probably drug deshydrata-
tion/degradation in solid dispersions followed by a slower polymer
one. Concerning ternary solid dispersions, all of them presented
TGA profiles significantly different from their component

HP-beta-CD

PEG 6000

Piroxicam

L L L i L L L Z L L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Temperature (°C)

Fig. 2. TGA curves of piroxicam (drug), PEG6000, -cyclodextrin (beta-CD) and
hydroxypropyl-@3-cyclodextrin (HP-beta-CD).

demonstrating the acquisition of a new substance by such
formulations (Fig. 3). These formulations seemed therefore to
prevent drug deshydratation/degradation at 250 °C. Ternary solid
dispersions prevented also mass loose of cyclodextrins at low
temperature (between 75 and 100 °C). This observation could be
the result of the absence of evaporation phenomena due to
piroxicam inclusion in these cyclodextrins. Indeed, invited
molecule inclusion in cyclodextrins induces water molecules
blowing from native cyclodextrins. For piroxicam/[3-CD complexes
dispersed in PEG6000, there is no significant difference between
inclusion processes by spray-drying or freeze-drying. With
piroxicam/HP-3-CD complexes, significant differences of TGA
profiles were detected particularly for solid dispersions produced
par melting method. Solid dispersions of freeze-dried drug-
cyclodextrin complexes presented a mass loose at lower tempera-
ture.

3.1.2. Fourier transform infrared spectroscopy

FT-IR spectra were analyzed for pure substances, binary and
ternary solid dispersion systems to detect possible interaction
between polymer (PEG6000) with piroxicam or drug—cyclodextrins
inclusion complexes (piroxicam/3-CD or piroxicam/HP-3-CD). Con-
cerning pure crystal form of piroxicam, FT-IR spectrum exhibited
characteristic peaks for amide group at 333894cm™! and
1629.94cm™! due to N—H and C=0 stretching respectively (Fig. 4).
This result confirmed the cubic crystal polymorph form supposed
above according drug DSC curve (Banchero and Manna, 2011).

By increasing PEG6000 proportions in solid dispersions, FT-IR
spectra showed a progressive reduction of intensity to disappear of
piroxicam corresponding peaks accompanied by an increase of
intensity of polymer ones in binary solid dispersion systems
(Supplement data). Moreover, characteristic peaks of drug and
polymer did not shifted by varying polymer proportion from 10%,
30%, 50% and 70% in melted or evaporated solid dispersions. These
results revealed a mass effect and a lack of strong interaction
between drug and polymer in such solid dispersion allowing us to
expect no pharmacological alteration of piroxicam by dispersing it
in PEG6000. Nevertheless, it is worth to note two phenomena with
melted binary solid dispersion systems having proportion of
PEG6000 of 90% (w/w). The first phenomenon is a persistence of
some drug characteristic peaks in FT-IR spectra of melted binary
solid dispersion systems having 90% (w/w) of PEG6000 compared
to evaporate one. Besides DSC studies showed the absence of
piroxicam in crystalline form in these solid dispersions. This
supposed that these melted solid dispersions presented drug
heterogeneity. This last seemed to be the consequence of
piroxicam sedimentation during dispersion solidification by
melting process. A rapid cooling of the melted drug-polymer
mix did not prevent this heterogeneity. The second phenomenon
was a slight shift of piroxicam peak from 3338.94 to 3339.76 and to
3342.66 in the spectra of these slow or rapid solidified dispersions
respectively. This revealed some interactions between the
components. However, we could not conclude for the evaporated
solid dispersions (90 and 95% (w/w)) and the melted ones (95% (w/
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Fig. 3. TGA curves of binary (A and B) and ternary solid dispersion systems (A1, A2, B1 and B2) of piroxicam. PEG6000 was used as hydrophile polymer for the solid
dispersions. Its proportion varied at 10 (a), 30 (b), 50 (c), 70 (d), 90 (e) and 95 (f) % (w/w) in binary systems and at 70 (1), 90 (2) and 95 (3) % (w/w) in ternary ones. These
dispersions were prepared by an evaporation method (A, A1 and A2) or by melting methods (B, B1 and B2). Concerning melting methods, there was a slow solidification for
binary and ternary system and rapid solidification only for binary systems (e’ and f' in hashed lines). In ternary systems before dispersion in polymer, cyclodextrins used were
-cyclodextrin (A1 or B1) or hydroxypropyl-f3-cyclodextrin (A2 or B2). Inclusion complex of piroxicam with cyclodextrins was followed either by spray-drying (full lines in A1,
A2, B1 and B2) or freeze-drying (hashed lines in A1, A2, B1 and B2). All measurements were in triplicate.

w)) because the —NH and C=O0 stretching vibrations of piroxicam
were completely lost.

The FT-IR spectra of ternary systems with cyclodextrins ([3-CD
or HP-3-CD) prepared by evaporation and melting methods clearly
corresponded to that the major component of the mixture, i.e.,
PEG6000 (spectra in Supplement data). Therefore, the spectra of
ternary systems were compared with the corresponding ones of
the binary systems. In the FT-IR spectra of all ternary systems, it
was observed that N—H stretching of amide group of the drug was
completely disappeared indicating complete interaction between
cyclodextrins and piroxicam. Concerning this interaction, FT-IR
spectra analysis confirmed the lack of influence of the cyclodextrin
nature or inclusion method (freeze-drying or spray-drying).

3.2. In vitro dissolution studies

A dissolution study on all solid binary and ternary solid
dispersions systems were achieved at different polymer/drug

ratios (10%, 30%, 50%, 70%, 90% and 95%) and polymer/drug-CD
ratios (50%, 70%, 90% and 95%). It however worth to note that the
dissolution conditions used is quite different drug dissolution from
the sublingual administration where the volume of saliva is rather
limited (few milliliters). This volume difference is justified by the
necessity of sink condition allowing in vitro drug release study. In
addition, the in vitro model did not take account of the drug
permeability and therefore drug extraction from dissolution
medium. The aim of this release study is to select an optimal
formulation to test later on in vivo model.This is to limit the
number of scarified animals.

Compared to pure piroxicam, all solid dispersion systems
showed clearly and significant enhanced drug dissolution yield and
speed increasing with the polymer/drug (or drug-CD) ratio
(Figs. 5 and 6 ). This confirmed the works of Valisadeh et al.
who revealed a marked increase in the solubility of piroxicam with
an increase of PEG molecular weight (between 2000 and
20,000 Da) as well as concentration (Valizadeh et al., 2005). These
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Fig. 4. FTIR spectra of piroxicam, PEG6000, [3-cyclodextrin (beta-CD) and hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-beta-CD).

results also confirmed the expected favorable influence of
PEG6000 allowing the reduction of drug content in crystalline
form. This enhanced drug dissolution rate might be also due to the
molecular colloidal dispersion of drug in hydrophilic carrier matrix
of PEG6000 and the molecular level mixing between piroxicam
and the polymer (Suhagia et al., 2006). Nevertheless, it is worth to
note that high proportion of PEG6000 in solid dispersion had
reduced impact on drug dissolution profile especially for ternary
systems produced by melting method and containing HP-(3-CD.
These results were in contrast to the behavior observed with binary
melted system except with 95% of this polymer. This may be due to
the recrystallization phenomena of PEG6000 in ternary systems at
high concentration of this polymer. By comparing in vitro profiles
of different processes used for the preparation of solid dispersion
systems, we can observe that solid dispersions systems produced
by melting method present drug dissolution yield limited at most

at 80-90%. In additions, it was observed specially by ternary
systems, that maximum of piroxicam dissolution was obtained at
5min of the test followed by a decreased of dissolution rate
reaching the curve’s plateau. With solid dispersion systems
produced by evaporation method, drug dissolution yield seemed
not to be limited. This phenomenon, very deleterious for the design
of sublingual formulation, could be the consequence of melting
process producing less porous solid dispersion systems than with
evaporation process preventing a rapid PEG6000 dissolution. In
consequence, solid PEG6000 mater dissolving slower there is still
solid dispersing polymeric carrier where drug could re-absorb. As
expected after solid dispersion characterization, unlike ternary
solid dispersion systems, evaporated binary solid dispersion
systems showed reduced drug dissolution rate compared to
melted ones. This was the consequence of the presence of varied
proportions of crystallized form of piroxicam in such evaporated
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Fig. 5. Dissolution profiles of binary solid dispersions of piroxicam dispersed in PEG6000 (hydrophile polymer). PEG6000 was in various proportions in binary solid
dispersions: 10 (inversed filled triangles), 30 (filled triangles), 50 (filled circles), 70 (filled squares), 90 (filled lozenges) and 95 (hashed squares) wt%. Binary solid dispersions
were prepared by evaporation (left) or melting (right) method. For melting method, a slow (black) or rapid (gold) process was used. These dissolutions profiles were
comprared to pure crystalline powder piroxicam one (open circles). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version

of this article.)

binary systems. This therefore demonstrates the positive influence
for sublingual formulations of cyclodextrins (3-CD or HP-[3-CD)
before drug dispersion in PEG6000 by forming drug inclusion
complexes and so preventing drug crystallization and sedimenta-
tion.

