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Introduction

Introduction

En 1921, I’insuline fut découverte par Frederick Grant Banting, jeune chirurgien
canadien de 29 ans, qui supposa que le pancréas pouvait en plus de sa fonction exocrine (de
sécrétion d’enzymes agissant sur la digestion), avoir une fonction endocrine : production

d’une hormone par les ilots de Langerhans capable de réguler la glycémie.

Le 11 janvier 1922, le premier patient diabétique (Léonard Thompson) est traité par
une préparation d’extrais alcoolisé du pancréas de beeuf et ce fut un succés. Des 1923 celle-ci
sera commercialisée a grande échelle. L’insuline se révele alors « la protéine du XXe siécle ».
Non seulement est elle un véritable miracle pour les patients diabétiques, mais aussi pour les
chercheurs. Elle ne justifiera pas moins de trois prix Nobel, a Banting et Mac Leod pour la
premiere protéine a utilisation thérapeutique, a Frédéric Sanger en 1958, pour la premiere
détermination de la séquence d’une protéine, a Rosalyn Yalow en 1977 pour le premier

dosage radio-immunologique [1].

Aujourd’hui, cette protéine est devenue plus que nécessaire ; le nombre de personnes
atteintes de diabéte ne cesse d'augmenter, 'OMS estimant qu'il y avait 422 millions d'adultes
diabétiques dans le monde en 2014. La prévalence ajustée a I'dge chez les adultes est passée
de 4,7 % en 1980 a 8,5 % en 2014. L’augmentation la plus importante ayant été enregistrée
dans les pays a revenu faible ou intermédiaire par rapport aux pays a revenu élevé. En outre,
la Fédération internationale du diabete (FID) estime que 1,1 million d'enfants et d'adolescents
agés de 14 a 19 ans sont atteints de DT1. En l'absence d'interventions visant a enrayer
I'augmentation du diabete, il y aura au moins 629 millions de personnes vivant avec le diabete
en 2045 [2].

Malgré tout, le premier obstacle au traitement par insuline, reste son administration.
L’injection ou la perfusion sous-cutanée est un handicape au quotidien pour les malades, elle
provoque moultes complications dermiques, risques d’hypoglycémie, inconfort et hyper-
insulinémie périphérique. Pour y remédier, cela fait 100ans cette année, depuis la toute

premiére tentative de mise en place d’une formulation d’insuline a prise orale.
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Introduction

L’administration orale permettrait de résoudre maintes problématiques des systémes

d’administration actuelle &8 commencer par le passage pancréatique.

Dans cette optique, nous mettons au point cette breve recherche avec pour theme la
microencapsulation de 1’insuline. Nous verrons tout d’abord un intermede théorique en
chapitre 1, ou nous nous approfondirons sur 1’insuline en tant que polypeptide, puis sur la
microencapsulation et ses parameétres essentiels, et nous finirons sur quelques recherches

bibliographiques pour renseigner sur la thématique.

Par la suite, nous entamerons la partie expérimentale en chapitres Il et Ill, I'un
décrivant notre contexte et les méthodes employées, compte a 1’autre il sera dédié aux
résultats du chapitre 11 ; dedans nous essayerons de batir un plan factoriel a deux niveaux
visant a déterminer I’impacte des différents facteurs de la microencapsulation sur le diameétre

des microparticules et conclurons par leurs caractérisations.
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Chapitre | : Microencapsulation de [’insuline

Chapitre | : Microencapsulation de I’insuline

|.1. L’insuline

Le marché de I’insuline en Algérie représente 400 millions d’euros par an. En 2023,
Biopharm ambitionne de prendre d’assaut tout ce secteur en fournissant le double de la

consommation du pays, munie d’insuline produite localement [3].

Dans ce chapitre, nous aborderons la description, le fonctionnement et le réle de
I’insuline, ses maintes formes disponibles a 1’usage. Par la suite, nous acquiescerons vers la
pandémie du diabéte et terminerons par notre sujet convoité que sont les voies

d’administration.
1.1.1. Molécule d’insuline humaine

La molécule d’insuline est communément appelée polypeptide ou encore protéine.
Une protéine est une macromolécule biologique composée par une ou plusieurs chaines
d’acides aminés liées entre elles par des liaisons peptidiques. Un polypeptide est une chaine
linéaire composée de plus de 10 acides aminés. En général, on parle de protéine lorsque la
chaine contient plus de 50 acides aminés ; elle peut comprendre un ou plusieurs polypeptides.
L’ordre dans lequel les acides aminés s’enchainent est codé par le génome et constitue la
structure primaire de la protéine. La protéine se replie sur elle-méme pour former des
structures secondaires, dont les plus importantes quantitativement sont I’hé€lice alpha et le
feuillet béta. Enfin, les différentes structures secondaires sont agencées les unes par rapport

aux autres pour former la structure tertiaire, souvent renforcée par des ponts disulfures.

Dans le cas de I’insuline humaine (voir figure 1.1), sa structure primaire est formée de
deux chaines polypeptidiques : la chaine A (21 acides aminés) et la chaine B (30 acides
aminés), réunies par deux ponts disulfures qui relient les cystéines A’ et A° de la chaine A &
leurs homologues B et B* de la chaine B. Le poids moléculaire de I’insuline humaine est
5734 Daltons [4].
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Chapitre | : Microencapsulation de l’insuline

Molecule 2 j : = « S 7% Molecule |
.

Molecule 1 Molecule 2

Figure 1.2 : Structure d’un hexameére d’insuline.

L’insuline s’auto-associe en diméres non covalents par des interactions hydrophobes a
I’extrémité¢ C-terminale de la chalne B, stabilisant le feuillet [ intermoléculaire.
Physiologiquement, I’insuline est stockée sous forme d’hexamére contenant du zinc (Comme
montré en figure 1.2) dans les granules de sécrétion des cellules B des Tlots de langerhans du

pancréas, dans lequel, trois diméres d’insuline s’assemblent pour former un hexameére
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Chapitre | : Microencapsulation de [’insuline

d’insuline équilibré par deux ions de zinc. Les ions de zinc sont coordonnés a travers un

réseau octaédrique créé, en partie, par trois résidus His B [5].
Les roles attribués a cette association, sont notamment ;

e La stabilisation chimique et thermique de la molécule lors du stockage dans la
vacuole intracellulaire.

e La protection de I’insuline monomere contre la fibrillation in vivo.

e Une substitution a la stabilisation et au repliement assisté par chaperon pendant
I’expression intracellulaire.

e Essentiel au trafic sécrétoire.

La capacité de I’insuline a s’auto-associer en hexameéres en présence de zinc et de
conservateurs phénoliques, par exemple le phénol ou le m-crésol, a et est toujours exploitée
dans la préparation de formulations commerciales d’insuline. Ces ligands hétérologues
provoquent des changements conformationnels a I’hexamére, améliorant sa conformation

chimique et physique.

La liaison entre ligands phénoliques monitore un changement conformationnel qui se
produit a I’extrémité N-terminale de la chaine B des monomeres du hexamere, déplacant un
équilibre conformationnel dans les résidus Phe B' & Gly B® d’une structure étendue (état T) a
une structure a-hélicoidale (état R). Cette liaison se produit dans une cavité entre les
monomeres de diméres adjacents et est stabilisée par les interactions hydrogéne-oxygene
carbonyle de Cys A®, hydrogéne-proton amide de CysA™, et en général les liaisons de van der
Waals. Ce changement de conformation est appelé la transition T <> R et est utilisée afin

d’augmenter la stabilité chimique, physique et thermique de I’insuline commerciale (figure
1.3).

Bien que le zinc et les ligands phénoligues veillent a la conservation, ils peuvent aussi
altérer 1’absorption sous-cutanée de I’insuline, c’est-a-dire retarder 1’insuline prandiale (a

action rapide) et prolonger I’insuline basale (a action lente) [6].
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Phe®

(b) Rg-hexamer T3R3-he>£amer Tg-hexamer Dimer Monomer

Figure 1.3 : (a) Les états T (bleu sarcelle) et R (rouge) de I’insuline. (b) L’auto-association de

I’insuline humaine est induite par le zinc (vert) et le conservateur phénolique (bleu).

La figure 1.4 montre la charge nette de la molécule d’insuline en fonction du pH,
calculée sur la base des valeurs intrinseques de pKa trouvées par Tanford et Epstein (1954).
La charge nette est nulle a pH 5,5, en bon accord avec le pH isoélectrique déterminé par
électrophorese de 5,3 a 5,4. Un ou plusieurs des 6 groupes amide de la molécule d’insuline
peuvent étre perdus par hydrolyse en solution (en particulier a faible pH, par exemple dans du
HCI 0,1 N a 37 °C) conduisant a la formation de jusqu’a 6 groupes carboxyle. L’insuline se
dégrade dans les milieux alcalins (pH > 10) principalement en raison de sa teneur en résidus
cystine. L’insuline peut étre dégradée par les enzymes protéolytiques, y compris celles

présentes dans le pancréas, comme la trypsine, les chymotrypsines et les carboxypeptidases.
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Figure 1.4 : La charge nette Z de I’insuline monomeére en fonction du pH. Les valeurs suivantes
de pKa ont été utilisées pour le calcul : 7,2 (x-NH), 9,6 (-NH,), 6,0 (groupe imidazole), 11,9
(groupe guanidine), 3,6 (x-COOH), 4,7 (y-COOH) et 9,6 (groupes phénoliques).

La solubilité¢ de I’insuline dépend d’un certain nombre de facteurs, tels que la nature
du solvant, du pH, de la température et de la concentration en ions métalliques divalents et
sels. En milieu aqueux, I’insuline peut étre précipitée a un intervalle de pH autour du pH
isoélectrique de 5,3 a 5,4. L’insuline bovine est précipitée plus facilement que 1’insuline
porcine. A un pH inférieur & 4 et supérieur & 7, les deux insulines sont assez solubles en
I’absence de Zn?**. La zone de précipitation est élargie vers des valeurs de pH plus élevées
avec une concentration croissante de Zn?*. L’insuline peut étre relarguée a des concentrations
¢levées de sels. Méme a une concentration d’insuline aussi élevée que 0,2 g/l, une
précipitation presque compléte se produit dans du NaCl 2 M a pH 2 - 3. L’insuline est trés
soluble dans des mélanges homogénes d’eau et de matiéres organiques ou solvants, par ex.
dans 50 - 70 % (v/v) d’éthanol. Cette propriété peu commune d’une protéine peut étre
attribuée au poids moléculaire relativement faible de 1’insuline et a sa teneur en résidus
d’acides aminés hydrophobes (Val, Ile, Leu, Tyr, Phe). Quand la teneur en solvant organique
du mélange est trés élevée, la solubilité de 1I’insuline diminue en fonction du type de solvant,

de la température, du pH et de la teneur en sel.
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En solution aqueuse, I’insuline forme de nombreux types de composés d’association
dus aux liaisons non covalentes. L’ajout d’urée ou de solvants organiques miscibles a 1’eau,
tels que 1’éthanol et ’acide acétique, s’oppose a ces associations. Cet effet, est utilisé en

purification chromatographique de 1’insuline [7].
1.1.2. Réle dans I’organisme

En résumé, 1’insuline engage a la fois les organes cibles "classiques™ (muscle, graisse
et foie) et "non classiques” (les cellules B pancréatiques, le systéme nerveux central et les

cellules vasculaires) dans I’orchestration du contréle du métabolisme du glucose.

Dans ses organes cibles classiques, 1’insuline module directement 1’absorption, le
métabolisme et la production de glucose. En plus d’augmenter 1’absorption du glucose dans le
muscle squelettique et le tissu adipeux, I’insuline favorise le stockage du glucose sous forme
de glycogéne (principalement dans les muscles et le foie) ou de lipides (surtout dans les
graisses et le foie). Pour éviter des cycles métaboliques inutiles, 1’insuline inhibe
simultanément la dégradation de ces macromolécules par glycogénolyse et lipolyse,
respectivement. De plus, I’hormone affecte le métabolisme du glucose secondairement aux
altérations du métabolisme d’autres macronutriments et en utilisant des mécanismes

complexes de diaphonie inter-organes.

Bien que [D’effet majeur de [D’insuline soit sur ses organes cibles classiques,
pratiqguement tous les types de cellules expriment les récepteurs de I’insuline et I’ablation
tissulaire spécifique du récepteur d’insuline a révélé les cibles «non classiques», comprenant
les cellules B pancréatiques, le systéme nerveux central et les cellules vasculaires. Les
résultats suggeérent que ces tissus peuvent exercer des effets indirects sur le métabolisme du
glucose au niveau du corps entier. Par exemple, les souris dépourvues de récepteurs d’insuline
dans les cellules p manifestent une sécrétion altérée d’insuline médiée par le glucose. A
I’inverse, les souris chez lesquelles le récepteur de I'insuline a été enlevé dans les cellules
neuronales présentent une consommation alimentaire élevée et une obésité induite par la
surconsommation, ce qui suggére que I’insuline délivre un apport anorexigéne au systéme
nerveux central. Enfin, les cellules vasculaires sont une cible pour la vasodilatation induite par
I’insuline et le recrutement capillaire qui, en améliorant I’apport de glucose, peut compléter

I’effet stimulant direct de I’hormone sur I’absorption du glucose dans le muscle [8].
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1.1.2.1. Profil de sécrétion d’insuline

L’insuline chez une personne non diabétique est libérée par les cellules pancréatiques 3
dans un mode pulsatile vers la circulation portale et sa sécrétion endogene se décompose en
deux différents profils; (i) réponse insulinique a un repas, appelée profil prandial et (ii)
sécrétion d’insuline de fond, continuellement sécrétée entre les repas et pendant les heures
nocturnes, appelée profil d’insuline basale (Figure 1.5). Plus précisément, la sécrétion
d’insuline prandiale endogéne produit un pic d’insuline entre 60 et 80 pU.mL* alors que la
sécrétion basale d’insuline varie généralement de 5 a 15 pU.mLfl. Ainsi, D’insuline
administrée de maniére exogéne doit reproduire ces deux profils d’action temporelle trés

différents [9, 10].

La sécrétion d’insuline diminue en présence d’hypoglycémie et augmente face a
I’hyperglycémie, a certains acides aminés (par exemple, arginine, leucine, phénylalanine,
tyrosine), aux acides gras non estérifiés et a la stimulation sympathique et parasympathique
[11].
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Figure 1.5: Représentation schématique du glucose et de la sécrétion d’insuline

correspondante, pendant une période de 24 heures, chez des individus non diabétiques [9].
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En riposte, des efforts considérables ont été déployés pour tenter de développer des
formulations d’insuline et d’analogues qui répondent aux exigences pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de chaque cas, tout en essayant d’éliminer 1’hypoglycémie et le gain de

poids qui a été observé en thérapie intensive [9].
I.1.3. Synthése d’insuline humaine
11 existe 4 approches potentielles pour la production d’insuline humaine :

1. A partir du pancréas humain. Toutefois, la quantité d’insuline humaine qui peut étre
préparée par les glandes pancréatiques cadavériques est totalement inadéquate a la
consommation mondiale.

2. A partir de la syntheése peptidique d’acides aminés. Néanmoins, les 200 étapes
réactionnelles d’une synthese totale rendent le produit extrémement colteux.

3. A partir d’insuline porcine (ou bovine) par une conversion semi-Synthétique en
insuline humaine. L’insuline porcine peut étre fabriquée en quantités suffisantes pour
répondre aux demandes des prochaines décennies et un processus de conversion
quantitative pour une production a grande échelle a déja été développe.

4. Depuis la fermentation de bactéries E. coli ou de levure Saccharomyces cerevisiae,
convenablement codée par des méthodes de recombinaison d’ADN. Cette source est,

en théorie, illimitée.

Les méthodes semblant les plus pertinentes pour la fabrication d’insuline humaine sont; la
3 développée par NOVO et la 4 développée par E. Lilly (E. coli) et plus tard par NOVO
(Saccharomyces cerevisiae) [12].