Compared to solid dispersion containing [3-CD, solid dispersion
prepared by melting method showed also at high proportion of
hydrophile polymer (>90 wt%) a negative influence of HP- 3-CD
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particularly when this drug-cyclodextrin complex was spray-
dried. The observed difference between these cyclodextrins could
be a consequence in piroxicam-cyclodextrin apparent stability
constant. Indeed, this constant, Ks, were found in one of our
previous works to be 0.082 mM~! for 3-CD and 0.124 mM ! for HP-
3-CD (Bouchal et al., 2014). No significant difference was however
detected between studied cyclodextrins or inclusion methods
(spray-drying or freeze-drying) for solid dispersions obtained by
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Fig. 6. Dissolution profiles of ternary solid dispersions of piroxicam-cyclodextrins complexes dispersed in PEG6000 (hydrophile polymer). B-cyclodextrins (A1, A2 and A3)
and HP-3-cyclodextrins (B1, B2 and B3) were used to complex piroxicam before dispersion in polymer. These complexations were performed by freeze-drying (black) or
spray-drying (mauve) process. PEG6000 was in various proportions in ternary solid dispersions: 50 (filled circles), 70 (filled squares), 90(filled lozenges) and 95 (hashed
squares) wt%. Binary solid dispersions were prepared by evaporation (A1 and B1) or melting (A2, A3, B2 and B3) method. For melting method, a slow (A2 and B2) or rapid
(A3 and B3) process was used. These dissolution profiles were compared to pure crystalline powder piroxicam one (open circles). (For interpretation of the references to color

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)



632 E. Bouchal et al./International Journal of Pharmaceutics 478 (2015) 625-632

evaporation process. For all of these last solid dispersions,
complete drug was released in few minutes.

Regarding the in vitro dissolution study, the best results were
obtained with ternary solid dispersion systems obtained by
evaporation method and having a polymer/inclusion complexes
ratio at 70 or 90% (w/w). For an optimum sublingual administra-
tion, it is recommended PEG6000 content in solid dispersion as
low as possible meaning in our case 70% (w/w). Indeed, PEG at high
quantity presents laxative effect.

4. Conclusion

In sublingual drug delivery, drug needs to dissolve rapidly in a
small volume of saliva. The results demonstrated the high potential
and interest of solid dispersion preparations achieved with drug
inclusion in cyclodextrins followed by PEG6000 dispersion for
sublingual delivery of hydrophobic drugs. This study also showed
the advantage in this application of evaporation method on the
melting ones during the step of drug dispersion in hydrophilic
polymer. Indeed, solid dispersions produced by evaporation
method were more porous and drug complexation with cyclo-
dextrins prevented the presence of drug in crystalline form in such
formulations. Drug was therefore faster and completely dissolved
in aqueous medium with solid dispersions of piroxicam inclusion
complexes than free form of this drug. Next step will be the
pharmacokinetic and toxicological profiles of such drug delivery
systems by preclinical studies.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in

the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/].
ijpharm.2014.12.019.
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Abstract: The rationale of this study was to investigate the effect of cyclodextrins (B-CD or HPB-CD) on the dissolution
of a poorly water soluble drug: Piroxicam (Px). Interactions of piroxicam (Px) and B-CD or hydroxypropyl-B-CD (HPB-
CD) have been investigated in solution and in the solid state. The phase solubility of inclusion complex for each CD was
studied according to Higuchi and Connors method. Equimolecular (Px - $-CD) or (Px - HPB-CD) solid systems were pre-
pared using different techniques. Solubility studies demonstrated the formation of the (Px - B-CD) and (Px - HPB-CD) in-
clusion complexes with 1:1 stoichiometry. In all cases, a significant increase in the dissolution rate with respect to the
drug alone was evidenced, which was attributed to the formation of an inclusion compound. The dissolution performance
of the complexes appeared to be related to both the preparation method of the solid system and the type of CD used.
Among the solid complexes obtained either with B-CD or HPB-CD, the freeze-dried and the spray-dried systems were the
most effective in achieving the enhancement of the Px dissolution rate. The enhancement was better from HPB-CD than (-
CD except for the freeze-drying (P4.2) and the spray-drying methods. The characterization (DSC, TGA, FT-IR and
PDRX) showed differences between the complexes and their corresponding physical mixture and individual components.

Keywords: Piroxicam, B-CD, HPB-CD, Solid complex, Anti-inflammatory.

INTRODUCTION

Piroxicam (Px) is a derivative of the oxicam group of
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), known as
cyclooxygenase-1 selective inhibitor. It is a 4-hydroxy-2-
methyl-N-(2-pyridyl)-H-1,2-benzothiazine-3-carboxamide-
1,1-di-oxide, a white slightly yellow and crystalline powder,
which is practically insoluble in water, with a molecular
weight of 331.35 (C;sH3N3504S) [1]. It is recommended for
the treatment of rheumatic disorders and other chronic ar-
thritic symptoms. However, its significantly low aqueous
solubility and poor dissolution can cause formulation prob-
lems and limit its therapeutic application by delaying the rate
of absorption and the onset of action [2]. For improving dis-
solution of Px, several studies have been performed using
solid dispersions with some carriers and polymers such as
chitosan [3], nicotinamide [4], Eudragit E100, myrj 52 and
mannitol [5], polymers microspheres [6], polyvinylpirroli-
done (PVP) [7-9], Eudragit S100 [10] and PEG [11, 12]. The
complexation with cyclodextrins (CDs) has been extensively
used in drug formulations to improve the solubility of a
number of poorly soluble drug molecules [13-20]. Various
anti-inflammatory drugs have been complexed with CDs,
thus obtaining such further advantages as enhanced bioavail-
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ratory, UFR Medecine and Pharmacy, Rouen University, 22 Bd Gambetta,
76183 Rouen, France; Tel: 02 35 14 84 88/85 96;
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ability, dose lowering, toxicity and side effects reduction,
improved chemical stability, reduced volatility, and taste or
odor masking. These actions have positioned cyclodextrins
as important enabling and functional excipients [21]. M. Fu-
kuda et al. have investigated the influence of sulfobutyl ether
B-CD (SBE7- B-CD) on the dissolution properties of ketopro-
fen from extrudates prepared by hot-melt extrusion [22],
Haresh M. Patel et al. have reported the preparation and the
characterization of etoricoxib — B-CD complexes prepared by
kneading method [23], P. Mura et al. have explored the ef-
fect of a-, B-, and y-cyclodextrins complexation on
ibuproxam dissolution properties [24] and M. L. Manca et al.
have evaluated the influence of B-CD on the biopharmaceu-
tic properties of diclofenac [25].

Earlier studies describe some investigations on inclusion
interaction of piroxicam with B-CD and its derivatives (B-
CD, HP-B-CD, CM-B-CD) [26-28]. Quantitative determina-
tion of Px in complex inclusion formulation by spectropho-
tometric and chromatographic methods has also been per-
formed [29-31]. C. Cavallari et al. [32] showed in their study
that the granulates containing Px and B-CD, prepared by
steam aided granulation improve the in vitro dissolution rate
of Px. Bioavailability of Px formulation with B-CD was
evaluated in rats by K. Kimura et al. [33] and in rabbits by
M. Skiba et al. [34]. In our pharmacokinetic study, we have
reported that the inclusion complex (Px - B-CD) which was
prepared by freeze-drying at different drug/CD molar ratios
and administered orally to rabbits, gave rise to an improve-
ment in the drug bioavailability.

©2014 Bentham Science Publishers
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Finally, it should be noted that several authors have de-
scribed the inclusion complexes of Px with CDs but the in-
fluence of the preparation method on the dissolution proper-
ties of Px is not reported yet neither with 3-CD nor with HP-
B-CD. The method of complexation may play an important
role in drug solubilization. Therefore, it seemed of interest to
perform investigations on the possibility of complexation of
Px with B-CD and HP- B-CD for improving the solubility
and the dissolution rate of this drug by different techniques
of inclusion. In solution state, the interaction between Px and
each CD (B-CD or HP- B-CD) was evaluated using the phase
solubility diagrams according to Higuchi and Connors [35].
The complexes in solid state were prepared using different
methods: physical mixture, kneading, co-precipitation, sol-
vent evaporation, freeze drying and spray drying at 1:1 drug
molar ratio. In vitro dissolution profiles of the complexes
were performed for all samples. Selective physicochemical
determination based on IR, DSC, TGA and PRXD was used
to characterize the complexes.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Micronized Piroxicam (Px) was procured as a gift sample
from Algerian pharmaceutical group (Saidal) which was
purchased from Andenex-Chemie GmbH. B-cyclodextrin (j3-
CD) and hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP B-CD) were
obtained from Roquette, France. All other reagents and sol-
vents (sodium citrate, sodium hydroxide, hydrochloric acid,
and methanol) were of analytical grade.

Methods

Preliminary Studies

The influence of pH on the solubility of Px was evaluated
by adding an excess amount of this drug to 100 ml of B-CD
solution buffered (16 mM, citrate sodium 0.01 M) at differ-
ent pHs 4, 6 and 8 while mixing. The solution was agitated
(500 rpm, 850 rpm and 1200 rpm) for 3 days at room tem-
perature to ensure equilibrium. The resulting sample was
filtered through 0.22um and analyzed by UV spectropho-
tometry at 355 nm. To exclude any effect of sample prepara-
tion, buffered Px solutions were also prepared for all pH
studied using the same experimental protocol. Each experi-
ment was carried out in triplicate.

Preparation of Calibration Curves

A suitable, accurately weighed quantity of Px was dis-
solved in methanol to obtain a stock solution [1]. Standard
solutions were prepared by dilution of the stock solution
with different media (water, citrate buffer at pH=4, 6, 8 and
6.8) in which preliminary studies, phase solubility diagrams
and dissolution tests were performed. Ultraviolet absorbance
of the solutions was determined at the wavelength of maxi-
mum absorbance at 355 nm (UV-Vis Beckman UV 24 dou-
ble beam spectrophotometer).

Phase Solubility Diagrams

Solubility studies were carried out according to the
method reported by Higuchi and Connors [35]. Excess
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amount of Px was added to 10 ml of aqueous solutions con-
taining various concentrations of cylodextrin; (0 — 16mM)
for B-CD and (0 — 300mM) for HP B-CD. The flasks contain-
ing the suspensions were sealed and vigorously shaken at
37°C under a constant agitation rate for one week to ensure
equilibrium. After setting, the aliquots were withdrawn and
subsequently centrifuged. The supernatant was appropriately
diluted and analyzed spectrophotometrically at A=355 nm
(UV-Vis Beckman UV 24 double beam spectrophotometer)
to determine the total drug content. Each experiment was
carried out in triplicate. The apparent stability constant of the
Px/B-CD and Px/HPB-CD complexes, assuming 1/1
stoichiometry, was calculated from the slope of the straight
line portion of the solubility diagram using the equation be-
low [35] where Sy is Px solubility in the absence of B-CD or
HPB-CD (intercept).

K, = slope/S, (1-slope) (D

Also, the solubilizing efficiency which is referred to as
the complexation efficiency (CE) [36] was determined for
Px/B-CD and Px/HPB-CD systems by the complex to free
cyclodextrin concentration ratio.

Preparation of Solid Inclusion Complexes

The preparation of solid complexes of Px with either [3-
CD or HPB-CD was performed by different methods includ-
ing physical mixture, kneading, co-precipitation, evapora-
tion, spray drying and freeze drying. Based on the results of
the solubility studies, the molar ratio was kept at 1:1 (Px - -
CD) or (Px - HPB-CD). These methods are described below
in detail.

Physical Mixture (Process Py)

The required and accurately weighed amounts of Px and
CD (B-CD or HPB-CD) were sieved through a 0.5mm mesh
sieve and thoroughly mixed in a mortar at 1:1 drug: CD mo-
lar ratio for 15 minutes.

Kneading Method (Process P1)

The inclusion complex of Px with B-CD or HPB-CD was
prepared at a 1:1 molar ratio by triturating thoroughly the
physical mixture in a mortar with a minimum volume of cit-
rate buffer (pH=4) with a pestle within 30 minutes to obtain
a homogeneous paste, which was then dried under vacuum at
room temperature, pulverized, sieved through a 0.5mm mesh
sieve and stored in a dessicator until further evaluation.

Co-precipitation Method (Process P2)

Amounts of Px and CD (B-CD or HPB-CD) to give 1:1
molar ratio were accurately weighed. Px was dissolved in
10ml of methanol and B-CD was dissolved in 50 ml of citrate
buffer (pH=4). The two solutions were mixed, agitated for
24 hours at room temperature and then cooled to about 4°C
in a refrigerator for 72 hours. The resulting mixture was fil-
tered (0.22pum) and dried under vacuum at room temperature.
The solid complex preparations were pulverized, passed
through 0.5mm mesh sieve and stored in a dessicator for
evaluation.
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Evaporation Method (Process P3)

After dissolution of CD (B-CD or HPB-CD) in citrate
buffer (pH=4), the 1:1 molar proportion of Px was added.
This suspension was further kept under stirring for 24 hours
at room temperature. The obtained solution was evaporated
under vacuum at a temperature of 45°C until getting dry in a
rotary evaporator Laborota 4010 (Heidolph). The dried mass
was pulverized and sieved through a 0.5mm mesh sieve and
then stored in a dessicator until its evaluation.

Freeze Drying (Process P4)

To study the pH effect of inclusion complex formulation
on the dissolution properties of the freeze-dried product, two
(02) different processes were carried out for the freeze-
drying method.

Freeze Drying (Process: P4.1)

The required 1:1stoichiometric quantity of Px was added
to an aqueous citrate buffer solution (pH=4) containing CD
(B-CD or HPB-CD) while mixing with a propeller stirring.
After 30 hours of agitation at 850 rpm, the resulting solution
was frozen at -70°C and was lyophilized in a freeze-dryer
Labconco (Freezone®) for 48 hours. The solid complex
preparations were stored in a dessicator for evaluation.

Freeze Drying (Process: P4.2)

In drug: CD 1:1 molar ratio, Px was added to 400 ml of
B-CD or 40 ml of HPB-CD water solution and stirred at 750
rpm until a stabile suspension was formed. Px was then dis-
solved by addition of a small amount of sodium hydroxide
(IN) and the obtained solution (pH=10) was stirred for the
next 24 hours at ambient temperature to obtain complexation
equilibrium. The prepared solution was frozen and lyophi-
lized in a freeze-dryer Labconco (Freezone®) for 48 hours.
The solid complex preparations were stored in a dessicator
for evaluation.

Spray Drying (Process P5)

In drug: CD 1:1 molar ratio, Px was added to 400ml of (3-
CD or 40ml of HPB-CD water solution and stirred at 750
rpm until a stabile suspension was formed. Px was then dis-
solved by addition of a small amount of sodium hydroxide
(IN) and the solution was stirred for the next 24 hours at
ambient temperature to obtain complexation equilibrium.
The final solution (pH=10) was spray-dried in a Biichi Mini
Spray Dryer B-290 apparatus, under the following condi-
tions: inlet temperature 150°C; outlet temperature 85°C,
feeding pump at 20% and air nozzle flow rate at 50 m’/h.
The solid complex preparations were stored in a dessicator
for evaluation.

In Vitro Dissolution Studies

In vitro dissolution studies of pure drug, physical mix-
tures and inclusion complexes prepared by the different
methods were evaluated using USP XXIII apparatus (Vankel
VK 7000). The rotation speed was 100 rpm, and the tem-
perature was adjusted at 37°C+0.5°C. Powder samples con-
taining 20mg of Px or its equivalent amount of inclusion
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complexes or physical mixture form were placed in 900 ml
of the dissolution medium (citrate buffer, pH=6.8) for 2
hours. In all experiments, 5 ml of dissolution sample was
withdrawn at 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 and 120 min
and replaced with an equal volume of the fresh medium to
maintain a constant total volume. Samples were filtered
through 0.45pum and assayed for drug content at 355 nm by
UV spectrophotometry. The dissolution tests were conducted
at least in triplicate. Cumulative percentages of the drug dis-
solved from the preparations were calculated using calibra-
tion equations.

Characterization of Solid Inclusion Complexes

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Attenuated Total Reflection (ATR) - FT-IR measure-
ments were performed on the powders. The samples were
placed on a wedged (Ge-ATR crystal), pressed with a force
of 80 N and spectra were then recorded using a Spectrum
One (Perkin-Elmer, USA). A freshly cleaned crystal was
used as a reference. Each analysis has been conducted in
frequency range between 4000 cm™ and 600 cm™, at a reso-
lution of 8cm™and with 20 scans. All measurements were
performed in triplicate.

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The DSC was performed using Perkin-Elmer Differential
Scanning Calorimetry (Model DSC 6). Indium (99.98%,
melting point 157°C) was used to calibrate the apparatus.
Samples (5 mg) were accurately weighed into aluminum
pans and sealed. The curves of the samples were obtained at
a scanning rate of 10°C/min conducted over a temperature
range of 30-255°C under a nitrogen gas (20ml/min). The
apparatus was controlled by the Pyris software (Perkin-
Elmer, USA). Measurements were carried out in triplicate.

Thermogravimetric Analysis (TGA)

Mass losses were recorded with a TGA 4000 Perkin-
Elmer apparatus on 5 mg samples in open pans at the heating
rate of 10°C in the 30°C - 600°C temperature range under a
nitrogen gas flow (20ml/min). All measurements were per-
formed in triplicate.

X-Ray Powder Diffraction (XRPD)

X-Ray Powder Diffraction patterns were recorded on an
“XPert Pro PANalytical” diffractometer (vertical system ® /
® MPd, RTMS excellerator detector). The samples were
analyzed in the 2® angle range of 5° to 65° and the process
parameters were set as follow: scan speed (°/s) of 0.30, step
size of 0.0167° (2 @) and scanning step time of 1.9 seconds.
Data were analyzed using the software X Pert HighScore.