1.14. Différentes formulations d’insuline humaine développées par Pindustrie

pharmaceutique

Les insulines humaines actuellement sur le marché comprennent des formulations a
action rapide (Reguliere), a action intermédiaire (NPH et lente) et a action prolongee
(Ultralente).

La premiere est une solution aqueuse limpide et incolore tamponnée a pH neutre (7-
7,8). Le méta-crésol est ajouté comme conservateur, le glycérol comme stabilisateur tonique,

ainsi que le chlorure de zinc. Les hexameéres, rendus stables par les ions zinc, sont la structure
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quaternaire prédominante de I’insuline pharmacologique ; d’autres structures comprennent
des dimeres et des tétrameres. La molécule a tendance a s’agréger dans le flacon et dans le
tissu ou elle est injectée. Les hexameéres doivent étre divisés pour 1’absorption de I’insuline a
partir du site d’injection sous-cutané. Pour cette raison, 1’insuline réguliére entre dans la
circulation générale apres une phase de latence d’environ 30 minutes suivant I’injection. Elle

atteint le pic plasmatique en 2 a 4 h et dure 6 h.

L’absorption de I’NPH est compte a elle retardée par la protamine, une protéine
extraite du noyau du sperme de poisson, ou son role est de stabiliser ’ADN. La forme
commerciale de [I’insuline Isophane-NPH, est une suspension blanche de cristaux
orthorhombiques contenant 0,9 molécules de protamine et deux atomes de zinc par hexamere.
Dans le cristal, la protamine régule les interactions entre dimeres et hexameres. Le véhicule
est de I’eau tamponnée a pH 6,9 - 7,5, du phénol ou du méta-crésol sont ajoutés comme
conservateurs. Les cristaux d’insuline sont insolubles dans 1’eau et ont tendance a précipiter
au fond du flacon, il faut agiter plusieurs fois pour les remettre en suspension avant utilisation.
La NPH a une action plus longue : en effet, son absorption sanguine commence 1h30 apres
I’injection sous-cutanée ; elle a un pic de concentration plasmatique vers 4 a 12 h et disparait
en 24 h. Bien que, la NPH présente I’absorption la plus constante de toutes les insulines a

action intermédiaire et prolongée, la variabilité inter et intra-individuelle est élevée.

La lente, retardée sans adjonction de protamine, est obtenue par précipitation de
I’hormone en présence de sels de zinc. Lorsque son rapport molaire a 1’insuline est supérieur a
1, ’ion zinc réduit la solubilité de I’insuline dans le solvant neutre. Lorsqu’une solution acide
d’insuline est amenée a pH 7,4 avec un exces d’ions zinc, le précipité résultant est amorphe et
présente une absorption modérément retardée apres injection sous-cutanée. Ce type de
formulation d’insuline est connu sous le nom de Semi-lente et a é€té produite il y a plusieurs
années. Si on laisse 1’insuline cristalliser a pH 5,5 avant d’ajouter du zinc et de corriger le pH,
la formulation obtenue est connue sous le nom d’Ultralente. Cette insuline est constituée de

cristaux insolubles dans 1’eau qui restent en suspension et sont absorbés tres lentement.

Un mélange 3:7 d’insuline amorphe (semi-lente) et cristalline (Ultra-lente), connu
sous le nom de Lente, a un profil d’absorption intermédiaire. Dans les préparations

commerciales, le parahydroxybenzoate de méthyle est utilisé comme conservateur et la
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suspension est tamponnée a pH 7-7,8. 1l apparait dans la circulation 2,5 h aprés I’injection, a

un pic de concentration plasmatique entre 7 et 15 h et disparait a 20 h.

Les insulines NPH et Lente peuvent étre mélangées avec Reguliere dans la seringue.
Cependant, alors que NPH et Reguliere conservent leurs caractéristiques pharmacocinétigques,
le mélange Lente/Reguliére évolue dans le temps car I’exces d’ions zinc lie une partie de

I’insuline a action rapide, la transformant en une forme similaire a Semi-lente.

L’insuline a action prolongée (Ultralente) est une suspension aqueuse de cristaux de
zinc-insuline a pH neutre, d’aspect laiteux. Il a un début d’action aprés 4 h, atteint une
concentration plasmatique maximale légére mais indésirable a 7 h et maintient les niveaux
d’insuline dans le sang pendant environ 8 a 20 h ; il imite de maniére incohérente la Sécrétion
basale endogene. De plus, son absorption est totalement irréguliere et elle ne peut pas étre
mélangée a I’insuline Réguliére dans la seringue car 1’action de cette derniére serait

excessivement retardee [10].
1.1.5. Diabete
1.1.5.1. Définition

Le terme diabéte décrit un groupe de troubles métaboliques caractérisés et identifiés
par la présence d’une hyperglycémie en 1’absence de traitement. L’étiopathologie hétérogene
comprend des défauts de sécrétion d’insuline, d’action de I’insuline, ou les deux, et des
perturbations du métabolisme des glucides, des graisses et des protéines. Les effets
specifiques a long terme du diabéte comprennent la rétinopathie, la néphropathie et la
neuropathie, entre autres complications. Les personnes atteintes de diabete courent également
un risque accru d’autres maladies, notamment les maladies cardiaques, artérielles
périphériques et cérébrovasculaires, 1’obésité, les cataractes, la dysfonction érectile et la
stéatose hépatique non alcoolique. Ils sont également exposés a un risque accru de certaines

maladies infectieuses, telles que la tuberculose.

Le diabéete peut présenter des symptdmes caractéristiques tels que soif, polyurie,
troubles de la vision et perte de poids. Les mycoses génitales sont fréquentes. Les
manifestations cliniques les plus séveres sont 1’acidocétose ou un état hyperosmolaire non

cétosique pouvant entrainer une déshydratation, un coma et, en I’absence de traitement
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efficace, la mort. Cependant, dans le DT2, les symptdmes ne sont souvent pas séveres, ou
peuvent étre absents, en raison de la lenteur avec laquelle I’hyperglycémie s’aggrave.
Causant, en 1’absence de tests biochimiques, une hyperglycémie suffisante pour provoquer
des modifications pathologiques et fonctionnelles (complications) déja présentes avant qu’un
diagnostic ne soit posé. On estime qu’un pourcentage important de cas de diabete (30 a 80 %,
selon les pays) ne sont pas diagnostiqués [13]. Dans le tableau 1.1, les types de diabéte seront

classés et brievement abordés :

Tableau 1.1 : Classification des types de diabéte par I’OMS (Organisation Mondiale de la
Sante) datant de 2019 [2, 90].

Type de diabéte Breve description

Diabete de type 1 Destruction des cellules B (principalement
immunitaire) et carence d’insuline absolue;
démarre en majorité a I’enfance et au pré-age

adulte.

Diabéte de type 2 Type le plus courant avec divers degrés de
dysfonctionnement des cellules [ et
d’insulinorésistance; communément associé

au surpoids et a I’obésité.

Formes hybrides du diabéte

Diabéte auto-immun a évolution lente chez | Similaire au type 1 a évolution lente chez
I’adulte I’adulte mais a plus de caractéristiques du
syndrome métabolique, un seul auto-
anticorps GAD et qui retient plus de

fonction des cellules B.

Diabete de type 2 sujet a la cétose Présente une cétose et une carence en
insuline mais plus tard ne nécessite pas
d’insuline; épisodes fréquents de cétose, sans

cause auto-immune.
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Autres types specifiques

Diabete monogénique :

o Défauts monogéniques dans la

fonction des cellules 3

o Défauts monogéniques de 1’action de

I’insuline

o Causés par des mutations génétiques
specifiques, a plusieurs manifestations
cliniques nécessitant un traitement
différent, certaines survenant en période
néonatale, d’autres au début de 1’age
adulte.

o Causes par des mutations génétiques
specifiques; a des caractéristiques
d’insulinorésistance sévére sans obésiteé;
le diabete se développe lorsque les
cellules B ne compensent pas la

résistance a I’insuline.

Maladies du pancréas exocrine

Multiples conditions qui affectent le pancréas

pouvant engendrer une hyperglycémie
(pancréatite,  néoplasie,  mucoviscidose,
hémochromatose).

Troubles endocriniens

Se produit dans les maladies avec un exces
de sécrétion d’hormones antagonistes a

I’insuline  (acromégalie, syndrome de
Cushing, glucagonome, phéochromocytome,

hyperthyroidie).

D’origine médicamenteuse ou chimique

Quelques médicaments et produits chimiques
altérent la sécrétion ou 1’action de I’insuline,

et d’autres peuvent détruire les cellules P

(vacor, streptozotocine, alloxane,
glucocorticoides, hormone thyroidienne,
diazoxide, diuretiques thiazidiques,
minoxidil, contraceptifs oraux, L-dopa,
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agonistes  alpha-adrénergiques, agonistes

béta-adrénergiques, dilantin, pentamidine,

acide nicotinique, interféron-alpha).

diabéte lié a une infection

Certains virus ont été associés a la

destruction  directe des  cellules J

(rubéole congénitale, cytomégalovirus).

Formes spécifiques rares de diabete auto-

Associés a des maladies auto-immunes rares

immun (Syndrome de I’homme raide, anticorps anti-
récepteur de I’insuline).
D’autres syndromes génétiques parfois | De nombreuses maladies génétiques et

associé au diabéte

anomalies chromosomiques augmentent le
risque de diabéte (syndrome de Down,
syndrome de Klinefelter, syndrome de

Turner).

Diabéte non-classé

Utilisé pour décrire le diabete qui n’entre pas
exactement dans 1’une des autres catégories.
Cette  catégorie  doit  étre  utilisée
temporairement lorsqu’il n’y a pas de

diagnostic clair.

Hyperglycémie détectée pour la premiere fois pendant la grossesse

Diabete sucré pendant la grossesse

Diabete de type 1 ou de type 2 diagnostiqué
pour la premiéere fois pendant la grossesse.

Diabéte sucré gestationnel

Hyperglycémie inférieure aux seuils du
diabete

diabéte :

pendant la grossesse (critéres du
glycémie a jeun > 7,0 mmol/L ou
glycémie post-charge de 2 heures > 11,1

mmol/L ou Hbalc > 48 mmol/mol).
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1.1.5.2. Diabete de type 1 (DT1) insulinodépendant

Cette forme de diabete représente environ 5 % des personnes atteintes de diabete et
résulte d’une destruction auto-immune a médiation cellulaire des cellules B du pancréas. Les
marqueurs de la destruction immunitaire de la cellule B comprennent les auto-anticorps des
cellules insulaires, les auto-anticorps contre I’insuline, les auto-anticorps contre 1’acide
glutamique déshydrogénase (GADG65) et les auto-anticorps contre les tyrosines phosphatases
IA-2 et IA-2b. Un ou plusieurs de ces auto-anticorps sont habituellement présents chez pres
de 90 % des individus lorsqu’ils sont initialement détectés. De plus, il existe une forte
association HLA (antigenes des leucocytes humains), avec une liaison aux genes DQA et
DQB, et elle est influencée par les genes DRB. Ces alleles HLA-DR/DQ peuvent soit
prédisposer, soit protéger contre le développement du diabéte. Le diabéte a médiation
immunitaire survient fréquemment pendant 1’enfance et 1’adolescence, mais il peut survenir a

tout &ge, méme dans les huitiemes et neuviémes décennies de la vie.

La destruction auto-immune des cellules B a de multiples prédispositions génétiques
(conférees par des génes diabétogenes sur le bras court du chromosome 6, faisant partie ou a
proximité de la région du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC)) et est liée a des
facteurs déclencheurs environnementaux (éventuellement infections virales, toxines
chimiques ou exposition aux protéines du lait de vache dans la petite enfance) celles-ci sont
encore mal connues. Ces patients sont également sujets a d’autres troubles auto-immuns tels
que la maladie thyroidienne auto-immune, la maladie d’Addison, le vitiligo, 1’hépatite auto-
immune, la myasthénie grave, la sprue coeliaque et I’anémie pernicieuse. Dans le DT1, le
taux de destruction des cellules B est variable. Elle est généralement rapide chez les
nourrissons et les enfants, et souvent lente chez les adultes. Lorsqu’une destruction aigué€ ou
rapide des cellules B se produit, le développement d’une acidocétose peut €tre la premicre
manifestation. D’autres, en particulier chez les adultes, peuvent avoir un processus plus
insidieux qui peut rapidement évoluer vers une hyperglycémie sévére et/ou une acidocétose

en présence de facteurs de stress tels qu’une infection [14, 15].
1.1.6. L’insulinothérapie

L’objectif de I’insulinothérapie dans le DT1 est de faire correspondre les besoins

physiologiques en insuline a la fois pendant la période de jelne et de post-absorption, de
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méme que d’optimiser une augmentation anticipée de la glycémie aprés un repas glucidique.
L’insulinothérapie doit étre initiée immédiatement (dans les 6 h si une cétonurie est présente)
apres le diagnostic pour prévenir les crises hyperglycémiques. La dose quotidienne totale
d’insuline peut dépendre de 1’age, différer d’une personne a ’autre et changer au fil du temps
ainsi qu’au jour le jour en raison de l’activité physique, du stress et des changements
hormonaux tels que 1’évolution de I’insensibilit¢ a I’insuline pendant la puberté, d’ou le

besoin d’une réévaluation réguliére des besoins individuels en insuline

Au cours de la derniére décennie, les régimes intensifs tels que les injections
quotidiennes multiples (MDI) et le régime de perfusion sous-cutanée continue (CSII) en
comparaison aux régimes d’une a deux injections d’insuline basale seule ou en combinaison
avec I’insuline prandiale, sont de plus en plus utilisés. Malgré que les modes intensifs offrent
une certaine flexibilité dans les habitudes alimentaires et la vie sociale et familiale, ils
nécessitent également des niveaux élevés de motivation, d’éducation des patients,
d’augmentation de I’apport en soins de santé et de ressources. Qui plus est, les omissions (ou
la non-observance) d’insuline et le manque d’ajustement de la dose peuvent avoir un impact

sur le controle glycémique [16].
1.1.6.1. Dispositifs d’administration d’insuline

1. Les seringues (injection intraveineuse) :

Les seringues a insuline conviennent si un mélange libre d’insuline (insuline a action
courte et intermédiaire) est souhaité, pour ceux qui s’injectent des doses d’insuline
supérieures a 60-80 unités par jour et/ou comme dispositif de secours. Cela nécessite de la
dextérit¢ manuelle et de 1’acuité visuelle pour s’assurer que des doses précises d’insuline

peuvent €tre préparées pour 1’injection.

2. Les stylos (injection sous-cutanée):

Les stylos a insuline sont disponibles en modeles pré-remplis jetables ou réutilisables
avec des cartouches rechargeables. Ces stylos ont une aiguille courte, fine et une fenétre de
doseur avec un cadran qui peut étre tourné par incréments d’une ou deux unités jusqu’a
quantité requise. Le dispositif est discret, durable, a un design extérieur attrayant, nécessite
moins de force d’injection et certains ont une fonction de mémoire intégrée qui est

particulierement utile chez les enfants ou les patients étourdis.
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Des stylos a insuline sont disponibles pour toutes les formulations d’insuline
analogique et la plupart des formulations d’insuline humaine. De surcroit, presque tous sont
exclusifs et congus pour n’étre utilisés qu’avec I’insuline du méme fabricant, et le choix du

stylo se résume au choix de I’insuline [17].

Les problémes rencontrés lors de la prise d’insuline par injection sous-cutanée ;
complications  dermatologiques  (cicatrisation,  erythéme, nodules  sous-cutanés,
lipohypertrophie, lipoatrophie ou dystrophie, infection cutanée localisée et abces), la phobie

des aiguilles et la prise de poids [18].