Statistical Treatment of Dissolution Data

The results of Px dissolution study were analyzed using a
computer program by the Fisher test to compare the percent-
age of Px dissolved at S5min, 30min and 60min (DP5, DP30
and DP60) among the formulations either between different
inclusion methods for each CD or between B-CD and HPj-
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Fig. (1). pH and Stirring speed effect on the solubility of Px alone and in aqueous solution of B-CD Each point represents the mean £SD.

CD complexes. Statistical analyses were carried out using
one way or two way analysis of variance (ANOVA) test and
the differences were considered significant at p <0.0001.

RESULTS AND DISCUSSION

Preliminary Studies

The effect’s study of pH on the solubility of Px (Fig. 1A)
showed a positive influence while the pH value increased

either for Px alone or Px included in B-CD. The higher solu-
bility of Px was obtained at pH= 8 which represented a 3-
fold improvement in solubility than pH=6 and a 12-fold in-
crease when the inclusion complex was tested at pH=4.
Therefore, the presence of cyclodextrin in buffered solution
significantly improved the solubility of the drug, particularly
at pH=4 which presented the best enhancement with 7 fold
compared to Px alone. The solubility of Px depends not only
on medium pH but also on the stirring speed of the mixture
during the preparation of the inclusion complex. Indeed, it
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Fig. (2). Phase solubility diagram of Px - -CD and Px — HP-B-CD systems in water at 37°C Each point represents the mean =SD.

increases proportionately as the level of stirring speed in-
creases in any pH (Fig. 1B). The increase of Px solubility
with the increase of the stirring speed can be explained by
the Noyes Whitney equation [37]; the dissolution rate is in-
versely proportional to the thickness of the boundary layer
(h) which is reduced by agitation in the vessel. Taking in
account that lower solubility was obtained at pH=4, most of
investigations were carried out by using this value of pH.

Phase Solubility Diagrams

Phase solubility diagrams of Px in aqueous solutions of
B-CD and HP- B-CD at 37°C are illustrated in Fig. (2). These
plots show that the solubility diagrams exhibit A type ac-
cording to the Higuchi and Connors classification [35],

showing a linear increase of drug solubility upon increasing
CD (B-CD or HP- B-CD) concentration and indicating the
formation of soluble complexes. The linear host-guest corre-
lation with slope of less than 1 suggested the formation of
1:1 (Px - B-CD) andl:1 (Px — HP-B-CD) complexes with
respect to B-CD and HP-B-CD concentrations respectively.
The apparent stability constants, K, obtained from the slope
of the linear phase solubility diagram were found to be 0.082
mM for B-CD and 0.124 mM™ for HP-B-CD, which indi-
cate that the Px —CD complexes at 1:1 are adequately stable
[35]. The stability constant value observed for HP-B-CD
indicates that Px interacts more strongly with HP-B-CD than
with B-CD. To evaluate the effect of cyclodextrins, the solu-
bilizing efficiency of B-CD or HP-B-CD was calculated as
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Table 1. DP5(%); DP3y (%), DPgy (%) of Px alone and evaporated, kneaded and co-precipitated Px in pH=6.8 buffer at 37°C+0.5 °C.

Sample (Px Treated) DPs(%)" DP; (%)" DPg (%)"
Px alone 10.81 £ 0.60 31.01£0.53 44.43 £ 0.41
Kneaded Px : K 22.91°+0.15 57.69°+0.13 73.81°+0.12

Co-precipitated Px : C

27.74*°+£0.11

62.11°+£0.19

71.40*°+0.10

Evaporated Px : E

4951+ 0.23

54.5™+£0.20

53.50*"£0.16

Statistical analyses
One- way ANOVA test

(95% confidence interval)

a: significantly different from Px alone
b : significantly different from K
c: significantly different from C

(» <0.0001)

"Each point represents the mean (n=3)

the ratio of the drug solubility in aqueous solution of cyclo-
dextrin (16 mM or 300 mM respectively) to the drug solubil-
ity in water. HP-B-CD yielded a 38-fold increase in the solu-
bility of piroxicam, whereas B-CD yielded only a 2.4-fold
increase.

Dissolution Behavior of Complexes

In the present investigation, the dissolution profiles were
evaluated by means of two parameters: percentage of active
ingredient dissolved after 5 min, 30 min and 60 min (DPs,
DP3o and DP60) and dissolution half life time (tsqq;).

The dissolution rate profiles and dissolution parameters
of Px alone and Px treated by kneading, evaporation and co-
precipitation are reported in Fig. (3) and Table 1 respec-
tively. The DPs value of evaporation is considerably higher
when compared to co-precipitated and kneaded products but
after 30 min, it becomes low so that it does not exceed Px
alone at the end of dissolution test. The treatment of pure
drug by co-precipitation and kneading produced a significant
positive variation of its dissolution properties: 17% for co-
precipitated and 12% for kneaded in the first 5 min and 27%
for co-precipitated and 29% for kneaded after one hour. The
co-precipitated and kneaded products were quite similar in
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the beginning of the dissolution but in the second hour of the
test; the kneaded Px exceeded slightly the co-precipitated Px.

The dissolution rate profiles and dissolution parameters
of Px alone and from binary systems with CDs (Px — B-CD)

and (Px — HPB-CD) are presented in Fig. (4), Table 2 respec-
tively. It was clear that all (Px — B-CD) and (Px — HPB-CD)
systems exhibited a higher dissolution rate (p < 0.0001)
compared with Px alone. The dissolution rate, expressed by
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Table 2. DPs (%); DP3 (%), DPgy (%) and tsge, (min) of Px alone, (Px — BCD) and (Px — HP-BCD) systems in pH=6.8 buffer at
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37°C+0.5°C.
A
Sample DPs(%)" DP; (%)" DPg (%)" tsoe, (Min)"
Px alone 10.81 £ 0.60 31.01+0.53 44.43 +£0.41 80 min
Px—BCD physical mixture P, 34.44"£0.55 50.50%+ 0.35 60.63*+0.48 29 min
Px — BCD evaporated P3 68.74*>+0.13 76.59**¢+0.18 75694+ 0.17 <3 min
Px — BCD kneaded P1 76.67*° £0.12 79.46** £0.15 79.23**+0.12 <3 min
Px — BCD freeze-drying P4.1 85.55*>4¢ £ 0.05 85.00*>% £ 0.03 85.00*>% £ 0.06 <3 min
Px — BCD co-precipitated P2 61.42**¢+£0.13 89.92*>¢+£0.14 89.68*>£0.11 <3 min
Px — BCD freeze-drying P4.2 96.97*>¢%1 £ 0.05 94.87*>¢%1+ 0,03 93.28*P4f+ 0,01 <3 min
Px — BCD spray-drying P5 98.59*bedete £ 0,07 97.33*bedete £ 0,09 96.40*><% £ 0,04 <3 min
Brexin® 89.20+0.19 75.30"+0.23 74.00+0.21 <3 min
a: significantly different from Px alone
Statistical analyses b : significantly different from P,
Two- way ANOVA test c: significantly different from P1
(95% confidence interval) d: significantly different from P2
e: significantly different from P3
f: significantly different from P4.1
g: significantly different from P4.2
h: non-significantly different from P3
(p <0.0001)
! Each point represents the mean (n=3)
B
Sample DP5(%)' DP3) (%)’ DPg) (%)’ tso (min)’
Px alone 10.81 £ 0.60 31.01+0.53 44.43 +£0.41 80 min
Px — HP-BCD physical mixture Py 62.77"+0.45 72.57"+0.25 71.16"+0.27 <3 min
Px — HP-BCD kneaded P1 85.60*°+0.13 85.27*°+£0.08 83.5%°+0.11 <3 min
Px — HP-BCD freeze-drying P4.1 96.65**°+0.09 97.61**£0.09 97.00*¢ £ 0.05 <3 min
Px — HP-BCD freeze-drying P4.2 97.32**°£0.06 95.63**°+£0.03 94.01**°+0.02 <3 min
Px — HP-BCD spray-drying P5 96.70*>4+ 0.04 96.07*>+ 0.07 93.85%°¢ 1 0.05 <3 min

Statistical analyses
Two- way ANOVA test

(95% confidence interval)

a: significantly different from Px alone
b : significantly different from P,
c: significantly different from P1
d: non-significantly different from P4.1
e: non-significantly different from P4.2

(» <0.0001)

! Each point represents the mean (n=3)

tso0, Of complexes was much faster (tsoo, < 3 min) than for Px
alone (ts0, = 80 min) except for the physical mixture with -
CD which presented an intermediate value (tsoo, =29 min).