3. Les pompes (perfusion) :

Perfusion sous-cutanée continue d’insuline (CSII) ou régime de pompe a insuline. La
CSII implique I’utilisation d’une pompe a insuline, dont il existe de nombreux types

différents. Les principales indications de leur utilisation sont :

e L’age ; chez les enfants de moins de 4 ans, les injections quotidiennes multiples
(MDI) peuvent étre peu pratiques et la CSII peut é&tre commencée des le diagnostic ;
e Hypoglycémies répétées; chez les enfants > 12 ans ;

e Echec de I’optimisation de I’HbA1c ; chez les enfants > 12 ans.

La CSII nécessite une compréhension considérable de la part de I’enfant et de la
famille pour la réussite du traitement. Cela requiert de revoir et d’affiner les connaissances sur

le comptage des glucides et des stylos a insuline de rechange en cas de panne de la pompe.

Les progrés technologiques ont conduit a plusieurs systémes d’administration de
pompes a insuline disponibles pour les patients qui répondent aux critéeres NICE. Il existe
actuellement des systémes de pompe a insuline capables de suspendre 1’administration
d’insuline en prévision d’une hypoglycémie (Medtronic 640G) et d’ajuster le débit basal
d’insuline tout au long de la journée (Medtronic 670G). Il existe également des systemes
hybrides en boucle fermée (CamAPS FX, Tandem T Slim X2 et Medtronic 780G) qui
utilisent des algorithmes pour augmenter, diminuer ou suspendre 1’administration d’insuline a
I’aide d’une technologie prédictive afin de prévenir ou de minimiser 1’impact de

I’hyperglycémie ou de I’hypoglycémie. Il y a un ajustement continu du débit de base tout au
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long de la journée en réponse aux informations fournies par le capteur du moniteur de glucose
en continu (CGM).

Comme la CSII ne comporte pas d’insuline a action prolongée, I’interruption de
I’administration peut entrainer une hyperglycémie et une cétose dans les 4 a 6 heures. Une
défaillance de la pompe peut survenir suite a plusieurs raisons, notamment une batterie
déchargée, un blocage dans le dispositif d’administration, une fuite au niveau du site de la
canule ou une utilisation récurrente du méme site entrainant une lipohypertrophie et une

administration erratique d’insuline [19].
I.1.7. L’insuline par voie orale, pourquoi ?

La sécrétion et la cinétique physiologiques de I’insuline ont un certain nombre de

spécificités a reproduire pour atteindre une normoglycémie maintenue lors du DT1 :

1. A D’état basal, les besoins en insuline peuvent varier selon I’ampleur de la
consommation calorique au cours des 24 heures précédentes, avec 1’expérience
d’une hypoglycémie, d’activité physique ou de stress aigu, et au cours de quelques
d’heures pour une maladie concomitante (infection, traumatisme). Ceci est
centralement régulé a travers le glucose plasmatique, détecté intra-vasculairement
par la glucokinase des cellules f3.

2. La fonction de détection est trés rapide avec une régulation sur une base de 1 a 3
minutes.

3. La sécrétion d’insuline est elle-méme pulsatile avec des oscillations de 3 & 10 min,
ce qui est probablement nécessaire pour garantir une sensibilité rapide au
changement [20].

4. L’administration d’insuline est directe dans le sang via la veine porte et, passe
d’abord par le foie pour une extraction d’environ 50 % - 80% [21].

5. Une fois dans la circulation, le t; de la concentration d’entrée est d’environ 4 a 5
min avec €limination via le récepteur de I’insuline, méme si la moiti¢ du temps
d’action au niveau muscles squelettiques soit de 20 min et plus courte au niveau du

foie.

En mangeant, la sécrétion d’insuline augmente considérablement, remplissant tout le

volume de distribution d’insuline (environ 15 L) a une concentration bien supérieure a celle
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des concentrations périphériques basales en seulement 30 minutes. Il s’agit principalement
d’une réponse aux réflexes nerveux et aux hormones incrétines de la paroi intestinale, et non
d’une réponse directe au glucose ou aux acides aminés des aliments. Cependant, ceux-Ci
modulent la chute de la sécrétion d’insuline jusqu’aux niveaux de base sur environ 4 h apres
un repas riche en glucides. Ainsi, les excursions de glucose sont limitées a un pic d’environ
7,0 mmol/l et ne dépassent pas 5,5 mmol/l pendant plus d’environ 30 min. Sans compter qu’il

n’y a pas d’hypoglycémie tardive (< 3,0 mmol/l).

Ce contréle performant du glucose évite sa toxicité aigue a long terme, tout en gardant
ses propriétés de carburant. A ce jour, aucun traitement d’insuline n’a réussi a relever le pari

de cocher ces cases [20].
1.1.7.1. Avantages de ’insuline orale

Les voies d’administration non parentérales minimiseraient le risque pour la santé créé
par I’injection répétée d’insuline, surpasseraient les complications résultant de la nécessité de
techniques stériles associées aux formulations parentérales et pourraient fournir un moyen
plus approprié de contréler leur profil de libération. Malgré le succeés limité de ces voies, la
désirabilité de I’insuline orale encourage la poursuite des recherches. La commodité d’une
pilule orale améliorerait la compliance du patient a ’insulinothérapie, et par conséquent, un
meilleur contrdle métabolique serait atteint ainsi que la réduction des complications liées au
diabete et de toutes leurs conséquences. Cependant, I’amélioration de la qualité de vie permise
par I’insuline orale n’est pas la seule caractéristique qui en fait la voie la plus souhaitable.
Jugée comme la voie alternative la plus physiologique apres absorption gastro-intestinale,
I’insuline permettrait une meilleure homéostasie du glucose et serait fusionnée a une
hyperinsulinémie périphérique réduite (celle-ci est élevée dans le cas sous-cutanée), ce qui
peut déclencher une sur-stimulation délétere de la croissance, de la division cellulaire et
d’autres réponses métaboliques. L’insuline orale est la méthode optimale d’administration
d’insuline, car elle est sfre, rend ’hormone disponible d’une mani¢re qui compense les
anomalies métaboliques du diabéte sucré et est psychologiquement et socialement acceptable
[22].
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1.1.8. Contraintes de la voie orale

Congu fondamentalement pour la digestion et 1’absorption de nutriments,
d’¢lectrolytes et de fluides, le tube digestif doit aussi agir simultanément comme une premicre
ligne de défense contre les toxines et les agents pathogénes exogenes. De ce fait, les
médicaments protéiques administrés par voie orale, comme I’insuline, sont normalement
dégradés par les barrieres chimiques et enzymatiques du tube digestif. Le temps de transit
moyen dans l'estomac étant 2,5 h et le temps de séjour dans lintestin gréle 3-4 h.
Additionnellement, le transport intestinal est limité en raison des barriéres d’absorption
présentes dans 1’épithélium (figure 1.6). Il est donc essentiel de comprendre les
caractéristiques et la fonction de ces barrieres pour concevoir un vecteur efficace
d’administration [23,24].

1.1.8.1. Barriere chimique

Pour étre efficace, un médicament protéique administré par voie orale doit transiter le
long du tube digestif, adhérer et s’infiltrer a travers la couche de mucus, traverser I’épithélium
intestinal, entrer dans la veine porte et enfin atteindre la circulation périphérique. Toutefois,
de nombreux MP sont sensibles a la variation du pH dans le tube digestif. Le pH luminal varie
de trés acide dans I’estomac (pH 1,2 - 3,0) a 1égérement basique dans I’intestin (pH 6,5 - 8,0).
Ces variations de pH peuvent provoquer I’oxydation, la désamidation ou 1’hydrolyse des

protéines médicamenteuses induites par le pH, entrainant une perte de leur activité.
1.1.8.2. Barriere enzymatique

Les protéases gastro-intestinales digérent généralement 94 a 98 % des protéines
administrées par voie orale et produisent des fragments peptidiques et des acides aminés plus
petits qui peuvent étre absorbés par les entérocytes. La plupart des médicaments protéiques
sont donc vulnérables a la dégradation enzymatique par les protéases présentes dans le tube
digestif. Ces protéases peuvent étre divisées en trois classes : les protéases luminales,
membranaires et cytosoliques. Les protéases luminales sont sécrétées par le pancréas et
libérées dans D’intestin gréle, tandis que les protéases membranaires et cytosoliques sont

groupées aux enterocytes.
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Les protéines thérapeutiques a voie orale sont soumises & une dégradation
protéolytique dans 1’estomac par la pepsine et, ensuite, dans 1’intestin gréle par des enzymes
pancréatiques telles que la trypsine, la chymotrypsine, 1’¢lastase et les carboxypeptidases.
Elles sont ensuite digérées par les aminopeptidases présentes dans la membrane de la bordure
en brosse lors de leur passage a travers les entérocytes. Parmi les diverses protéases
mentionnées ci-dessus, [I’insuline est principalement dégradée par la trypsine, la
chymotrypsine et les carboxypeptidases dans la lumiere intestinale ainsi que dans la couche de
mucus. En plus de I’enzyme-de-dégradation-de-1’insuline et autres enzymes spécifiques dans
le cytosol. Enfin, méme si une quantité significative d’un médicament protéique réussit a
traverser 1’épithélium intestinal, un métabolisme de premier passage important par les
microsomes du foie réduit encore la fraction de la dose entrant dans la circulation systémique.
Expliquant, le peu de médicaments protéiques survivant a I’attaque enzymatique, lors de

I’absorption dans le tractus GI.
1.1.8.3. Barriéres d’absorption

Les barrieres d’absorption sont toutes aussi difficiles. La premicre barriére rencontrée
par ces médicaments est la couche de mucus, qui fonctionne comme une barriere
diffusionnelle et enzymatique. Physiologiquement, le mucus est continuellement sécrété et
détaché de la surface épithéliale, renouvelé toutes les 4 a 5 h. Cette paroi semi-perméable, est
perméable aux des nutriments, a I’eau et aux petites molécules, tout en restant imperméable
aux bactéries et aux agents pathogenes. Ainsi, un médicament administré par voie orale doit
s’infiltrer a travers la couche non remuée de mucus avant d’atteindre la surface de
I’épithélium intestinal. De plus, il faut prendre en considération la répulsion électrostatique
entre les médicaments protéiques et la couche de mucus (chargée négativement), empéchant

le contact étroit avec les cellules épithéliales absorbantes.

La deuxiéme barriére est 1’épithélium intestinal. Le passage peut se faire a travers
I’épithélium, soit par la voie transcellulaire, ou la voie paracellulaire. La quasi-totalité des
médicaments cliniques administrés par voie orale sont absorbés par diffusion passive
transcellulaire, ce qui est favorisé par une perméabilité élevée et un gradient de concentration
élevé a travers la membrane cellulaire. Les membranes cellulaires étant basiquement
constituées de bicouches phospholipidiques, 1’absorption par diffusion passive est largement

limitée aux médicaments lipophiles dont le poids moléculaire (My) est inférieur a 700 Da.
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Bien qu’elle augmente proportionnellement a la lipophilie du médicament, la perméabilité
intestinale est inversement proportionnelle au M,y des médicaments. La plupart des
médicaments protéiques sont hydrophiles avec un My supérieur a 3000 Da, d’ou la difficulté

du passage par les membranes cellulaires.

Le transport a travers I’épithélium intestinal par la voie paracellulaire est minime, en
raison des jonctions serrées entre les cellules voisines. Seuls les petits médicaments
hydrophiles, dont le My est inférieur & 200 Da et R < 15A, peuvent étre transportés par la
voie paracellulaire. En D’absence d’amplificateurs d’absorption, les protéines sont
généralement exclues de cette voie. Par conséquent, malgré I’existence de multiples voies de
transport, la plupart des médicaments protéiques présentent une absorption inadéquate apres

administration orale [24,25].

En ce qui concerne I’insuline, sa tendance a 1’agrégation a des concentrations
supérieures a 100nM, la fait passée d’une dimension monomérique d'environ 12 - 14A & une
conformation hexamérique plus volumineuse, entravant son transport a travers I'épithélium
intestinal [26].

Transit time Barriers

Mouth <1 min N/A
Esophagus <1 min N/A
Stomach 25h Acidic pH

Digestive enzymes

Small intestine 3-4h Digestive enzymes
Inhibition of insulin

Mucus layer absorption by
viscos mucus layer
Tight junctions and tight junctions

v
Transcellular

Paracellular

Figure 1.6 : Segments du tube digestif et les obstacles a une administration

efficace de l'insuline par voie orale.
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1.1.8.4. Contrainte de formulation

La stabilité de I’insuline, est une contrainte indéniable, en raison de sa sensibilité au
pH, a la température, a I’agitation, aux acides, aux bases et aux ions de métaux lourds. Tout
changement dans I’environnement externe peut entrainer une modification de sa structure
tridimensionnelle, qui & son tour peut modifier son activité biologique donc biodisponibilité
(ceci sera abordé plus précisément en chapitre 2) [26]. Sans oublier, le théme de la
conservation, du stockage et de la projection a grande échelle. La composition ne doit

comporter aucun élément ayant un risque pour la sante.

Les scientifiques ont tenté de surmonter ces obstacles lors de I’administration orale
d’insuline en exploitant maintes stratégies de formulation, dont la PEGylation, I’endocytose
médiée par récepteurs, les peptides pénétrant dans les cellules ainsi que la création de
nanoparticules, microparticules, d’hydrogels, de technologies innovantes de comprimes,
capsules avancées et méme des formulations a base de solutions ioniques, des patchs GIT, etc
[26].
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1.2. Microencapsulation

En septembre 2019, le comprimé semaglutide de Novo Nordisk (Rybelsus®) est entré
sur le marché. Bien qu'il s'agisse d'une grande avancée dans les médicaments peptidiques
oraux pour le traitement du diabéte sucré, la biodisponibilité orale de Rybelsus® n'est que de
0,4% a 1% apres administration orale [27].

La faible biodisponibilité orale des médicaments peptidiques comme l'insuline, qui ont
une faible lipophilie et un poids moléculaire élevé, est majoritairement due a leur instabilité
dans l'environnement physiologique gastro-intestinal et a leur mauvaise perméabilité
épithéliale [27, 28].

Au fil des années, les systemes d'administration de médicaments microparticulaires
composes de biopolyméres ont été étudiés pour administrer I'insuline de maniére spécifique et
contr6lée. Les microparticules, lorsqu'elles sont formulées avec des excipients et des
polymeres appropriés, sont des systemes d'encapsulation prometteurs pour protéger la
protéine/peptide de la dégradation in vitro et in vivo, améliorer sa stabilité, fournir un rapport
surface/volume accru pour la libération du peptide et I'absorption gastro-intestinale, réduire
les effets indésirables et donc améliorer la biodisponibilité [29]. Sur cette base, voici un
schéma explicatif des différents critéres structurant le véhicule (nano/microcapsules) idéal a

I’administration orale (figure 1.7) :
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Figure 1.7 : Schéma récapitulatif des attribues du véhicule nano/micro-particulaire idéal [30].

Dans cette seconde partie nous entamerons les techniques de microencapsulation avec
leur évaluation, nous distinguerons les facteurs déterminants pour la stabilité¢ de I’insuline et
pour le rendement de la microencapsulation par émulsion/ évaporation de solvant, et finirons

sur la cinétique de libération de ces microcapsules.
1.2.1. Principe

La microencapsulation regroupe I’ensemble des technologies qui permettent la
préparation de microparticules individualisées, constituées d’un matériau enrobant contenant
une matiére active. Les microparticules présentent une taille comprise entre 1 um et 1 mm et
contiennent typiquement entre 5 et 90 % (en masse) de matiére active. Les matieres actives
sont d’origines trés variées : principes actifs pharmaceutiques, actifs cosmétiques, additifs
alimentaires, produits phytosanitaires, essences parfumées, micro-organismes, cellules, ou
encore catalyseurs de réaction chimique... Les matériaux enrobants sont des polymeéres
d’origine naturelle ou synthétique, ou des lipides. Les microparticules obtenues présentent

deux types de morphologies (figure 1.8) :
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® soit une microcapsule, c’est-a-dire une particule réservoir constituée d’un ceeur de
matiére active liquide (plus ou moins visqueux) ou solide, entouré d’une

membrane solide continue de matériau enrobant ;

® soit une microsphére, c’est-a-dire une particule constituée d’un réseau
macromoléculaire ou lipidique continu formant une matrice dans laquelle se
trouve finement dispersée la matiere active, a 1’état de molécules, de fines

particules solides ou encore de gouttelettes de solutions [31].

Membrane Réseau polymére

Matiére active encapsulée Matiére active
(eristal, solution, émulsion...) dispersée
microcapsule @ microsphére
systéme réservoir systéme matriciel

Figure 1.8 : Morphologie des microparticules.

1.2.2. Emulsion avec évaporation du solvant

La technique de microencapsulation par évaporation de solvant est largement
appliquée dans I’industrie pharmaceutique pour obtenir une libération contr6lée d'un
médicament. Cette libération contrélée du médicament présente des avantages cliniques
remarquables : réduction de la fréquence de dosage, plus de commaodité et d'acceptation pour

les patients, et ciblage du site d’action, ce qui se traduit par une efficacité accrue.

Constituée de deux étapes majeures étant I’émulsification puis 1’élimination du
solvant, diverses approches sur cette méthode sont disponibles et dépendent de 1’hydrophilie
ou de la lipophilie du principe actif :

1. Pour les PAs insolubles ou peu solubles dans I'eau : la méthode huile dans I'eau (o/w)
est frequemment utilisée. Cette méthode est la plus simple et les autres méthodes
dérivent de celle-ci. Elle comporte quatre grands niveaux : (1) dissolution du

médicament hydrophobe dans un solvant organique contenant le polymeére ; (2)
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émulsification de cette phase organique, appelée phase dispersée, dans une phase
aqueuse appelée phase continue; (3) extraction du solvant de la phase dispersée par la
phase continue, accompagnée de I'évaporation du solvant, transformant les
gouttelettes de la phase dispersée en particules solides ; et (4) récupération et séchage
des microspheres pour éliminer le solvant résiduel.

Les deérives de ce procédé comprennent la méthode du co-solvant (o/w) ;
lorsque le médicament n'est pas soluble dans le solvant principal, un second solvant
est utilisé. La méthode de dispersion s/o/w ; ou le médicament est dispersé sous
forme de poudre solide dans la solution polymérique de solvant organique. La
méthode non-aqueuse 0/0 ; la phase aqueuse est remplacée par une huile (ex. I'huile
minérale).

2. Pour les PAs hydrophiles : la méthode de la double émulsion w/o/w, ou la solution
aqueuse contenant la molécule thérapeutique est émulsionnée avec une phase
organique polymérique (w/0), cette émulsion est ensuite dispersée dans une seconde

solution aqueuse formant une seconde émulsion (double émulsion w/o/w) [32].
1.2.2.1. Facteurs déterminants

Durant les maintes procedures employées, compte nombre de facteurs influencant les

propriétés des microparticules finales ; nous essayerons d’en énumérer le maximum.
1.2.2.1.1. Matieres premieres

Composée de plusieurs phases; la microencapsulation repose sur le choix du

polymere, du solvant et des tensioactifs.
1.2.2.1.1.1. Polymére

La biodégradabilité ou la biocompatibilité est une propriété essentielle pour le
polymere utilise en applications pharmaceutiques. La "biodégradabilite™ signifie que les
composants sont dégrades en segments inoffensifs qui sont soit métabolisés, soit excretés. La
"biocompatibilité" signifie que le composant doit étre physiologiquement tolérable et ne doit

pas provoguer de réaction locale ou systémique indésirable aprés administration [32].

Les polymeéres biodégradables ont été largement classés en deux grandes catégories en

fonction de leur origine en tant que polymeéres naturels et synthétiques. Les polymeres
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biodégradables naturels peuvent étre obtenus a partir de plantes, d'animaux ou de micro-
organismes, tandis que les polymeéres biodégradables synthétiques sont synthétisés
chimiquement. Quelques exemples de polymeéres naturels biodégradables sont le dextrane, la
gélatine, l'alginate, le chitosane, l'agarose et I'acide hyaluronique. Plusieurs polymeéres ont été
synthétisés pour délivrer des médicaments, des macromolécules, des protéines et ceux-cCi
peuvent étre manipulés a diverses fins en incorporant plusieurs groupes labiles tels que I'ester,
le carbonate, I'anhydride, I'amide, l'urée, etc. dans leur squelette. Le polymeére naturel présente
certains avantages tels que la biocompatibilité, la biodégradabilité et le faible codt, tandis que
les polymeéres synthétiques tels que PLGA (poly (acide lactique-co-acide glycolique)) et

PELA (polyethylene acide lactique) offrent une meilleure propriété de réticulation [33].

Des polymeéres non biodégradables présentant une bonne biocompatibilité sont
également utilisés comme vecteurs de libération. L'éthylcellulose (dégradable mais non
biodégradable) peut étre administrée par voie orale pour protéger le médicament du tractus
gastro-intestinal ou administrée par voie intraduodénale pour une absorption intestinale
prolongée. Les microsphéres de polyméthacrylate de méthyle (biocompatible mais non
dégradable) sont largement utilisées comme matériau de ciment osseux dans la libération
d'antibiotiques pour les infections osseuses (telles que I'ostéomyélite) et les tumeurs osseuses.
Un retrait chirurgical est ensuite nécessaire car le polyméthacrylate de méthyle n'est pas
dégradable, celui-ci est également utilisé comme polymeére modele pour I'optimisation des
processus a grande échelle (jusqu'a un lot de 100 L) dans les travaux de Maa et Hsu (1996),
car il s'est avéré avoir un comportement similaire a celui du PLGA du point de vue de

I'ingénierie et il est beaucoup moins cher que le PLGA.

Le choix du polymére utilisé comme support de médicament dépend également de la
vitesse de libération souhaitée, qui est essentiellement déterminée par les propriétés physiques
du polymere. Si un polymeére ne peut offrir une libération satisfaisante, nous pouvons opter
pour un copolymeére, construit a partir de deux polymeéres existants, ses propriétés sont
améliorées puisqu'il possede deux segments sur la chaine. Dans le travail de Huang et al.
(1997), un copolymere (PEG/PLA) a été synthétisé a partir de polyéthylene glycol (PEG) et

d’homopolymeres d'acide polylactique (PLA) afin d'augmenter la vitesse de dégradation.

Les polymeres et copolymeére de PLA et PLGA, sont les plus couramment employés

avec I’approbation de la FDA (Food and Drug Administration) [32].
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% Acide polylactique (PLA) :

Le PLA est un polymere chiral contenant des atomes de carbone asymétriques avec
une conformation hélicoidale. Deux isomeres optiques, lI'acide L- et D-lactique, sont utilisés
pour synthetiser le PLA. L'acide lactique peut étre produit biologiquement ou chimiquement.
Par fermentation, il existe exclusivement sous forme d'acide L-lactique et sa polymérisation
par condensation conduit a du PLLA de faible poids moléculaire, tandis que I'acide lactique
produit par des procédés chimiques pourrait étre obtenu avec divers rapports de L- et D -acide
lactique. Les réactions chimiques qui forment I'acide lactique dimere cyclique en tant qu'étape
intermédiaire de la production de PLA pourraient entrainer des chaines macromoléculaires
avec des unités monomeres LLA et DLA et la voie de polymérisation par ouverture de cycle
(ROP) présente l'avantage de produire des polymeéres de haut poids moléculaire tout en
permettant le contrdle des propriétés du PLA en ajustant les ratios et la séquence des unités

d'acide L- et D-lactique.

Le PLA commercial est un mélange de PLLA et de PDLA ou de copolymere PDLLA
(figure 1.9), obtenu par la polymérisation de LLA et DLLA, respectivement. De nombreuses
propriétés importantes du PLA sont contrdlées par le rapport des énantiomeres D, L et leur
séquence d'arrangement. Le PLLA constitue la principale fraction du PLA dérivé de sources
renouvelables puisque la majorité de l'acide lactique obtenu a partir de sources biologiques
existe sous forme de LLA. Le PLA avec une teneur en PLLA supérieure a 90 % a tendance a
étre cristallin tandis que celui avec une pureté optique inférieure est amorphe. La température
de fusion (Tm), la température de transition vitreuse (Tg) et la cristallinité du PLA diminuent

avec la diminution des quantités de PLLA [34].
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Paly{L-lactic acid) [poly(L-lactide) (PLLA)J]
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Figure 1.9 : Structure chimique des PLA’s.

Ces PLA et copolymeéres appartiennent a la famille des polyesters aliphatiques, et donc
leurs groupements esters sont dégradés hydrolytiquement en présence d'eau. Ce sont des
matériaux solides insolubles dans I'eau. La dégradation du PLA se fait par la scission des
chaines principales ou des chaines latérales et peut étre causée par nombre de mécanismes
chimiques (dégradation mécanique, réactionnelle, thermique et photonique) ou biologiques
(par microorganisme ou enzymatique). La biodégradabilité ou la vitesse de biodégradation du
PLA dépend de la structure, de la morphologie, la cristallinité (avec une relation inverse), du
poids moléculaire (avec une proportionnalité inverse), de I'introduction de fonctionnalite,

d'additifs et des conditions environnementales [35].

Afin de prévoir la compatibilité et la solubilité du PLA dans un solvant donné. Les
HSP (Hansen Solubility Parameters) furent élaborés, rendant le calcul plus pratique d’aprés la

similitude entre les parameétres thermodynamiques, comme suit dans cette équation :
distance = [4(6D; — 6D,)" + (6P, — 8B,)” + (6H, — 6Hp)2]1/2 ................ (1)
Ou:
8D et 6D, ; Coefficient de dispersion pour le solvant et le polymere.
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0P et 6B, ; Coefficient de liaison polaire pour le solvant et le polymere.

0H, et 6H,, ; Coefficient de liaison hydrogene pour le solvant et le polymere.

Lorsque la distance = 0, le solvant et le polymere sont si thermodynamiquement

similaire que le polymére sera tres soluble. Plus la distance augmente, plus la solubilité

diminue. Au-dessus d'une certaine distance la solubilité est négligeable. Le calcul indique que
les HSP (dD, dP, dH) pour le PLA sont (18,6 ; 9,9 ; 6,0) et que le rayon de 10,7 est assez

détendu, ce qui signifie qu'une gamme assez large de solvants dissoudra ou au moins gonflera

le PLA [36].

1.2.2.1.1.2. Solvant

Un solvant approprié doit répondre aux exigences suivantes :

o pouvoir dissoudre le polymére choisi ;

o étre faiblement soluble dans la phase continue ;

o avoir une volatilité élevée et un point d'ébullition bas ;

o avoir une faible toxicité [32].

Tableau 1.2 : Exemples de solvants communs a la microencapsulation [37].

Solubilité (%

Point cl q
5 900 asse du
Solvant m/m) a20°C d’ébullition Limite (ppm)
. solvant (USP)
SIW |[W/S (°C)
Dichlorométhane 2.00 0.20 39.8 Class 2 600
Acétate de butyle 0.68 1.20 126.6 Class 3 5000
Acétate d’éthyle 8.70 3.30 76.7 Class 3 5000
Formiate d'éthyle | 13.60 4.50 54.7 Class 3 5000
Butanone 26.80 | 11.80 79.6 Class 3 5000

S/W : solvant dans I’eau, W/S : eau dans solvant
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Le dichlorométhane est le solvant le plus courant pour I'encapsulation utilisant la
technique d'évaporation de solvant en raison de sa volatilité élevée, de son point d'ébullition
bas et de sa haute immiscibilité avec I'eau (tableau 1.2). Sa pression de vapeur saturante élevée
par rapport aux autres solvants (453 mbar a 20°C) promet un taux d'évaporation élevé, ce qui
raccourcit la durée de fabrication des microsphéres. Cependant ce solvant est confirmé
cancérogéne selon les données de I'EPA (Environmental Protection Agency) et les recherches

sont en cours pour trouver des substituts moins toxiques.

L'acetate d'éthyle présente un potentiel prometteur en tant que substitut. Mais du fait
de la miscibilité partielle de l'acétate d'éthyle dans I'eau, les microsphéres ne peuvent pas se
former si la phase dispersée est introduite directement dans la phase continue. L'extraction
soudaine d'une grande quantité d'acétate d'éthyle de la phase dispersée fait précipiter le
polymere en agglomérats semblables a des fibres. Pour résoudre ce probléme créé par la

miscibilité du solvant avec I'eau, trois méthodes peuvent étre utilisées :

o lasolution aqueuse est pré-saturée avec le solvant ;

o la phase dispersée est d'abord émulsionnée dans une petite quantité de solution
aqueuse ; apres la formation de gouttes, cette émulsion est versée dans une grande
quantité de solution aqueuse ;

o la phase dispersée est émulsifiée dans une petite quantité de solution aqueuse, la
solution est agitée et le solvant s'évapore conduisant a la solidification des

microspheres.

Apres avoir usé des consignes sur-mentionnees, les microspheres sont fabriquées avec
succes. Toutefois, celles préparées par le DCM sont sphériques et plus uniformes, tandis que
I'utilisation d'acétate d'éthyle donne des particules qui semblent partiellement effondrées. De
méme pour l'efficacité d'encapsulation du médicament, qui diminue de maniére significative
par rapport aux microsphéres de DCM. Nous supposerons que cela est di a la forte solubilité

de l'acétate d'éthyle dans I'eau, entrainant la perte du médicament [32].
1.2.2.1.1.3. Tensioactifs

Le tensioactif, est frequemment employé pour la dispersion de deux phases non
miscibles et pour la stabilisation de I'émulsion obtenue. Il réduit la tension superficielle de la

phase continue, évite la coalescence et I'agglomération des gouttes.
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Un tensioactif adapté doit étre capable de donner aux microsphéres une taille réguliéere
et une étroite distribution de taille, garantissant une libération du PA plus prévisible. Avant de
choisir le type de tensioactif et sa concentration, il est important de connaitre la polarité des
deux phases non miscibles, la taille de microsphéres souhaitée et la demande sur la sphéricité
des microspheéres. Les tensioactifs pour émulsions sont amphiphiles, lorsqu'il est présent dans
une émulsion, le tensioactif recouvre la surface des gouttes avec sa partie hydrophobe et

dirige sa partie hydrophile vers I'eau.

Il existe quatre types différents de tensioactifs classés selon la nature de la partie
hydrophile de la molécule : anionique, cationique, amphotéere et non ionique. Les tensioactifs
anioniques libérent une charge négative dans la solution aqueuse. lls ont un niveau HLB
(équilibre hydrophile-lipophile) relativement éleve car ils ont tendance a étre hydrophiles. Les
tensioactifs cationiques au contraire libérent une charge positive et les amphotéres se
comportent comme les anioniques a pH alcalin et comme les cationiques a pH acide. Les

tensioactifs non ioniques n'ont pas de charge.

Pour I'émulsion de dichlorométhane/eau, les stabilisants typiques comprennent : non
ionique : PVA partiellement hydrolysé (alcool polyvinylique), méthylcellulose, tween et span
; anionique : dodécylsulfate de sodium (SDS) ; -cationique : bromure de
cétyltriméthylammonium (CTAB) [32].