Considering the DPs values (Table 2), the dissolution rate
of Px was increased from 6 to 9 times as inclusion com-

plexes and from 3 to 6 times as physical mixture with B-CD
and HPB-CD. Taking into account the DPs values for the
inclusion complexes with -CD (Table 2A), higher drug dis-
solution was achieved by the spray-dried and the freeze-
dried (P4.2) products followed by freeze-dried (P4.1),
kneaded, evaporated and co-precipitated products, respec-
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tively. However, after 30 min, the co-precipitated complex
became better than the freeze-dried (P4.1). Therefore, after
30 min the rank order of the percentage of dissolved drug is
as follow (p < 0.0001): Spray-dried > Freeze-dried (P4.2)
> Co-precipitated > Freeze-dried (P4.1) > Kneaded >
Evaporated > Physical mixture. It should be noted that the
commercial product Brexin® is more close to the evaporated
one. For inclusion complexes with HPB-CD, based on disso-
lution data (Table 2B), higher dissolution was also achieved
by the spray-dried and the freeze-dried products. The rank
order of the percentage of dissolved drug throughout the
testing period of dissolution is as follows (p < 0.0001):
Freeze-dried (P4.1) > Spray-dried = Freeze-dried (P4.2) >
Kneaded > Physical mixture. It must be pointed out that in
the first fifteen minutes of the dissolution test, the freeze-
dried (P4.2) was closer either to the spray-dried or to the
freeze-dried (P4.1). No significant differences were found
between the spray-dried and the freeze-dried (P4.1) for DP;
and between the spray-dried and the freeze-dried (P4.2) for
DPyg (cf. Fig. (4) and Table 2B).

As can be seen in Fig. (4), all (Px — HPB-CD) complexes
exhibited higher dissolution than those of (Px — B-CD) ex-
cluding the freeze-dried (P4.2) and the spray-dried. No sig-
nificant differences were found between the freeze-dried
(P4.2, B-CD) and the freeze-dried (P4.2, HPB-CD) for DPs,
whereas the dissolved amount of the spray-dried with B-CD
was significantly different from the spray-dried with HP{-
CD (p <0.0001): spray-dried (Px — B-CD) were found better
than spray-dried (Px — HPB-CD). Therefore, the overall rank
order of the increased dissolution rate including B-CD and
HPB-CD complexes was in the following manner (p <
0.0001):

Spray-dried (B-CD) > Freeze-dried (P4.1, HPB-CD) >
Spray-dried (HP-B-CD) > Freeze-dried (P4.1, B-CD) >
Kneading (HPB-CD) > Kneading (B-CD) > Physical mix-
ture (HP-B-CD) > Physical mixture (HP-B-CD)

These results allow us to conclude that the extent of the
dissolution rate was found to be dependent on the prepara-
tion method of inclusion complexes and the type of CD used
since the spray-dried and the freeze-dried products exhibited
the highest dissolution rates.

The pH effect of inclusion complex formulation on the
dissolution properties of the freeze-dried product with -CD
and HP- B-CD is illustrated in Fig. (5A) and Fig. (5B) re-
spectively. It should be noted that the system (Px - B-CD)
prepared in pH=10 showed improved drug dissolution com-
pared to one prepared in pH=4. This followed the result
found in effect’s study of pH where the solubility of Px in-
creased proportionately as the value of pH increased. How-
ever, inclusion complex with HP-B-CD did not reflect simi-
lar results in dissolution rate of Px as there is no effect of pH
on the dissolution of Px — HP-B-CD system, particularly be-
fore a half hour of dissolution. The differences of DP ob-
served between the freeze-dried (P4.1) and the freeze-dried
(P4.2) after 30min of dissolution were probably due to a di-
lution effect in the essay.

It should be noted that RC Doijad, MM Kanakal and FV
Manvi [38] have studied the effect of processing variables on
dissolution of Px- HPB-CD inclusion complex prepared by
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co-grinding, kneading (with aqueous ethanol or with aqueous
ammonia), freeze-drying (solvent used: water/ethanol 50/50
v/v) and co-evaporation (from ethanol or from aqueous am-
monia). The different techniques of preparation of the com-
plex were found to have an influence on the dissolution rate.
The complex prepared by co-evaporation method from aque-
ous ammonia was found to yield better dissolution rate at
pH=7.2 which achieved 97% of DP after two (02) hours,
whereas the freeze-dried, it yielded only 93.5%. Taking in
account that our complexes preparations were carried out in
aqueous citrate buffer solution (pH=4) and that our dissolu-
tion profiles were obtained at pH=6.8, the results reported by
RC Doijad et al. were different compared with those ob-
tained in our work, particularly for the freeze-dried (P4.1 or
P4.2) and the kneaded products.

In our study, the freeze-dried (P4.1 or P4.2) products
were 96.65% and 97.32% respectively just after five (05)
minutes of dissolution (cf. Table 2B). The freeze-dried prod-
uct prepared by RC Doijad et al. was only 85.1 % after 15
min of dissolution. The difference observed in DP of Px
might be due to the nature of solvent used in each inclusion
complex formulation. Their investigation showed a signifi-
cant solvent effect of inclusion complex formulation on the
dissolution properties of Px because the co-evaporated (Px-
HPB-CD) from ethanol did not reach 52% of DP at 120 min
of dissolution. A similar conclusion was found for the
kneaded products prepared with ethanol or with aqueous
ammonia; the DPy,, of the kneaded product with aqueous
ammonia was 80.33% against 71.33% for the kneaded prod-
uct with ethanol [38]. The complex prepared by kneading
with citrate buffer (pH=4) was found to be much higher
(DP5s=85.60%, cf. Table 2B) when compared with those pre-
pared by RC Doijad et al. using the same method with etha-
nol or with aqueous ammonia.

Also, the work of S. Mangal and Jyotsna M Musale [39]
revealed that the formulations of Px- HPB-CD inclusion
complex prepared by kneading, co-evaporation and freeze-
drying showed an increased rate of dissolution compared to
the drug alone. A marked difference in characteristics of the
solid complex in terms of DSC, IR-spectral and thin layer
chromatography, was observed due to their methods of
preparation.

For all preparation methods used in our study, the sig-
nificant improvement in dissolution characteristics of the
complexes was justified through the concurrence of several
factors [40-44]:

. Formation of a readily soluble inclusion complex in
the dissolution medium;

. Reduction of interfacial tension between poorly water
soluble drug and the dissolution medium;

. Increased drug particle wettability;
. Reduction of crystallinity degree of the product;

. Diffusion and dissociation of the complex in the
dissolution medium.

The increase in dissolution rate for the physical mixture
with either B-CD or HPB-CD may be explained on the basis
of the solubility of the drug in aqueous CD solutions. Since
the CDs dissolve more rapidly in the dissolution medium
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Fig. (5). pH effect of inclusion complex formulation on the dissolution properties of the freeze-dried product with B-CD and HP-B-CD in

pH=6.8 buffer at 37°C+0.5°C. Each point represents the mean £SD.

than the drug alone, it can be assumed that, in early stages of
the dissolution process, the CD molecules are likely to oper-
ate locally on the hydrodynamic later surrounding the parti-
cles of the drug. This action results in an in situ inclusion
process, which produces a rapid of the amount of the disso-
lution drug [45]. The superior dissolution properties ob-
served with kneaded system over evaporated system may
due to the better interaction of Px with B-CD during the
kneading process. For spray-dried and freeze-dried
products, the rapid complete dissolution in presence of CD
(B-CD or HPB-CD) might also be ascribed to the high en-
ergy amorphous state [46] as a consequence of the specific
(Px — CD) interactions produced by the preparation method.
This was demonstrated by the physicochemical characteriza-

tion of the freeze dried product. The better performance of
HPB-CD than B-CD is due to its higher solubility than f-CD
which resulted in more extensive solubilization ability to-
ward Piroxicam.

Characterization of Solid Inclusion Complexes

Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy

The FTIR spectra of the pure components, the different
complexes (physical mixture, kneaded, co-precipitated,
evaporated, freeze-dried and spray-dried), a commercial tab-
let Brexin® and some treated Px samples are reported in Fig.
(6) to Fig. (9). The infrared spectrum of Px (Fig. 6) showed
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Fig. (9). FTIR spectra of Px treated.

bands at different frequencies. The first one appears in
3339cm™ which represents the stretching vibration of the —
NH and —OH groups of Px. This allows us to conclude that
the drug form used in this study was the cubic-shaped poly-
morphic form because Px exists in two different inter con-
vertible crystal polymorphs. Their IR spectra differ only
slightly in the finger print region, but the band of -NH and —
OH stretching lies at 3338 cm-1 in the cubic form and at
3393 cm'in the needle form [28]. Also, a well defined band
was observed in 1630 cm-1 assigned to the presence of an
amide carbonyl stretching vibration (C=0). Other character-

istics-bands of Px [47] were identified and attributed to the
stretching vibrations of different groups such as the SO,—N
group stretching at 1150 cm™ and the ortho-disubstituted
phenyl group at 773 cm™.