Les tensioactifs peuvent également étre classés en fonction de leurs propriétés
physicochimiques. Ces propriétés sont exprimées au travers d’'un nombre adimensionnel : le
HLB (Hydro philic-Lipophilic Balance). Le HLB représente le pourcentage en masse du pole
hydrophile par rapport a la masse du tensioactif. La premiére échelle établie par Griffin
(1949) permettait de classer les tensioactifs entre 0 et 20. Une autre échelle, basée sur la
contribution des différents pdles, a été ensuite développée par Davies (1957). Cette échelle
s’étend aux tensioactifs ioniques et permet d’obtenir des valeurs de HLB allant jusqu’a 50

[38].
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— pour un tensioactif polyoxyéthyléné :

Masse moléculaire de I'hydrophile
Masse moléculaire totale

HLB = x 20

— pour un ester d’'acide gras:

HLB= 1_(Indlce de saponification de I'ester ]x 20

Indice d’acide de l'acide gras

En outre, le systtme HLB ne donne aucune indication ni sur la stabilité de I’émulsion,
ni sur les structures optimales du tensioactif non ionique a employer et peut étre utilisé avec
une certaine fiabilité seulement dans des séries homologues de tensioactifs éthoxylés. Il est
dépourvu d’utilité¢ pour les émulsions avec des systeémes mixtes ioniques/non ioniques, avec

des phases huileuses complexes et pour les dispersions [39].

Parmi les tensioactifs, le PVA partiellement hydrolysé est majoritairement utilisé car il
donne les plus petites microspheres. L'ajout de tensioactif diminue la tension superficielle de
la phase continue et la diminution de celle-ci minimise la taille des particules. Cependant, en
raison de la concentration micellaire critique (CMC), la tension superficielle ne peut pas
diminuer a l'infini. Lorsque la concentration de tensioactif atteint un certain niveau, la surface
de la solution est complétement chargée. Tout ajout supplémentaire de tensioactif se disposera

sous forme de micelles et la tension superficielle de la phase aqueuse ne diminuera plus [32].

La conformation en micelles se forme a partir de la concentration micellaire critique
(CMC) et de la température de Krafft (Ty) (voir figure 1.10). Si la formulation se situe sous la
CMC, le film interfacial n’est pas saturé¢ en tensioactifs et la stabilisation du systéme est
insuffisante. Au-dessus de la CMC, le systéme est stable car saturé. De plus, ’excés de
tensioactif peut apporter des propriétés intéressantes pour la formule (propriétés solubilisantes
des micelles) [38].
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Concentration en tensioactif

-

Cristaux +
eau

Micelles +
eau

o Y o S —

Monomeres +
eau

T Température
Figure 1.10 : Diagramme de phase simplifié d'un tensioactif.

Les excipients pharmaceutiques en formulations, notamment les tensioactifs non
ioniques, modifient la fonction des protéines transporteuses membranaires, affectant ainsi le
transport des médicaments. Le principal corpus de preuves a cet égard repose sur des
expeériences in vitro utilisant des modéles de culture cellulaire ou des tissus excisés, alors que
les études preécliniques disponibles dans la littérature sont limitées. Peu d'études ont cherché a
savoir si les surfactants réduisent le transport membranaire et augmentent ainsi la
biodisponibilité orale ; et aucune étude in vivo n'a étudié si les excipients inhibent les
porteurs, et pourraient donc diminuer la biodisponibilité orale. Par conséquent, davantage
d'études précliniques sont nécessaires pour déterminer si les surfactants a une concentration
susceptible d'étre atteinte dans la lumiere intestinale peuvent modifier I'exposition des

substrats de transporteurs et revoir leur innocuité [40].
1.2.2.1.2. Conditions opératoires

Dans le but de synthétiser I’ensemble de paramétres entrants en jeu, nous débutons par
citer les lois empiriques connues liées, puis a la fin, nous résumerons les effets de chaque

paramétre dans le tableau 1.3.
1.2.2.1.2.1. Viscosité

Nous avons deux voies possibles :
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e Le diamétre de Sauter :

Ou ds; est le diametre moyen des microsphéres, [y est la viscosité de la phase
dispersée, U la viscosité de la phase continue et A est un coefficient qui dépend de plusieurs

autres facteurs (qu’on verra plus bas) [32].

e La déformation des gouttelettes : d0 a I’évaporation du solvant ;

N4
”5

Deux parameétres contrdlent la déformation des gouttelettes ; M représente le rapport
de viscosité entre la phase dispersée (n,) et la phase continue (ns), Ca est le nombre
capillaire, y est le taux de cisaillement, a est la taille des gouttelettes et I' est la tension
interfaciale entre la gouttelette et la phase continue phase. Généralement, un indice Ca élevé
(forces visqueuses élevées ou tension interfaciale faible) et/ou un indice M faible conduisent a
des conditions favorisant la déformation voire la rupture des gouttelettes. Les nombres Ca et

M peuvent étre de bons indicateurs de la forme des particules finales [41].
1.2.2.1.2.2. Agitation

La corrélation la plus basique et la plus employée est basée sur la théorie de

Kolmogoroff, elle s'exprime par :

dmax —c _IOI'_‘NZD3 e
D ! o

Dans cette équation, dmax est la plus grande taille de goutte pouvant exister sous
turbulence, D est le diametre de I'agitateur (m), p. est la densité de la phase continue (kg/m?),

N est la vitesse d'agitation (tours/s) , o est la tension interfaciale entre la phase dispersée et la
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phase continue (N/m) et c; est une constante. La valeur de la constante c; est déterminée

expérimentalement. Le diametre de Sauter ds, est proportionnelle au diametre maximal de la

dmax-

Ou ¢, est une constante.

D'autres termes peuvent étre introduits dans I'équation pour inclure l'influence des
facteurs tels que la fraction volumique de la phase dispersée sur la phase continue ainsi que

leur rapport de viscosite.

- fS
d NZDB 3
%—€3E1+C4¢‘](pcg )
dsy _ [ PN?D _3"(5(&)”'25
D o e/ (6)

Sachant que c3 a cs; sont des constantes et que la valeur de

cs((pcN2D3)/a)/°D égale a A [32].

D’un autre point de vue, I’énergie surface Es d’une émulsion au diamétre d, est donnée

par :

Ou o est la tension interfaciale entre les deux phases et V représente le volume total de

la phase dispersée. L'énergie de cisaillement est usée pour fournir I'énergie de surface [41].
1.2.2.1.2.3. Quantité de PA en phase dispersée

Supposons que le médicament (solide ou en solution aqueuse) est dispersé de maniere
homogeéne a l'intérieur de la microsphére. Le médicament forme des gouttes sphériques et la

distance entre chaque goutte est égale. En supposant que la charge de PA est Nq4 (%, Vv/v) dans

Page | 38



Chapitre | : Microencapsulation de [’insuline

la phase dispersée et qu'une goutte de diametre Dq dans un espace cubique de longueur L, Ngq

peut prendre la forme suivante :

(7/6)D3

d L (8)

En prenant en compte que la longueur entre chaque goutte Lgrop = L - Dg; (figure 1.11).

Nous obtenons la loi suivante :

T \1/3
Lo =0 | (575) 1]

................ )
Boundary of Boundary of
microsphere mcrosphere

P R

2 Xﬁg Cubic space —
OO0 o O
D
B deop._ d

Figure 1.11 : Schéma du modele pour le calcul de la distance entre les gouttes de PA [32].
1.2.2.1.2.4. Evaporation du solvant

Le processus de formation des particules s'accompagne de I'élimination du solvant, et
il a été rapporté que le taux d'extraction/d'évaporation du solvant a une influence sur les
caractéristiques définitives des particules. Pendant un long processus d’évaporation, les
gouttelettes subissent une période d’instabilité prolongée lors de la solidification pouvant

entrainer leur allongement durant 1’agitation.

De plus, le taux d'évaporation du solvant semble affecter la structure interne des
particules. Dans des recherches récentes, il a été observé que les particules obtenues a basse
température (4°C) présentaient une structure dure et dense, tandis que celles a 26° C et 39°C

avaient une structure «en nid d'abeille» et 1’autre creuse, respectivement.
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Le taux d'évaporation du solvant est fortement lié a sa volatilité. Katou et al. ont
élucide la cinétique du processus d'extraction/évaporation par solvant avec un modele
mathématique pour prédire la durée de I'extraction par solvant dans une émulsion huile-eau
(H/E) :

_ lv
nd = ks, 0P,

Ou nd est le flux a travers la solution/la surface du film, c'est-a-dire le taux
d'évaporation, ks, est le coefficient de transfert de masse, a représente I'activité du solvant
dans la solution et Pe’i‘,‘lg est la pression de vapeur du solvant pur. Il a également été constaté

que le solvant résiduel dans la phase d'extraction affecte de maniere significative la

morphologie des particules finales [41].

Tableau 1.3 : Paramétres opératoires et leur influence sur les microcapsules finales [32,41].

Elément Influence

L'augmentation de la viscosité améliore également le taux
d'encapsulation du PA, fait grossir les particules et leur

Viscosité de la phase confére une surface lisse et une libération lente.

dispersée La concentration du polymére et son poids moléculaire sont
tous deux proportionnels a la viscosité de la phase dispersée
(la baisse de température a aussi le méme effet).
o Si une taille de gouttelette plus petite est souhaitée, alors une
Agitation

énergie de cisaillement plus élevée est nécessaire.

Il a été observé que l'augmentation de la quantité de PA
améliore l'efficacité de I'encapsulation. Les auteurs
supposent que la perte de médicament dans la phase continue
Quantite de PA est constante alors que les autres conditions opératoires ne
changent pas. Evidemment, il y a une limite pour la quantité
de PA (Ng = 50% avant solidification, donne Lgrop = 0). Sauf

que, la microsphére rétrécit en raison de I'élimination du
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solvant alors le calcul de la charge limite doit se faire en

fonction de la taille apres solidification.

Si la limite est dépassée, le taux d’encapsulation diminue et

la surface des capsules devient poreuse et irreguliere.

Avec la température, le diamétre s’éléve mais le taux

d’encapsulation baisse.
Pression et tempeérature
Avec une pression reduite, le diamétre diminue et la surface des

microcapsules est plus lisse (dense).

1.2.3. Stabilité de ’insuline

L’insuline forme des agrégats de type amyloides ou sphérulites, ces fibrilles coexistent
a faible pH avec deéstabilisation thermique. Celles-ci, ont été découvertes prés des sites
d'injection SC causant des inflammations répétées et délétéres, nommées amylose dérivée de
Iinsuline (IDA) ou «boule d'insuline». Le nombre de cas d'IDA rapportés a augmenté de
maniére significative au cours des derniéres années. Lorsque I'IDA se produit, il entraine un
mauvais controle glycémique et également une occlusion du cathéter en cas de perfusion
continue. Qui plus est, ces agrégats sont positifs a la thioflavine T (ThT), ce qui indique la
présence d'une structure fibrillaire croisée comme on le trouve pour les protéines amyloides

toxiques telles que la t- ou I'a-synucléine [42].
1.2.3.1. Facteurs d’agrégation

L'agrégation des protéines peut étre induite par une grande variété de facteurs in vitro
et in vivo. Les facteurs environnementaux in vitro comprennent la température, le pH, la
présence de co-solvant, les ions meétalliques, la congelation et la décongélation, le stress di a
l'agitation et les surfactants (tensioactifs). Ces facteurs peuvent déplier partiellement la
protéine ou augmenter la propension de la protéine a former des intermédiaires partiellement
repliés, conduisant a lI'agrégation de la proteine. D'autre part, les éléments in vivo se déroulant
a la biosynthese, par exemple un changement ou une mutation dans la chaine polypeptidique

du chaperon, assurant le repliement correcte, conduisant a une altération de la liaison avec la

Page | 41




Chapitre | : Microencapsulation de [’insuline

cible voire son annulation. Sinon, des défauts dans la machinerie de synthése des protéines
(tels qu'une traduction incorrecte, une mauvaise incorporation d'acide aminé, etc.) peuvent
également servir de producteurs d'agrégats, ou la distorsion de facteurs liés a la protéostase
normale comme, au cours du vieillissement, la capacité du protéasome cellulaire a éliminer
les protéines altérées ou mal repliées est réduite, ce qui engendre leur accumulation et

agrégation [43].

Dans ce qui suit, nous ne nous intéresserons qu’aux causes extéricures de la

dénaturation des protéines :
1.2.3.1.1. Température

Les protéines sont stables dans leurs conditions natives grace a I'équilibre entre les
forces de dé/stabilisation. La température élevée a un impact direct sur la conformation des
protéines (niveaux secondaire, tertiaire et quaternaire), et elle provoque une dénaturation des
protéines qui est irréversible par nature (réversible dans certains cas), ce qui entraine
I'agrégation des protéines. En outre, la chaleur catalyse les réactions d'oxydation et de
désamination, ce qui peut également entrainer leur agrégation. Ainsi que, la fréquence élevée
des collisions moléculaires, le renforcement des interactions hydrophobes, la diminution de

I'énergie d'activation et la diffusion accrue des molécules a température élevée.

A faible pH et a forte concentration d'insuline, la fibrillation est caractérisée par des
courbes temporelles typiques de formation amyloide autocatalytique et le processus global est
constitué d'une phase de retard initiale, d'une phase de croissance ultérieure et d'une phase
d'équilibre finale. La fibrillation de I'insuline est significativement accrue avec l'augmentation
de la température. En dessous de 40°C, aucune formation d'amyloide n'a été observée mais a
des températures plus élevées la constante de vitesse de fibrillation a augmenté et la période
de latence a diminué, d’ailleurs a partir de 60°C le temps de latence est si étroit que les

fibrilles ne sont presque plus formés par seconde nucléation.

La stabilité de I’insuline suit une loi sur le modéle d’Arrhenius qui référe a 1’activité

biologique, comme suit :

P(t) = Pyje Ktavec k=e® B/T ... (11) [48].
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Ou : t = temps, Po = activité biologique a t = 0, P(t) = activité biologique a t (mois de
stockage) et k = la constante de vitesse pour T = température absolue (°k) et a, B =

constantes de proportionnalité.

L'enthalpie d'activation E, = 33,8 kJ/mol a été trouvée a partir de la pente du graphique
d'Arrhenius. Il convient de noter que les insulines en solution acide forment des fibrilles en
quelques heures a 37 °C. En revanche, la méme insuline en solution aqueuse a pH 7 peut étre
conservée (sans agitation) a 37 °C pendant plusieurs mois sans formation de fibrilles [44 -
48].

1.2.3.1.2. pH

Le pH est I'un des paramétres clés des bioprocédés, il régule la croissance cellulaire
ainsi que la production de métabolites. Le pH et les forces ioniques influencent également la
stabilité des colloides. Une variation importante du pH par rapport au point isoélectrique (pl)
entraine un dépliage partiel des protéines, ce qui augmente la propension a l'agrégation. Un
changement de pH modifie la charge nette des protéines, et une augmentation de la force
ionique entraine une diminution des répulsions de la charge nette (blindage de la charge).
Normalement, un déplacement du pH vers le pl et une augmentation de la force ionique
favorisent l'agrégation, sauf dans les cas ou la formation d'agrégats est dominée par des

attractions électrostatiques.

Noormégi et al. Ont prouvé que la relation inverse entre le pH et la concentration
d’insuline était déclencheuse de la fibrillation, ¢’est-a-dire qu’a concentration de 2,5 UM, pour
un pH 7.0 - 7.8 il y’a une accélération de 1’agrégation contrairement a pH 2,5 ou le
phénomene est inexistant, compte a la concentration de 250 pM, nous obtenons ’inverse.
Cela dit, entre 50 - 150 uM cette loi n’est plus applicable car la concentration n’entre plus en
jeu. Il fut aussi constaté que 1’agitation n’avait pas d’effet sur le taux de fibrillation a pH bas
contrairement au pH physiologique ou il y’a dépendance. A faible pH, des fibrilles courtes
sont formées, tandis que des " réseaux " de fibrilles plus longues sont détectés a pH neutre.
L’énergie d'activation de la croissance des fibrilles a pH 2,5 était significativement plus faible
(33 kJ/mol) que celle du pH physiologique (84 kJ/mol). Dans une autre étude, on a constaté
que l'intensité de I'agrégation de I'insuline diminuait a un pH de solution de 8,0 par rapport a

7,0 en raison de la répulsion électrostatique. La charge et la lipophilie (hydrophobie) d'une
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protéine varient avec le pH de la solution, ce qui module la formation d'agrégats. Dans une
étude, I'agrégation en fonction du pH dans les protéines intrinsequement désordonnées a été
déterminée par la charge et la lipophilie. La solubilité des protéines a été mise en relation avec

I'équation empirique suivante:
solubilité = a X hydrophobie + B X [charge nette]*> + y X [charge nette] + & .. (12)
a, B et § sont des paramétres modéles. [44, 49].
1.2.3.1.3. Force ionique

L'influence prononcée de la force ionique sur la vitesse de formation des fibrilles
d'insuline a été démontrée par Waugh et al. qui ont comparé la fibrillation dans des solutions
d'acide acétique 8 M (pH 1,6) avec différentes forces ioniques, obtenues par addition de
chlorure de sodium. La réaction de croissance a été examinée en ensemencant des fibrilles
d'insuline préformées dans les solutions organiques d'insuline, et la réaction globale
(nucléation + croissance) a été examinée en chauffant des solutions d'insuline a 1 - 2% dans le

milieu organique.

A la plus faible force ionique de 0,04, la croissance a été considérablement retardée
dans l'acide acétique par rapport a une solution d'acide chlorhydrique de méme pH, mais cet

effet fut stoppé par une augmentation de cette force.

Alors que la réaction globale, qui dépend de la nucléation, était pratiquement absente
apres 18 h a 50 °C et une force ionique de 0,04, la croissance des fibrilles apres I'ajout de
germes de fibrilles était compléte a 52 % apres moins de 4 h dans les mémes conditions. Par
ailleurs, l'augmentation de la force ionique a 0,11 a mené vers I’accroissement considérable
du taux de nucléation (84 % de fibrillation apres 16 h a 50 °C). L'influence promotrice de la
force ionique sur la formation des fibrilles est probablement due a son effet neutralisant sur
les forces répulsives entre les groupes de charge similaire. Cette hypothése est étayée par
I'observation selon laquelle le chlorure de sodium inhibe la renaturation des fibrilles d'insuline

en milieu alcalin [47].
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1.2.3.1.4. Agitation

L'agitation est un terme qui comprend souvent un ou plusieurs de ces processus :
rotation, secouage, agitation, vortex ou autres formes de mélange. Il a été démontré que
I'agitation ou le remuement induit I'agrégation d'un certain nombre de protéines ou de peptides
différents, ceci a été attribué a un ou plusieurs des effets suivants : formation d'une interface
air/liquide supplémentaire pour l'adsorption/dépliage/agrégation des protéines ; exposition a
une surface hydrophobe telle qu'une barre d'agitation et simple abrasion/broyage. Les
agrégats/particules induits par lI'agitation peuvent étre constitués de protéines non covalentes
et covalentes (par exemple, liées par des disulfures) et peuvent étre morphologiquement
différents, selon les conditions de stress. Ces agrégats ou particules non covalents peuvent se

dissocier partiellement en monomeéres avec le temps [50].

L'insuline sans Zn ou la K-insuline (0,5 mg.mlI™* dans un tampon phosphate de sodium
0,05 M, pH 7,4), a été soumise a une agitation de 300 rpm a 37 °C pour imiter les conditions
de stockage accéléré. L'agrégation a été confirmée par une augmentation de la turbidité en

solution et la valeur maximale fut atteinte en 120 min [51].
1.2.3.1.5. Tensioactifs

Les tensioactifs sont des molécules amphipathiques qui possedent a la fois un groupe
hydrophile (groupe chargé) et un groupe hydrophobe (groupe non polaire). Les molécules
tensioactives peuvent stabiliser, déstabiliser ou induire I'agrégation des protéines. Dans le
processus d'agrégation, les molécules tensioactives (qu'elles soient cationiques ou anionigques)
neutralisent la charge respective de la molécule et, a leur tour, déplient partiellement la
protéine, ce qui favorise l'association par I'interaction hydrophobe. L'hydrophobie est assurée
a la fois par les résidus d'acides aminés hydrophobes et par la queue hydrophobe de I'agent de
surface [52].

1.2.3.1.6. Modification chimique

La modification chimique est une autre méthode qui joue un réle important dans
I'agrégation des protéines. Les réactions chimiques telles que I'hydrolyse, l'oxydation,
I'isomeérisation, la désamidation peuvent étre responsables de la déstabilisation de la structure

des protéines et ainsi favoriser lI'agrégation. De plus, I'agrégation est également induite par la
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dégradation photolytique des protéines qui implique l'oxydation des résidus aromatiques, His,
Cys et Met [45].
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1.3. Recherches bibliographiques sur la microencapsulation de I’insuline

Young Min Kwon et al. ont lancé une étude sur la stabilité de ’insuline a I’interface
eau/huile lors de la microencapsulation, a I’interface eau/dichlorométhane I’insuline s’agrége
de facon destructrice, 1’agrégation est proportionnelle a la concentration d’insuline dissoute, il
a été remarqué une augmentation de la fibrillation a 1’ajout de PLGA, le tensioactif
nonionique dodecyl maltoside(DDM) réussi a stabiliser 1’insuline a I’interface eau/solide,
air/eau mais échoue a I’interface riche en dichlorométhane, ce tensioactif posséde aussi un
effet déstabilisant lorsqu’il est en excés. A contrario, le Laurylsulfate de sodium(SDS) lui,
grace a ses groupements négatifs réussi a empécher le contact entre 1’insuline et le DCM, ce

qui prolonge sa stabilité [53].

Quaglia et al. ont étudi¢ I’influence du polysorbate 20, poloxamer 188, et les
complexes cyclodextrins sur les propriétés des microcapsules de PLGA chargées d’insuline,
obtenues par spray-drying de suspension (s/0), émulsion (w/0) et d’une solution glaciale
d’acide acétique. Cela, démontra que la suspension n’était pas adaptée avec une stabilité et un
taux d’encapsulation faibles, la libération n’aura duré que 24h a cause de I’effet burst. Compte
aux émulsions a base de poloxamer et polysorbate, il y’eut agrégation des microspheres et
effet burst par I’hydrophilisation des matrices de PLGA. Les complexes de cyclodextrins ont
révelé un diametre inférieur mais comme pour I’émulsion, le taux d’encapsulation resta tres

faible [54].

Hamishehkar et al. ont élaboré une formulation eau dans huile dans huile (w/o/0)-
évaporation de solvant, I’insuline est dissoute dans du HCI 0.01M puis ajoutée a la solution de
PLGA et acétonitrile, celle-ci sera dispersée dans de I’huile minérale en présence du Span 80,
ensuite une optimisation sur 4 facteurs fut réalisée. L’utilisation de PLGA avec une masse
molaire supérieure, avec de grandes concentrations de polymeére et tensioactif, permet d’avoir

un meilleur taux d’encapsulation, et une courbe de libération plus satisfaisante (moins d’effet
burst) [55].

Elsayed et al. préparérent des microemulsions sur la base des complexes
polyeloctrolytes entre du chitosan, a masse molaire réduite par dépolymérisation, et I’insuline.
Ceux-la, véhiculés par dispersion dans 1’acide oléique. Leur diamétre moyen est de 108 = 9

nm. L’insuline a été protégée des enzymes gastriques et a gardé sa bioactivité et sa stabilité
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sur 1 mois a 4°C et 25°C. De plus, I'effet hypoglycémiant des nanoparticules administrées par

voie orale a duré plus longtemps par rapport a I'injection sous-cutanée [56].

Andreas et al. ont microencapsulé I’insuline par 3 différentes méthodes ; solide dans
huile dans eau (s/o/w) ou I’insuline est sous forme cristalline, eau dans huile dans eau (w/o/w)
et huile dans huile dans eau (o/o/w) ou I’insuline est dissoute, avec évaporation du solvant
selon une matrice de PLGA 50:50 100 mg/ml (dichlorométhane) et une phase externe
contenant 1% PVA (m/v) avant dilution. Les microcapsules produites ont une forme
sphérique sans agrégation ni pores, leurs tailles moyennes varient entre 18.2 + 0.3 um
(o/o/w), 20.9 + 0.1 um (s/olw), 21.5 + 0.2 um (w/o/w), toutes chargées négativement avec les
taux d’encapsulation suivants : 59.0 = 1.2 % (s/o/w), 79.9 £ 2.3% (w/o/w), 25.2 £+ 1.1%
(o/olw) [57].

Mutaliyeva et al. compte a eux, ont constitué une double émulsion w/o/w, ou I’insuline
en solution aqueuse de PBS fut dispersée dans de 1’huile de soja contenant du AOT par
ultrasonication, puis re-emulsionnée dans une solution chitosan-gomme de xanthan, avant
d’étre re-re-émulsionnée dans deux solutions aqueuses de chitosan et de gomme de xanthan, a
tour de réle. Le diamétre w/o variait de 202 a 393 nm; avec une émulsion stable au long terme
et la concentration optimale de AOT correspondant au diamétre minimum se trouvait étre
1,18.107 - 2,25.10 % M. Les résultats confirment que l'ajout de gomme au chitosan permet
d'atteindre des rendements d’encapsulation de 65,6 a 77,5 % et lors de la cinétique de
libération 15%, 40%, 70% d’insuline furent libérées en 30min, 1h, 1.5h [58].

Meneguin et al. ont élaboré des microparticules par gélation ionotropique (gélification
de goutte), ou I’insuline fut encapsulée dans des microcapsules de gomme gellane (GG)
mucoadhésives enrobées d’un polymere retrogradé RS/P. La GG en dispersion aqueuse est
déposée a travers une aiguille a bout plat dans une solution refroidie de chlorure d'aluminium
contenant I’insuline (Novolin R), maintenue sous agitation magnétique pendant 24 h pour
obtenir une réticulation maximale. Ensuite, les microparticules (MP) furent recouvertes d’un
mélange filmogéne de glycérine et de polymere sec (pectine et amidon retrodégrades). Les
MP de GG ont présenté une bonne sphéricite (0,69 a 0,76) avec des tailles moyennes
comprises entre 1000 et 1200 um. Les résultats importants sont ; la protection de I’insuline a

80 % aprés incubation avec de la trypsine et de 1’alpha-chymotrypsine, libération pH-
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dépendante atteinte et perméabilité accrue sur les cellules Caco-2 et l'intestin de rat excisé
[59].

Wen Yao Hu et al. ont préparé des micelles polymériques cationiques sensibles au pH,
a base du copolymere P(MMA-coMAA)-b-PAEMA dissous dans du DMF (N,N-
dimethylformamide), I’insuline solutionnée fut ajoutée goutte par goutte avec agitation, par la
suite, la mixture a été placée en sac de dialyse dans un bain tamponné d’acétate (pH 5) puis le
dialysat fut récupéré. La taille des micelles allait de 200 a 300 nm avec une forme sphérique,
leur potentiel zéta est de 15 - 25 mV a pH 7.4. Moins de 20 % d'insuline chargée fut libérée
dans le liquide gastrique simulé en 2 h, mais prés de 60 % en 10 h dans le fluide intestinale et
le taux de libération augmente avec le ratio de MAA [60].

D’aprés la thése de Mimi, ayant préparé des nanoparticules par double émulsion avec
évaporation du solvant. 1ml d'insuline est dispersé dans 5ml de CH,Cl, contenant 250mg de
polymeres (PCL, ERS, ethylcellulose et PLA) seuls ou combinés (PCL/ERS,
PCL/ethylcellulose et PCL/PLA) 50/50 sous agitation ultrasonique a une amplitude 80
pendant 30 secondes. Cette premiére émulsion est dispersée dans 40ml d'une solution aqueuse
de PVA a 0.1% pendant 60 secondes. Aprés évaporation du solvant sous pression réduite
pendant 10mn, les nanoparticules sont séparées par centrifugation a 42 000 tr/mn pendant
20min a 20°C puis lyophilisés et conservés a 4°C. Résultats ; les tailles des nanoparticules
étaient comprises entre 245 nm et 817 nm, les potentiels z&ta étaient négatifs pour tous les
polymeéres mise a part ERS et PCL/ERS étant positifs, les taux d’encapsulation par rapport a
I’insuline Actrapid, étaient comme suit : 80.72% (ERS), 76.45% (PCL), 87.09% (PCL/ERS),
81.40% (ethylcellulose), 60.93% (PCL/ ethylcellulose), 67.68% (PLA) et 85.95%
(PCL/PLA). Les cinétiques de libération de I’insuline de toutes les formulations préparées

obéissent au modele fickien d’ordre 1 [72].
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Le contexte

L’administration d’insuline par voie orale permettrait une délivrance de I’hormone
simple, rapide et discrete, ne nécessitant ni injection ni matériel médical particulier, et
permettant un premier passage hépatique de 1’hormone limitant la survenue d'hypoglycémies
séveres. Partant de ce postulat, le Centre européen d’étude du Diabéte (CeeD, Strasbourg,
France), en collaboration avec I’Institut Charles Sadron (ICS, Strasbourg, France), a déposé
un brevet concept (Frére Y., Danicher L., Belcourt A., « Vecteurs pour administration par
voie orale » WOFR2004000974) en 2004, basé sur des vecteurs protégeant I’insuline de
I’environnement du tractus gastrointestinal et permettant le passage de la barriére intestinale.
Ce projet, nommé « Oral Administration of Insulin » (ORAIL) repose sur un systeme de
double encapsulation de I’insuline via un vecteur pharmaceutique composé¢ de trois

éléments (figure 11.1):

1. des NPs contenant I’insuline, et dont la surface peut étre traitée pour faciliter le
contact avec la barriére intestinale.

2. un véhicule, la gélule, qui protege les NPs contenant I’insuline durant le
passage de la cavité orale jusqu’a I’estomac, et qui se dégrade une fois dans
I’intestin et permet la libération des NPs.

3. un agent dispersant lipophile qui permet d’équilibrer les forces osmotiques et

empéche ainsi la diffusion du principe actif vers 1’extérieur de la NP.

; Gélule

Nanoparticule

Dispersant

Insuline

Figure 11.1: Schématisation du concept du vecteur pharmaceutique pour la délivrance

d’insuline par voie orale [20].
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En partant de ce point de repére, nous mettons en place des microcapsules (moins
toxiques et risquées que des nanoparticules [20,61]), a base de PLA selon la double émulsion
avec évaporation de solvant ; nous en optimiserons la taille grace aux plans d’expériences,
puis en évaluerons ’efficacité sachant qu’elles sont censées étre double encapsulées dans une

gélule gastro-résistante voire aussi potentialisées.
I1.1. Matériel

11.1.1. Produits

PLA L9000 Biomer M, = 220 kDa, PVA-124 for synthesis Sigma Aldrich, insuline
Actrapid novo nordisk, Jusline R Julphar, Dichlorométhane DCM Biochem, Acétate d’éthyle
for synthesis AcEt Biochem, laurylsulfate de sodium SDS, Acide chlorhydrique HCI, NaOH
Hydroxyde de sodium, Bleu de méthylene BM, Eau distillée et Eau pour préparation
injectable EPPI (tableau 11.1). Pour d’avantage de renseignements sur les produits, consultez :
[62-67].

Tableau 1.1 : Produits utilisés et leurs propriétés.

Produits Nomenclature Propriétés

PLA Acide poly-L-lactique Polymere biodégradable ;
M,,= 220 kDa ;
Contient environ 8% de D-lactique

acide, a été acheté sous forme de

granulés;

L'hydrolyse est rapide dans des
conditions humides a des températures
supérieures a la température de

transition vitreuse de 50 a 60°C ;

Absorption d'humidité a I'équilibre :
0.3%;
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Soluble dans le DCM.

PVA

Alcool polyvinylique

Polymere biodégradable, surfactant et
plastifiant;

Degré d’hydrolyse min 95% ;
Matiere volatile max 5% ;
My, ~ 30-70 kDg;

HLB =18 ;

Forme poudreuse.