The spectra of B-CD and HP- B-CD (Fig. 6), show wide
bands in the region at 3600 cm” — 3000 cm™ belonging to
hydroxyl groups and other bands at different frequency at
around 2900 cm'related to the stretching vibrations of —CH
group, 1636 - 1645 cm-1 representing the stretching vibra-
tions of the double bond C=C, and 1154 cm-1 which proba-
bly belongs to C-O.
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Physical mixtures of Px and both cyclodextrins (Fig. 7
and Fig. 8) showed approximately a superposition of pure
drug and CD spectra revealing no strong chemical interac-
tion between the two components.

In contrast, FTIR spectra of Px - B-CD (Fig. 7) and Px -
HP- B-CD (Fig. 8) kneaded, co-precipitated, evaporated,
freeze-dried and spray-dried samples display different ab-
sorption with broader and shifted bands. The -NH and —OH
stretching vibration of Px was completely lost. Also a sig-
nificant decrease in absorption for the amide carbonyl
stretching vibration (C=0) can be observed. It was previ-
ously described that Px makes very stable intramolecular

hydrogen bonds, connecting the enol OH group with car-
bonyl oxygen, forming a six-membered ring [48]. Taking
into account these strong intramolecular interactions, we
suggest the formation of hydrogen bonds between the car-
bonyl group of Px and the hydroxyl group of the host cavity
either with B-CD or HP- 3-CD molecule.

Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogra-
vimetric Analysis (TGA)

The results of TGA analysis of Px, B-CD, HP- B-CD,
Brexin® and inclusion complexes prepared by different
methods are presented in Fig. (10-12). TGA mass losses over
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Fig. (11). TGA curves of Px — BCD complexes and Brexin®.

Table 3. Differential Scanning Calorimetric data of the examined samples (Px —fCD) and (Px —-HP-BCD).

S—

o AR IR

Bouchal et al.

A
Sample T onset (°C)(n=3) T peak (°C)(n=3) AH (j/g)(n=3) Free Px content (%, n=3)
Piroxicam 201.56 +0.05 205.54 +0.01 133.67 £ 0.07 100.00+ 0.06
Physical mixture 198.85 +0.02 201.06 +0.02 26.37+0.14 19.73+0.12
Kneaded 198.42 +0.03 200.70 +0.01 20.31+0.18 15.19£0.15
Evaporated 198.72 £ 0.01 200.91 +0.05 21.10+0.13 15.78+0.11
Co-precipitated 198.94 +0.04 201.23 £0.03 24.18 +0.16 18.09+0.15
Freeze-drying (P 4.1) 198.58 +0.11 200.68 +0.09 19.41 +£0.19 14.52+0.17

Freeze-drying (P4.2)

Spray-dried
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Table 3. contd...
B
Sample T onset (°C) (n=3) T peak (°C) (n=3) AH (j/g) n=3) Free Px content (%, n=3)
Piroxicam 201.56 +£0.05 205.54+0.01 133.67 £0.07 100.00+ 0.06
Physical mixture 196.69+ 0.06 199.50+ 0.06 16.12+0.15 12.06+0.14
Kneaded 196.28+0.12 199.00+0.08 12.65+0.13 9.46x£0.11
Freeze-dried (P 4.1) 197.00+ 0.07 199.27+0.02 11.51£0.10 8.61+£0.09
Freeze-dried (P4.2) - - - -
Spray-dried - - - -
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Fig. (12). TGA curves of Px — HP-BCD complexes.

the 30 — 100 °C range of =12% (w/w) for $-CD and of =5%
for HP-B-CD (see Fig. 10) were due to evaporation of
loosely bound water, whereas at higher temperatures to sam-
ple decomposition [49]. Fig. (13) reports the DSC curves of
all the pure components employed in this work (B-CD, HP--

CD and Px). DSC profile of the CDs, shows a broad endo-
thermic peak at around 170-175 °C, which is probably due to
a glass transition for the crystalline cyclodextrin (B-CD). A
sharp endothermic peak corresponding to the melting point
of crystalline drug was found at 205.54 °C (onset =
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Fig. (13). DSC curves of Px, BCD and HP-BCD.

201.56°C, AH = 133.67 j/g) (Fig. 13), accompanied with
89% weight loss (Fig. 10). The DSC profile of Px indicates
a cubic crystal polymorph form [44] which is compatible
with the FT-IR and RX observations (see sections3.4.1 and
3.4.2).

DSC curves of Brexin® (Fig. 14) and Px —CD (Fig. 14-
15) systems prepared by physical mixture, kneading, co-

precipitation, evaporation and freeze-drying (P 4.1) dis-
played a broad endothermic peak of CD around 170-180°C,
followed by the endothermic melting peak at 199-201°C
typical of crystalline Px. The integration of this peak gives
the melting enthalpy of the crystalline Px present in the sam-
ple and by comparison with the melting of the pure drug, the
free Px content. All analyses were made in triplicate and
results are presented in Table 3.
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Fig. (14). DSC curves of Px — BCD complexes and Brexin®.

The endothermic peak of Px in these complexes can still
reflect the presence of a few drug crystals in the preparation.
However, this thermal effect appeared more broadened and
reduced in intensity, which suggests some drug-CD interac-
tion [50]. Melting of Px was observed at 199 — 201°C with
all the complexes. This minor shift of Px from 205.54°C to
199 — 201°C and the changes in the broad peak of CDs could
be due to the formation of inclusion complexes. However,
the kneading, the co-precipitation, the evaporation and the
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freeze-drying (P4.1) methods did not provide complete en-
capsulation, and Px was dispersed in the free state between
inclusion complexes. The complete disappearance of the
endothermic effect of pure Px was instead observed for
freeze-drying (P4.2) and spray-drying complexes for both
the CDs used and it is attributed to the formation of an
amorphous solid product, the encapsulation of the drug in-
side the CD cavity, or both [51, 52].
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CONCLUSION

X-Ray Powder Diffraction (XRPD)

The X-ray diffraction patterns of Px, B-CD, HP- B-CD
and their physical mixtures and kneaded inclusion com-
plexes are represented in Fig. (16A) and Fig. (16B). The
diffractogram of Px exhibited a series of intense peaks,
which are indicative of its crystallinity. Excluding the Px
peak at 2 @ = 8.7°, the diffraction patterns of the physical
mixture systems are approximately the superposition of
those corresponding to pure components. This behavior was
also observed in the kneaded product of HP- B-CD except
for the peak at 2 ® = 44° However, the pattern for the
kneaded with B-CD differed from that of the corresponding
physical mixture and the peaks observed were less intense
than those of the drug.

Either B-CD or HP- B-CD formed an inclusion complex
with Px in aqueous solution. Phase solubility profiles indi-
cated that the solubility of Px and apparent stability constant
were significantly increased in the presence of B-CD or HP-
B-CD. Furthermore, the aqueous solubility of Px in presence
of B-CD at 1:1 molar ratio was found to be pH dependent in
the pH range studied.

The five (05) techniques used for the preparation of solid
complexes (spray-drying, freeze-drying, co-precipitation,
kneading, and evaporation) suggested a formation of an in-
clusion complex between Px and f-CD or Px and HP- B-CD
at 1:1 molar ratio with characteristic properties in terms of
DSC, TGA, FT-IR spectra and PRXD patterns.
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Fig. (16). X-ray diffraction patterns of Px, B-CD, HP-B-CD, Px kneaded, physical mixture and kneading of Px, B-CD and HP-B-CD.

The dissolution of Px was significantly enhanced by
complex formation. In addition, the extent of the dissolution
rate enhancing effect was found to be dependent on the
method used for the preparation of inclusion complexes. The
best solid inclusion complexes were obtained by freeze-
drying and spray-drying methods compared to co-
precipitation, kneading, evaporation and physical mixtures
systems. According to our results from dissolution rate stud-
ies, HP- B-CD gave rise to better improvement of drug disso-
lution than that with B-CD except for the freeze-dried (P4.2)

and the spray-dried methods where the enhancement was
similar with the two CDs used.

The freeze-drying and spray-drying methods are of par-
ticular interest for industrial-scale preparations because they
can offer an improvement in the solid pharmaceutical formu-
lations of the drug, which makes it sufficiently soluble for
clinical application.

As a result of this study, it may be concluded that (Px - -
CD) or (Px - HP- B-CD) inclusion complexation led to an
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improvement of drug dissolution rate, which suggests possi-
ble enhancement of Px oral bioavailability. Hence, in vivo
studies in rabbits are in progress to evaluate the effect of
freeze-dying and/or spray-drying of (Px - HP- B-CD) inclu-
sion complex on the bioavailability and pharmacological
activity of Px.
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Abstract The objective of this work was to compare the
pharmacokinetic parameters of piroxicam-f-cyclodextrin
(PIX-CD) complex at molar ratio of 1:1, 1:2.5, 1:3, and 1:4
after an oral administration in rabbits and either to prove or
not the Haborn et al. theory which states that the peak
plasma concentration (C,,,x) of piroxicam increases with
an increase of f-cyclodextrin concentration. The results
showed an increase in Cp,,, from 11 4+ 1.7, 13.3 + 6.17 to
17 £ 2.03 pg/ml for piroxicam alone, 1:1 (PIX-CD) and
1:2.5 (PIX-CD), respectively, and declined starting at
molar ratio of 1:3 (PIX-CD). However, more rapid drug
absorption was observed where the time of peak plasma
concentration (T,,x) became shorter and changed from 2 h
(Piroxicam alone) to 0.5 h in the presence of cyclodextrin.
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Introduction

All drugs must possess some degree of aqueous solubility
to be pharmacologically active, and most drugs need to be
lipophilic to be able to permeate biological membranes via
passive diffusion. Oral absorption of drugs with solubilities
<0.1 mg/ml is likely to be dissolution limited [1]. Various
techniques have been used in attempt to improve solubility
and dissolution rates of poorly soluble drugs which include
complexation, particle size reduction, salt formation, solid
dispersion, and liposomes [2, 3]. The use of cyclodextrins
is an important subject in pharmaceutical field since this
system can bind drug compounds which modify the
undesirable physicochemical properties, including low
aqueous solubility, poor dissolution rate and limited drug
stability [4].