Insuline Actrapid

Insuline Jusline R

Insuline humaine ADNTr

Flacon de 100 Ul/ml, 1 unité d'insuline
humaine USP(UI) équivaut a 0,0347

mg d'insuline humaine pure.

Excipients Actrapid: chlorure de zinc,
glycérol, méta-crésol, hydroxyde de
sodium et acide chlorhydrique (pour

I'ajustement du pH), eau PPI.

Excipients Jusline R: glycérol, méta-

crésol, eau PPI.

Conditions de stockage : entre 2 - 8 °C
durant 6 mois et ne se conserve qu’un

mois apres ouverture du flacon.

DCM Dichlorométhane ou chlorure | Solvant organique ;
de méthylene .
Pvap = 453 mbar a 20°C ;
Pepu = 40°C ;
M,, = 84.93 Da.
ACEt Acétate d’éthyle ou éthanoate | Solvant organique ;
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d’éthyle

Pvap = 100 mbar a 20°C ;
Pepu = 77°C ;

M, = 88.12 Da.

SDS

Laurylsulfate de sodium

Tensioactif ;

Solubilite : 100 g/l a 20 °C (eau);

Soluble dans les solvants polaires ;
M, =288.4 Da ;
HLB =40;

Forme poudreuse.

HCI

Acide chlorhydrique

Pureté = 37.25% ;

My, = 36.46 Da.

NaOH

Hydroxyde de sodium

Pureté =97% ;

My, = 40 Da.

BM

Bleu de méthyléne ou

chlorure de 3,7-
bis(diméthylamino)phénothiazi

n-5-ium

Colorant hydrophile.

11.1.2. Appareillage et fonctionnement

1. Ultra-turrax IKA T25 digital : est un homogénéisateur fonctionnement sous principe du

rotor-stator (voir figure 11.2), en usant de la vitesse de rotation du rotor, la matiere a

traiter est aspirée en direction axiale (Y) dans la téte dispersante et ensuite en direction

radiale par pressage dans les rainures agencées. Le matériau est soumis a de hautes

contraintes d’efforts tranchants et de cisaillement. Dans ’entrefer a encoches entre le
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rotor et le stator, il apparait une grande turbulence supplémentaire conduisant a un

Il

O—n
. G—
=

mélange optimal de la suspension.

. f‘}g‘\

m§

Figure 11.2 : Schéma explicatif du principe de rotor-stator.

Un temps de traitement de quelques minutes suffit la plupart du temps pour créer la

finesse finale désirée. Les longs temps de traitement n’améliorent que de peu la finesse

atteinte, ils contribuent uniquement a élever la température de la matiére par 1’énergie

apportée.

Cet appareil possede une gamme de vitesse entre 3000 et 25000 rpm avec une

résolution d’affichage de 200rpm, viscosit¢é maximale admise de 5000mPas pour une

température ambiante entre 5 - 40°C. La téte de dispersion S25N-25F donne une finesse

d’émulsion entre 1 - 5 um (figure 11.3) [68 - 70].

Q_ 7684268
U5

5693419

693421
— 10 693418

bro—s

Figure 11.3 : Ultra-turrax 1IKA T25 digital et sa téte de dispersion S 25 N - 25 F.
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2. Fritsch ANALYSETTE 22 NanoTec plus : est un granulométre laser composé de deux
unités de dispersion, I’une séche et I’autre humide, et d’un module de mesure, sa plage étant

de 0.01 4 2000 pm (figure 11.4).

Figure 11.4 : Granulométre laser (ANALYSETTE 22).

L*‘ANALYSETTE 22 MicroTec plus met en ceuvre d‘une part un laser a semi-
conducteur émettant dans le vert pour la mesure des petites particules, d‘autre part un laser a
semi-conducteur dans 1‘infrarouge pour la mesure des particules de grande taille. Ces deux
lasers s‘alignent indépendamment 1‘un de 1‘autre de fagon complétement automatique (voir

figure 11.5).

T - laser IR
laser vert - : détecteur l #
cellule de T

mesure détecteur

cellule de
mesure

Figure 11.5 : Dispositif de mesure pour les classes granulométriques basses (vert) et élevées

(rouge).

FRITSCH a mis au point pour ’ANALYSETTE 22 NanoTec plus, un troisiéme
faisceau laser permettant d’exploiter la lumiére réfléchie pour les mesures dans les plages
nanométriques. Ce faisceau illumine par I’arriére I’échantillon déplacé devant le détecteur, le
faisceau passant par un micro-percage au centre du détecteur (figure 11.6).
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détecteur

cellule de
mesure

laser vert faisceau arriére

Figure 11.6 : Dispositif de mesure pour les classes granulométriques dans la plage

nanomeétrique.

Son logiciel MaS control utilise deux modéles pour le traitement des données selon les
propriétés des particules : la théorie de Fraunhofer pour les particules de grande taille dont les
propriétés optiques ne sont pas connues, et la théorie de Mie pour les particules de petite taille
avec des propriétés optiques connues [71].

Autres : appareil Infrarouge (Shimadzu), microscope optique, bécher, éprouvette, boite de
pétrie, plaque chauffante, pipette, balance (+0.0001g), verre de montre, seringue, flacon,

barreau magnétique, entonnoir, poire, cristallisoir, spatule, fiole, pH-métre.
11.2. Uniformité des granulés de PLA

Biomer L9000 : nous avons pesé 24 granulés, pour déterminer le poids moyen du
PLA commercial.

Résultat, la moyenne des masses du PLA en granulé, est: mme = 0.034425 g et
I’écart-type est: ¢ = 0.007301 g. Donc nous considérerons pour la suite des études qu’un

granulé pese environ 0.034 £ 0.007 g.
11.3. Test de solubilité

e PLA L9000 : nous préparons 5ml de dichlorométhane dans un flacon fermé sous agitation
500-750 rpm, et nous ajoutons au fur et a mesure 1 granulé ou un nombre de granulés
préalablement pesés, puis nous attendons leur dissolution. Une fois que nous constatons la
saturation souhaitée, nous laissons pendant 10 min sous agitation.

e PVA : nous préparons Sml d’eau distillée dans un bécher couvert sous agitation 500-750

rpm a 82°C (bain marie). Nous ajoutons au fur et & mesure une masse « m » de PVA, tout
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en attendant sa dissolution. Une fois que nous remarquons qu’il y a saturation, nous

laissons pendant 30min sous agitation, avant de le laisser refroidir a température ambiante.
11.4. Préparation des microcapsules de PLA

La conception des microcapsules se fait en quatre manches (illustrée en figure 11.7) :

1. Préparation de la phase organique (O) : nous dissolvons une quantité « m; » de PLA
sous agitation magnétique de 500-750 rpm, dans 5ml de DCM, tout ceci dans un flacon
hermétiquement fermé.

2. Préparation de la phase aqueuse continue (W) : dissoudre une masse « my » de PVA
dans un volume «V » d’eau distillée sous agitation magnétique de 500-750 rpm, se
trouvant dans une fiole & +80°C au bain marie.

3. Emulsification : nous homogénéisons un volume « X » de phase organique présent dans un
bécher refroidie au bain marie (environ 10°C), avec un volume «y » d’insuline injectable
(W1) pendant un temps « t; » et une vitesse « vy »; a ’aide de ’ultra-turrax. Puis, nous y
ajoutons un volume « z » de phase continue et re-mélangeons le tout durant un temps « t, »
et une vitesse « vy ». Lors du mixage le bécher est plus ou moins recouvert de papier
aluminium.

4. Evaporation du solvant : la double émulsion (W1/O/W,) obtenue sera mise sous agitation
magnétique de 500-750 rpm a I’air libre dans un bécher, durant 16-18h avant d’étre

analysée.
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vl
w1 <l il 1 w2

i
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Figure 1.7 : Procédé de microencapsulation par double émulsion/évaporation de solvant
(W1: phase aqueuse dispersée, O : phase organique intermédiaire, W,: phase aqueuse

continue).
11.4.2. Test de la formulation

En premier lieu, nous débutames par la mise au point des quantités adéquates pour
I’obtention d’une double émulsion, puis de microcapsules. Cette formulation illustrée dans le

tableau 1.2 :

Tableau 11.2 : Composition de la phase test [72].

Phase Composition
w1l Iml d’insuline Actrapid
O 5ml DCM +0.238 g PLA
w2 40 ml de 0.1% PVA (m/v)

Les vitesses v; = 6600 rpm, v, = 9600 rpm pour un temps d’émulsification constant de
1min [20]. Cette méthode sera appliquée en deux fois, I’une pour 1’analyse de la double

émulsion et I’autre pour les microcapsules.
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11.5. Caractérisation

Nous aurons besoin de caractériser la double émulsion de la phase test, ainsi que

toutes les microcapsules obtenues d’aprés plusieurs formulations.
11.5.1. Microscopie optique

Un microscope est un systéme optique qui présente a l'ceil une image agrandie d'un
objet proche. L'image est agrandie dans le sens ou elle sous-tend (de 1'eeil) un angle plus grand
que l'objet lorsqu'il est vu a une distance de visualisation normale. La « distance de
visualisation normale » est classiquement considérée comme étant d'environ 10 pouces (254
mm) ; cela représente une valeur moyenne pour la distance a laquelle la plupart des gens
voient le détail le plus clairement. Le grossissement ou la puissance de grossissement (M)
d'un microscope est défini comme le rapport entre I'angle visuel sous-tendu par l'image et

I'angle sous-tendu par I'objet a une distance de 10 pouces de 1'ceil.

Un microscope se compose d'une lentille d'objectif et d'une lentille oculaire. L'objectif
produit une image réelle inversée (généralement agrandie) de l'objet. La lentille ré-image
I'objet a une distance de vision confortable et agrandit encore I'image [73].

Analyse : nous caractériserons donc avec un microscope optique la microémulsion et
les microcapsules de la phase test, cela seront mélangés a du bleu de méthylene. Une fois
placé entre des lames de verre, nous réglons 1’image par rapprochement, angle de vue et

résolution du zoom.
11.5.2. Granulométrie laser

La granulométrie laser repose sur plusieurs principes. Nous ne nous focaliserons que
sur la diffraction laser (plus précisément SLS a angles multiples ou MALLS) employée par
notre appareil.

La diffraction laser ou la diffusion statique de la lumiere repose sur des mesures
d'intensité moyennees dans le temps. Les angles de détection peuvent étre fixes ou variables,
I'intensité de la lumiere diffusée étant enregistrée a différents angles de détection. En général,
les particules dont les vitesses de sédimentation dépassent le mouvement brownien doivent

étre mesurees par diffraction laser.
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Les instruments MALLS (multi-angles) utilisent la théorie de Lorenz-Mie (souvent

appelée Mie) ou la théorie de la diffraction de Fraunhofer.

e La théorie de Mie est la théorie classique reliant la diffusion de la lumiére a la taille des
particules. Elle nécessite la connaissance des parties réelles et imaginaires (absorption) de
I'indice de réfraction.

e La théorie de Fraunhofer est limitée aux particules opaques ou grandes par rapport a la
longueur d'onde de la lumiére et, puisque seule la diffraction est prise en compte, aucune
connaissance de I'indice de réfraction n'est nécessaire. Le motif d'interférence diffracté est
d’autant plus grand comparé a l'image géométrique, que les particules sont petites. Le
systeme est dispose sur un banc optique dont la longueur doit donc étre supérieure pour des

grosses particules.

Les MALLS collectent la lumiere, diffusée par les particules dans un faisceau laser
collimaté, par un réseau de détecteurs dans le plan focal de la lentille collectrice. Les
échantillons peuvent étre introduits directement dans le faisceau laser, comme c'est le cas pour
les aérosols et les inhalateurs-doseurs, passés a travers une cellule d'échantillon dont les verres
sont transparents au faisceau laser, ou suspendus dans une cuvette sous agitation (figure 11.8).
Les poudres seches sont soit soufflées a travers le faisceau, soit laissées tomber a travers
celui-ci par gravité tandis que les particules en suspension sont re-circulées a travers le

faisceau via une pompe.

; B Detect
l ::: r-. Ty vyt a
4V
£ 1 Sample cell
Printer M-
Central processor

Figure 11.8 : Principe des instruments de diffusion de la lumiere.

Quotidiennement, le diametre moyen en volume (VMD ou D(4,3)) est rapporté, et les
centiles de distribution peuvent également étre rapportés ; D(10), D(50) et D(90) représentent
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le volume d'échantillon (10 %, 50 % et 90 % respectivement) avec un diamétre jusqu'a la
valeur indiquée. Il est assez typique que le VMD soit plus grand que le D(50), et indiquera un
profil de distribution asymétrique. L'écart type ou le Span donne une indication de
I'uniformité de la distribution globale des tailles, et est calculé comme suit (Dgo-D10)/Dso
[74,75].

Analyse : nous caractériserons par granulométrie laser, toutes les microcapsules des
différentes formulations, en plus de la microémulsion en phase test. Celles-ci vont étre versées
goutte par goutte dans le bain ultrason jusqu’a ce que ’appareil signale que la quantité est

suffisante par un voyant vert consommant au passage 2.5L d’cau distillée par analyse.
11.5.3. Description des plans d’expérience

Le role majeur des plans expérimentaux concerne les optimisations, ou le but principal
est de découvrir les conditions expérimentales qui produisent les meilleures performances
possibles. Deux étapes peuvent étre envisagées dans l'optimisation : (1) une étape de
sélection, ou de nombreux facteurs sont étudiés pour identifier ceux qui ont des effets
significatifs sur les variables critiques, et (2) I'optimisation, ou les facteurs sont examinés plus

en détail en élaborant les conditions optimums (voir figure 11.9).
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DEVELOPMENT

« Analytical Separations
« Extraction Procedures
« Other Applications

A 4

Selection of factors €

\ 4
Execute Screening Design

Change | | Eliminate
levels “| factor

¢ Significant factors?

Execute Response Surface Design

h 4
Modeling | Use of LS or ANN

A4

Optimization

Alarge :
number of Multiple responses
responses? optimization

OPTIMAL
RESPONSES

Optimal

location

Figure 11.9 : Organigramme du développement de plans d’expérience et de surfaces de

réponse pour I’optimisation. (ANN : réseau de neurones artificielles, LS : moindres carrés)

Deux stratégies d'optimisation préliminaire peuvent étre distinguées : lI'approche uni-
variée et I'approche multi-variée. Dans la premiere, un seul facteur est varié a la fois (OVAT),
tandis que les autres facteurs restent constants. Cette procédure d'application classique ne tient
pas compte des interactions entre facteurs. De surcroit, le nombre d'expériences est
proportionnel au nombre de facteurs, et communément le domaine exploré est plus petit par
rapport a celui examiné avec l'approche multi-variée. En revanche, dans la stratégie multi-
variée, plusieurs facteurs sont étudiés simultanément dans un nombre predéfini d'expériences,
faisant varier ensemble les niveaux de tous les facteurs impliqués dans le processus [76].
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Afin d’évaluer I'impacte de diverses facteurs indépendants sur le diamétre des
microcapsules. Nous construisons un plan factoriel & deux niveaux (2%, k: nombre de

variable) faisant partie de 1’approche a multi-variables.
11.5.3.1. Plan factoriel complet & deux niveaux

Les parametres fixés sont : la température (Tpain = 10 £ 3 °C), la pression (P = Pam), la
concentration du PLA en ¢,,4(CpLa = 0.034 g/ml), volume de la ¢,,,= 5 ml, volume de la

®aq2=40ml. Les variables prises en compte sont (tableau 11.3) :

Tableau I1.3 : Domaine d’étude du plan factoriel.