Piroxicam (PIX) is a potent non-steroidal anti-inflam-
matory drug (NSAID) of the oxicam family, carboxamic
N-heterocycles derived from the benzothiazine-1,2-diox-
yde-1,1, endowed with more rapid onset of analgesia
activity (Fig. 1) [5, 6].

PIX is practically insoluble in water (0.003 % at pH 5,
37 °C) [7]. After single-dose oral administration, PIX is
well absorbed (100 %) [8], with a peak plasma concen-
tration (C,,) usually attained within 1-6 h and a plasma
half-life of 54 h [9]. The long life time of PIX in the
organism is due to an intense enterohepatic recycling and
to strong plasma proteins binding (99.3 %) [10-12]. PIX is
almost entirely metabolized and the main metabolites in
human are 5-hydroxypiroxicam and its glucuronide [13].
This drug is associated with gastrointestinal side effects
during the therapy [14, 15].

Cyclodextrins are group of structurally related natural
products formed during bacterial digestion of cellulose.
These cyclic oligosaccharides consist of (o-1,4)-linked
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Fig. 1 Chemical structure of PIX

o-D-glucopyranose units and contain a somewhat lipophilic
central cavity and a hydrophilic outer surface. The natural
cyclodextrins improved the solubility of poorly water sol-
uble active pharmaceutical ingredients and hence might
increase their bioavailability [16-21]. Some papers dem-
onstrated the interaction of PIX with (-CD [22-26].
According to Acerbi [27], the binding of PIX with f-CD
molecules accelerates absorption and increases the drug’s
bioavailability.

Piroxicam is formulated in many dosage forms such as
tablets, capsules and suppositories. Additionally it is mar-
keted in many countries as Brexin® or Cycladol® under
inclusion complex with $-CD [17, 28] where the later led
to bioavailability and water solubility improvement as
compared to PIX alone [27].

In this short note, we tried to study the effect of
increasing concentration of -CD on the absorption rate
and extent to which the PIX is absorbed from the inclusion
complex formulation and becomes available at the site of
action by changing the molar ratios of PIX-$-CD as
follows: 1:1, 1:2.5, 1:3, and 1:4 after an oral administration
in rabbits and either to prove or not the Haborn et al. [29]
theory which states that the peak plasma concentration
(Cmax) of PIX increases with an increase of f-cyclodextrin
concentration.

Experimental
Material

p-CD was obtained from Roquette, France. PIX was pur-
chased from Molecula, UK and Saidal (Algeria). Sodium
heptanesulfonate monohydrate was purchased from Fluka.
Acetonitrile, Ortho-phosphoric acid 85 %, sodium
hydroxide and diethyl ether were obtained from Merck.
Pure water was produced by UHQ system (Millipore).

Preparation of PIX-f-CD inclusion complexes
Piroxicam and f-CD at different molar ratios (1:1, 1:2.5,
1:3, and 1:4) were suspended in 10 ml of distilled water

and 0.1 N NaOH solution was added to solubilize the drug
where a yellow solution of pH above 10 was obtained.

@ Springer

Solutions were freeze-dried at —50 °C for 3 h at least.
Lyophilization parameters were validated by preliminary
works and the parameters were as follows: vacuum
<200 m Torr, condenser <—40 °C, shelf at +30 °C.

Animal study

New Zealand white male rabbits were used (2.5-2.8 kg
body weight). The protocol for a cross-over study was
approved by the TAEC. Rabbits were fasted overnight but
water was allowed ad libitum. The PIX and PIX-$-CD
were given in suspension form (2 % methylcellulose). The
drug PIX (10 mg/Kg) and molar equivalent of PIX/$-CD
(equivalent to 10 mg/Kg PIX) were administered orally via
Ryle’s tube (intubation tube). After drug administration,
2 ml of blood sample were collected from marginal ear
vein at time intervals (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, and 24 h)
in the test tube containing heparin. The samples were
centrifuged at 3,000 rpm for 15 min and plasma of
0.12-0.15 ml was collected.

Determination of PIX in rabbit plasma by HPLC

The concentration of PIX in plasma was determined using
Hewlett-Packard 1050 as HPLC system. The mobile phase
was acetonitrile/Phosphate buffer (35/65 %, V/V) at pH
3.5. Column was NUCLEOSIL 120-10 (C18, 10-mm) from
Merck. The flow rate, retention time, wavelength, and
temperature of the column were 0.8 ml/min, 3.5 min,
356 nm, and 40 °C, respectively. 200 pl of methanol
containing 0.2 % perchloric acid was added to 100 pl of
plasma cooled in an ice-bath. The mixture was mixed for
1 min and centrifuged at 3,000 rpm for 5 min then 50 pl of
the supernatant was injected into the HPLC system.

Static or Statistical analysis

Pharmacokinetic analysis of plasma concentration data was
performed using model independent methods. The area
under the plasma concentration—time curve (AUC) and the
cumulative AUC were calculated. The peak plasma con-
centration (C,,x) and the time taken for attaining the peak
concentration (T,,,,) were determined from individual
plasma concentration—time curves. Statistical comparisons
of pharmacokinetic parameters were made using one-way
analysis of variance, and when significant differences were
found, Scheffe’s F test was applied.

Results and discussion

The oral bioavailability of complex inclusion formulations
of PIX with f-CD was studied on rabbits at different molar
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ratios (1:1, 1:2.5, 1:3, and 1:4). The following pharmaco-
kinetic parameters were determined: C,,x, Tiax, and AUC;
they are shown in Table 1. Figures (2, 3) illustrate the
mean plasma concentration of PIX obtained after the oral
administration of the different formulations.

The C.x values were improved with increase of the
cyclodextrin concentration loading in the inclusion com-
plex up to molar ratios (1:2.5) and declined thereafter. The
Cmax Vvalues were 11 £ 1.7, 13.3 & and 17.2 £ 2.03 pg/
ml for PIX alone, 1:1 (PIX-CD) and 1:2.5 (PIX-CD),
respectively. However, C,,,x values for 1:3 (PIX-CD) and
1:4 (PIX-CD) were 15.5 & 2.4 and 11.2 & 2.3, respec-
tively. In regards to T,,.x, more rapid drug absorption was
observed where T,,.x became shorter and changed from 2 h
(PIX alone) to 0.5 h in the presence of cyclodextrin.

Levels of PIX in the plasma (Figs. 2, 3) showed no
significant in C,,,, values between the group treated with
PIX-f-CD at 1:4 molar ratio and that treated with free PIX.
However, in the complex group, C,,.x was reached sooner.
No significant differences among AUC values were found
for complexes compared with free drug. Furthermore, the
highest value of AUC was obtained for the complex PIX-f-
CD 1: 2.5 which also represents the optimum for C,.x
(Table 1).

The pharmacokinetic evaluation of PIX carried on rab-
bits in the present study shows that complexing PIX with
p-CD modifies some parameters related to phases of
absorption and elimination. -CD improved the bioavail-
ability of PIX up to molar ratio of 1: 2.5 but the excess of
cyclodextrin has a negative impact on the permeability of
the drug through the biologic membrane [20]. With 1:1 and
1:2.5 molar ratios, f-CD affected the permeability of the
gastro-intestinal membrane increasing the drug partitioning
process across intestinal barrier [30]. For the others molar
ratio (1:3 and 1:4), the negative effect is presumably due to
the decrease in aqueous solubility of PIX in gastric medium
allowing its precipitation [31]. Similar results were found
with oral administration of tolbutamide to rabbit [32]
where mean C,,,x was higher with powder of pure drug
with solution, solid dispersion, and CD complexes. Our
results are not in agreement with those reported from
Haborn et al. [29] which states that C,,,,x of PIX increases
with an increase of -CD concentration.

PIX

[ e
o N B

PIX level (ug/ml)
(=) %] £ [=3] (2]

(=%

T T v 1

10 20 30
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Fig. 2 Mean plasma concentration time profile of PIX. Each value
represents the mean £ SD of three rabbits
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Fig. 3 Mean plasma concentration time profile of PIX/f-CD at
different molar ratios (1:1, 1:2.5, 1:3, and 1:4). Each value represents
the mean & SD of three rabbits

Conclusion

In summary, it was concluded that complex inclusion
formulations in different ratios (1:1, 1:2.5, 1:3, and 1:4) of
PIX with $-CD showed better C,,,x as compared to pure
drug exceptionally for 1:4 molar ratio which did not vary

Table 1 PIX pharmacokinetic

parameters in the rabbit after Samples administered Chnax (g/ml) Tinax (h) AUC (pg h/ml)
oral administration of equal X 11+ 1.7 2 122
doses (10 mg/Kg as PIX) of PIX )
and PIX-B-CD at different PIX/p-CD 1 : 1 13.3 £ 6.17 0.5 99
molar ratios PIX/p-CD 1:25 17.2 £ 2.03 0.5 128
PIX/f-CD 1:3 155 +24 0.5 102
PIX/f-CD 1: 4 112 £ 23 1 70
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significantly with PIX alone. The bioavailability results
show that PIX-$-CD complex had faster absorption than
the free drug for all molar ratio studied. The highest values
of Chax and T, were obtained with a molar ratio of 1:2.5
(PIX- B-CD). Haborn I et al. [29] theory is not valid since
the increase of C,,,, value is not linear with an increase of
B-CD concentration.
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Problematic and objective Results and discussion

< The oral cavity is a promising route of administration for drugs that are
susceptible to hepatic first-pass metabolism [1]-[2];

Dissolution behavior of binary solid dispersions

« The sublingual absorption of many drugs is limited, as to pass through the
sublingual and buccal membranes; the drug has first to dissolve rapidly in
the small volume of saliva present in the mouth before it is removed from the
site of absorption by swallowing [2];

<+ The model drug used in this study was Piroxicam (Px), a potent non-
steroidal anti-inflammatory (NSAID). Although Px is well absorbed after oral
administration [3], its bioavaibility is limited by a substantial hepatic first-pass
effect, making it a potential candidature for sublingual delivery;

«The dissolution of Px was found to be dependent on the polymer/drug ratio.
<+ An optimum increase at 90% was observed for the evaporated method.
« The melted SD at 95% was the best one in the beginning of the dissolution but it

’ . . . e became the lower one in the second hour of the dissolution test .
+ Some earlier studies have reported increased bioavaibility for drugs that

are administered sublingually as CD-containing formulations [4]-[5]; Dissolution behavior of ternary solid dispersions: comparison with binary SDs

< Considering this approach, the aim of this work was to evaluate the effect [ — ey and ern e e st SKPEGO
of B-CD or HPB-CD on the dissolution of Px solid dispersion (SD) X .
in PEG6000 (PEG) as a way for improving the absorption gw S - :
of this poorly water soluble drug.

ssolved (%)

Pxdissolved (%)

Investigations of the study D e e e oo

Tempsrin) Temps min)

+« Preparation of binary solid dispersions (SD) at 10%,30%,50%,70%,90% and Welting method T,
95% w/w polymer/drug ratios using solvent evaporation and melting methods e

< Preparation of ternary solid dispersions at 50%, 70%, 90% and 95% w/w
polymer/inclusion complex ratios using the same methods as the binary SDs.

« Evaluation of SDs by dissolution test, FT-IR spectroscopy, TGA and DSC.

Pxdissolved (%)

©o@ @ mom o m w0 e @ w0 1w

Temps min) Temps (min)

Materials and methods —
Binary and ternary solid dispersion at 90% PEG Binary and ternary solid dispersion at 95% PEG

Preparation of binary and ternary solid dispersions by Melting method

—-TcoiF)
o5

Pxdissolved (%)

e 00 (5p) 95%55)

o 2 s ® @ W 10 o ®m w0 @ @ w0 10

Temps (min)

Temps min)

The dissolution rate of Px was considerably enhanced in ternary
- 9 - - 0, 10, 0
[P ISl (=(D={135 0Es, L, St evaporated SDs compared to the respective binary systems

Preparation of binary and ternary solid dispersions by Solvent method Characterization of solid dispersions: FTIR , DSC

e A
— o LIS A [
%) w2 7| | {l

9 e m"ﬁ;’uw’un I‘\ ‘

2| Evaporated (Fr) - betac - PEGS000 70%
Px — PEG 50%, 70%, 90%

M

Preparation of Inclusions Complexes by Freeze-drying and Spray-drying = Mf‘““ﬂrwm
Px—BCD and Px—- HPBCD o a

Evaporated (F) Px - HP-betaCD - PEGR000 70%

Different absorption with broader
and shifted bands.
—NH and —OH stretching vibration
of Px completely lost.

Complete disappearance of

the endothermic effect of Px
In vitro dissolution studies

USP XXIIl apparatus
Dissolution medium = 900 ml Conclusion

U= SUSE, 100 e, M= S8 i “»The results revealed that it is possible to enhance the dissolution rate of Piroxicam

by increasing the surface area of the drug by solid dispersion method.
+The dissolution rate of Piroxicam in ternary systems was considerably enhanced
particularly those prepared by solvent method at 70% and 90% PEG6000.
«The ternary solid dispersion preparation should be a suitable formulation technique
for the sublingual delivery of Piroxicam.

Characterization of solid dispersions

FTIR: 4000 cm-1- 600 cm! at a resolution of 8cmwith 20 scans (Perkin-Elmer)
DSC: 30°C - 240°C under N, gas 20ml/min (Perkin-Elmer, Model DSC 6)
TGA: 30°C - 600°C at heating rate of 10°C under N, gas flow 20ml/min
with 5 mg of sample, using TGA 4000 Perkin-Elmer apparatus
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Résumé

Afin d’améliorer la dissolution et par conséquent la biodisponibilité d’un médicament peu soluble dans I’ eau ; le Piroxicam, anti-
inflammatoire non stéroidien, la combinaison de deux stratégies a été évaluée. Il s agit de la complexation avec les CDs et la
formation des dispersions solides. La dissolution du Px est significativement améliorée par la formation du complexe d'inclusion a
I’aide d’une CD (B-CD ou HP-B-CD), en particulier celle des produits préparés par les procédés de la lyophilisation et du spray-
drying. La dissolution du Px est aussi améliorée par la présence du PEG 6000 dans une dispersion solide. L'effet combiné de ce
polymere avec la CD sur la solubilité aqueuse du Px a été aussi étudié. L' gjout d’ une petite quantité de PEG [1% a 10% (m/m)] dans
les préparations ternaires n'a pas eu d'effet significatif sur la dissolution des systémes étudiés. Pour cela, un autre procédé de
formulation de ces systémes ternaires a été évalué. Il consiste a réaliser une dispersion du complexe d’inclusion préparé par
lyophilisation ou spray-drying (séchage par pulvérisation) dans du PEG 6000 a des concentrations supérieures a 10% (m/m). Cette
dispersion solide est réalisée soit par fusion soit par évaporation du solvant. Les résultats obtenus montrent que la dissolution du Px
des systémes ternaires a été significativement améliorée particuliérement ceux préparés par la méthode d’ évaporation. L’ application
de cette technique de formulation peut étre envisagée pour la voie sublinguale afin d’améliorer la performance biologique de ce
médicament. Enfin, la derniére partie de notre projet a bien confirmé I’amélioration de la biodisponibilité orale du Px par une étude

in vivo chez le lapin, réalisée pour le complexe d’inclusion contenant la -CD.

Mots clés: Piroxicam, B-CD, HP B-CD, PEG6000, Anti-inflammatoire, Complexe d’inclusion, Dispersion solide ternaire,

Administration sublingual e, Biodisponibilité.

Abstract :

To improve the dissolution and then the bioavailability of a poorly water soluble drug: Px, an anti-inflammatory, the combination of
two strategies was evauated. These are the complexation with CDs and the formation of solid dispersions. The dissolution of Px is
significantly improved by forming the inclusion complex using a CD (B-CD or HP-B-CD), in particular that of the products prepared
by the processes of freeze-drying and spray-drying. The dissolution of Px is also improved by the presence of PEG 6000 in a solid
dispersion. The combined effect of this polymer with the CD on the agueous solubility of Px was aso studied. Adding a small
amount of PEG [1% to 10% (w/w)] in ternary preparations had no significant effect on the dissolution of the systems studied. For
this, another method of formulation of these ternary systems was evaluated. It consists in the dispersion of the inclusion complex
prepared by freeze-drying or spray-drying in PEG 6000 at concentrations greater than 10% (w/w). This solid dispersion is prepared
either by melting or by solvent evaporation. The results show that the dissolution of Px ternary systems has been significantly
improved especialy those prepared by the evaporation method. This allowed us to consider the application of this formulation
process for sublingual administration to improve the biological performance of this drug. Finaly, the last part of our project has

confirmed the oral bioavailability improvement of Px by in vivo rabbit study, conducted for the inclusion complex with B-CD.

Keywords : Piroxicam, B-CD, HP B-CD, PEG6000, Anti-inflammatory, Inclusion complex, Ternary solid dispersion,
Sublingual administration, Bioavailability.
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