Variables réelles Variables Minimum du Centre du Maximum du
codées domaine (Zmin) | domaine (Zcene) | domaine (Zmax)
Z;: Cpya [%, miV] X1 0.5 1.5 2.5
Z2: Vinsuline [MI] X2 05 0.75 1
Z3: Temps [s] X3 30 60 90
Z,: vitesse [rpm] X4 5200 7600 10000

*Insuline : Actrapid, vi =V, = vitesse, t; =t, = Temps

Cpva; la concentration du PVA en W3, Vinsuline; le volume d’insuline ajouté a O,
Temps ; le temps d’agitation pour une émulsification et vitesse ; la vitesse de rotation de
I’Ultra-turrax.

La variable codée : x; = 2 x ZL—Zcentre 1 3 3 K oo (13)

Zmax—Z min

Le modéle mathématique, donnant la réponse y (diametre des microcapsules) est décrit

par une expression du premier degré :

k k
y=po+ X Bixi+ X PiXiXj+e
i=1 =ty (14)

Ou fo est l'effet moyen global, Bi représente I'effet du facteur x;, Bij est l'effet de

l'interaction ij entre les facteurs xi et Xj, et € est une composante d'erreur aléatoire. Ce dernier
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terme remonte a d'autres sources de variabilité non prises en compte dans le modele, il inclut
des effets tels que I'erreur de mesure sur la réponse, ainsi que les erreurs inhérentes au

systeme comme le bruit de fond instrumental, les effets de variables non étudiées, etc [76].

La résolution de ce systeme, se fait par la méthode des moindres carrées apres

régression, on obtient :
B=(XX)L™X.Y ., (15)

Avec ; B : le vecteur des effets, X: la matrice des variables codées, Y : le vecteur des

réponses [77].
e Détermination des variables significatives :

L’influence des coefficients 8 est vérifiée par le test de student. Pour ce faire, nous

calculons les valeurs de tj a partir de la relation :

_ b — Srep _ [EP°i—y0)?
j = 5, BVEC Sy= T etSy= TSR (16)

t

OU : Syep la variance de reproductibilité au centre; Sy; écart quadratique moyen; y; les

réponses au centre du domaine; y, la moyenne des réponses au centre ; n, le nombre d’essai

au centre, N nombre d’essai.

S’en suivra une validation du modele par la recherche de biais, I’analyse des résidus et

la validation au centre (tableau 11.4) :

Tableau 11.4 : Tests a effectuer pour la validation du modéle [78].

Test Loi
Recherche de biais a 1’aide du test de Fisher N oi-7?
Fp= oo , avec ¥ : la réponse prédite,
Snedecor b~ 3 0y-50)? y P P
no—1
| : nombre de coefficients significatifs
Signification de la régression a 1’aide du test 2 Gi-»?
. Fv = —w=— , avec y: la moyenne des
de Fisher Snedecor Y N oiem? Y y
N-1
réponses
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Moyenne des résidus = 0 o = =)
moy — —N
Validation au centre Vo = Bo
P 7 - - N o _ 52
Coefficient de détermination R2= 2109 ot o correction -

CINi-9)?

R%=R?— (1- R)x —

-1
N-1

Analyse résiduelle yi—y% =00

Note : le domaine mis en place est le fruit de recherches bibliographiques et de tests
intrinseques ; la fourchette pour la concentration de PVA correspond au domaine ou se trouve
la CMC, pour I’insuline nous 1’avons limité a 20% de charge Ngavant évaporation, puis en ce
qui concerne la vitesse et le temps d’agitation, les références les plus marquantes pour le

choix de la plage ; sont [20,79].
11.5.4. Vérification

Une fois, que I’effet de chaque paramétre sur la taille des microcapsules est connu, la
derniére étape reste a reproduire 1’optimum du domaine, le comparer & son placebo (la méme

formulation mais au lieu de I’insuline, nous mettons de I’EPPI).

Comme valeur ajoutée, nous peaufinerons deux autres formulations en gardant le

méme procédé d’émulsification que I’optimum.

(1): la Wy est composée de 0.5 ml d’une solution mére de 10ml d’HCI 0.01M, de 2ml
d’insuline Jusline R et de 0.003g de SDS, préalablement dissous. La phase O, elle, reste la
méme mais le volume sera de 2ml et pour Wo, elle sera en 5% PVA et de I’ordre de 5ml.

(2): Wy ; avec 1 ml de la méme phase aqueuse qu’en (1). O ; avec 0.17g de PLA dissous dans

Iml de DCM, auquel nous versons 4ml d’acétate d’éthyle et W, ; avec 10ml de PVA 5%.

Le second changement pour ces deux formulation, sera au niveau de 1’évaporation,
puisqu’une fois les doubles émulsions obtenues, celles-Ci seront toutes deux diluées dans
20ml de PVA 0.5% avant 1I’élimination du solvant (tableau 11.5). Note : une fois ’acétate

ajouté, le PLA ne se dissout plus.
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Tableau I1.5 : Formulations pour I’étape de vérification.

Essai W, @) W, v (rpm) t

(s)

Standard | 0.5 ml Ins Actrapid | 5ml DCM + 0.17g 40 ml de 2.5% 10000 90
PLA PVA (m/v)

Blanc 0.5ml EPPI 5mlI DCM + 0.17g 40 ml de 2.5% 10000 90
PLA PVA (m/v)

Formule 0.5 ml d’une 2ml DCM + 0.068g | 5 ml de 5% PVA 10000 90

1 solution 2 : 10 v/iv PLA (m/v) +

(Ins Jusline R : HCI)

0.01M) + 0.003g 20 ml de 0.5%

SDS PVA (m/v)
Formule 0.5 ml d’une 1mlI DCM +0.17g | 10 ml de 5% PVA 10000 90
2 solution 2 : 10 viv PLA et 4ml AcEt (m/v) +

(Ins Jusline R : HCI
0.01M) + 0.003g
SDS

20 ml de 0.5%
PVA (m/v)

11.5.5. Spectroscopie infrarouge - Transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge (IR) : utilise la plage spectrale entre 12 500 et 20 cm™,
qui peut étre subdivisée en IR lointain (FIR : 400-20 cm™), IR moyen (MIR : 4 000-400 cm™)
et le proche infrarouge (NIR : 12 500-4 000 cm™). Les signaux spectraux dans les gammes
MIR et NIR sont des bandes d'absorption résultant des vibrations moléculaires. L'absorbance
de I'échantillon est enregistrée a chaque longueur d'onde (nm) et, a I'exception des instruments
NIR dispersifs, tracée par rapport a l'inverse de la longueur d'onde, c'est-a-dire le nombre
d'onde (cm™). L'absorbance dans la gamme MIR provient de deux types de vibrations
fondamentales, a savoir I'étirement et la flexion. Les fréquences vibrationnelles peuvent étre
décrites de maniere simpliste par un modéle mécanique "boules sur ressort" et corrélées avec
des parametres moléculaires basés sur une approximation d'oscillateur harmonique en

considérant la force de la liaison et la masse des atomes comme variables centrales.

Pour qu'une vibration soit active dans le MIR, il faut une interaction moléculaire du
champ électrique oscillant de I'onde électromagnétique. Comme cela n'est possible que si le

déplacement conduit par les vibrations des atomes, induise également une modulation du
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moment dipolaire, ainsi le vecteur du champ électrique du rayonnement doit osciller a la

méme fréquence que le moment dipolaire moléculaire.

De ce fait, la spectroscopie MIR est particulierement sensible aux fonctionnalités
polaires. La fréquence et l'intensité du rayonnement absorbé dépendent de la force de la
liaison, des atomes dont la molécule est composée, de I'ampleur du changement de moment
dipolaire et de I'environnement chimique. Par conséquent, la position, l'intensité et la largeur
des pics d'absorption MIR fournissent des informations sur la structure moléculaire de
I'échantillon, y compris les interactions inter et intramoléculaires telles que les liaisons
hydrogene [80].

Analyse : nous caractériserons par IRTF sur une plage de 400-4000cm™, en premier
lieu, le PLA L9000 sous forme de film d’aprés un tatonnement de 1 granulé pour environ 1ml
de DCM ultérieurement étalé dans une boite pétrie puis analysé a ’aide d’un porte-
¢chantillon, et I’insuline Actrapid sous forme liquide passée sur disque de KBr. En second
lieu, se sera pour les formulations établies en phase de vérification (essai 11, blanc, formule
2), une fois qu’elles auront séché a D’air libre. Celles-ci étant de forme poudreuse, sont
compressées avec du KBr en ration de 2:98 % massique par presse hydraulique pour obtenir

des pastilles.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Dans ce chapitre, nous étalerons nos résultats sur tout le long de la partie
expérimentale, discuterons de leur contenus et essayerons de justifier les éventuelles erreurs

de notre approche.

Les réponses que nous recherchons sont la CMC du PVA, la formation d’une double
émulsion et dans quel sens, la réduction de la taille engendrée par 1I’évaporation, 1’influence
de la concentration de PVA, du volume d’insuline, de la vitesse d’agitation et du temps,
I’optimum du domaine et avons nous atteint les 1 um, la stabilité de I’insuline encapsulée et

au final, la possibilité d’améliorer la formulation optimale.

I11.1. Test de solubilité

e PLA L9000 : consistant a incorporer du PLA dans du DCM, attendre sa dissolution et
refaire le processus jusqu’a constatation d’un épaississement. Ceci est le tableau I11.1

obtenu :

Tableau I11.1 : La masse ajoutée de PLA au temps t.

Tempsgis[min] | 0.00 7.27 1937 | 3523 | 5262 | 6523 | 82.75
Massejouse [0] | 0.0266 | 0.0352 | 0.0404 | 0.0318 | 0.0321 | 0.0316 | 0.0928
Tempsgs[min] | 96.07 | 11850 | 136.00 | 162.83 | 281.33 | 310.12 | 332.42
MasSeqouse [0] | 0.1352 | 0.0753 | 0.1554 | 0.0402 | 0.1054 | 0.0355 | 0.0370

A 0.6564 g de masse totale, la solution devient visqueuse, et vers 0.802g, un
blanchiment est perceptible. De ce fait, nous considérons la saturation souhaitée a 0.6564 g.
D’ou ; Sp a=0.1313 g/ml

Cette saturation linéaire, correspond au dépassement de la concentration de
recouvrement critique qui s’extériorise par une augmentation de la viscosité, celle-ci est un
facteur clé déteignant sur la taille des microcapsules. D’ailleurs, une fois le DCM évaporé

nous notons la formation d’un réseau polymérique poreux (des mailles).

A tres faible concentration, les macromolécules sont des pelotes isolées, tres éloignées

les unes des autres qui adoptent par conséquent un comportement conformationnel quasi
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identique a celles d’une macromolécule unique en solution. Le régime est alors qualifi¢ de
régime dilué. Plus la concentration en polymeére augmente, et plus les chaines sont proches les
unes des autres. Au dela de la concentration critique de recouvrement c*, les chaines se
recouvrent et le régime est dit semi-dilué. Les solutions sont toujours principalement
constituées de solvant mais une grande partie de leurs propriétés physico-chimiques sont
dictées par les recouvrements entre macromolécules. En régime concentré, les interactions de

type volume exclu sont inexistantes [81].
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Figure I11.1 : Temps de dissolution en fonction de la masse ajoutée totale.

La courbe (figure 111.1) ne décrit pas le temps nécessaire a la dissolution d’une masse
de PLA mais uniquement ’avancement de I’expérimentation, car le temps inscrit comprend

plusieurs temps de dissolution de quantités fractionnées.

N.B : I’erreur expérimentale est assez importante, puisque toute la manipulation dépend des
constations du manipulateur. Et autre remarque, le PLLA ne se dissout pas dans 1’acétate

d’éthyle a moins de chauffer a plus de 80°C.

e PVA : consistant a incorporer du PVA dans de I’eau distillée, attendre sa dissolution et

refaire le processus jusqu’a constatation d’un épaississement. voici le résultat (tableau
11.2) :
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Tableau 111.2: La masse ajoutée de PVA au temps t.

Tempsgis[min]

0.00

4.45

9.87

27.58

Masseajoutse [0]

0.0750

0.0849

0.1535

0.0062

A 15.75 min, formation d’un dép6t collant de PVA au tour du barreau magnétique. A

20.15 min, la solution apparait huileuse. A 34.22, apparition d’une mousse et de bulle en

solution. Nous considérons donc le depassement de la concentration micellaire critique vers

20.15 (I’augmentation de la viscosité refléte la présence de micelles piégeant le solvant), pour

cela nous considérons la saturation souhaitée a Spya = 0.06268 g/ml.

I11.2. Microscope optique

Nous nous attaquons ainsi a 1’analyse de la formulation test, et obtenons ces photos

prises par appareil, de I’avant/aprés évaporation (figure 111.2/111.3) :
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Goutte de ¢(O) avec

de ’insuline piégée

Figure 111.2 : Image du microscope optique pour la microémulsion en phase test (avant

évaporation).

Nous validons grace a I’image du microscope la formation d’une double émulsion
dans le sens W1/O/W,. Le colorant n’a pas infiltré les gouttes car celles-ci sont hydrophobes a
I’interface, et on en remarque la demarcation. De plus, a I’intérieur de chaque goutte nous

observons des gouttelettes piégées d’insuline.

Figure 111.3: Image du microscope optique pour les microcapsules en phase test (apres

évaporation).

Les microparticules sont bien présentes en solution, a I’eeil nous pouvons déduire que
leur forme différe mais elles ont plus ou moins toutes un aspect sphérique. Nous soulignerons

notamment la présence d’agrégation des MP.
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111.3. Granulométrie laser

e Analyse granulométrique de la formulation test : nous avons les histogrammes acquis

par granulométrie laser 1’un pour la microémulsion et I’autre pour les microcapsules
(figure 1.4 et 111.5) :
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Figure 111.4 : Distribution de la taille des gouttes de la microémulsion test.

La granulométrie laser, nous a fournis les D(10) = 1.4249um, D(50) = 8.3662um et
D(90) = 16.9399 um. Donc, nous calculons le Span = 1.8545.

La courbe du diameétre est sous-forme bimodale, cela signifie que la taille est
hétérogéne selon un pic a ampleur dominante d = 12.7152um pour une fréquence de 6.2928%
et un second pic d’ampleur bien inférieure a d = 2.1256um, fréquence = 2.2652%. Le D (4,3),

étant le diamétre volumique moyen, correspond a 8.6618 um.
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Figure 111.5: Distribution de la taille des microcapsules test.

L’ ¢étape d’évaporation du solvant fait croitre 1’hétérogénéité de la distribution Span =
2.5824, mais a diminué le diametre des particules comme suit : D(10) = 1.1101um, D(50) =
4.7260um et D(90) = 13.3506 pm, le D(4,3) = 6.1438 pm.

De ce fait, nous déduisons que [I’évaporation réduit la taille moyenne des

microparticules pour cette formulation de 29.07%.
I11.4. Plan factoriel complet a 2 niveaux

Les paramétres fixés sont : la température (Tpain = 10 + 3 °C), la pression (P = Pam), la
concentration du PLA en ¢g,.4(CpLa = 0.034 g/ml), volume de la ¢,,q= 5 ml, volume de la

®aq2=40ml. Les variables prises en compte sont (tableau 11.3) :
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Tableau I1.3 : Domaine d’étude du plan factoriel.
Variables réelles Variables Minimum du Centre du Maximum du
codées domaine (Znmin) | domaine (Zeentre) | domaine (Zmax)
Z; . Cpya [%, miV] X1 0.5 15 2.5
Z3: Vinsuline [MI] X2 05 0.75 1
Z3: Temps [s] X3 30 60 90
Z,: vitesse [rpm] X4 5200 7600 10000

*Insuline : Actrapid, vi =V, = vitesse, t; =t, = Temps

Cpva; la concentration du PVA en W3, Vinsuiine; le volume d’insuline ajouté a O,

Temps ; le temps d’agitation pour une émulsification et vitesse ; la vitesse de rotation de

[’Ultra-turrax.

e Matrice :

Le nombre d’expérience égal : 2 = 2* =16 (k, le nombre de facteurs), nous y

ajouterons par la suite les essais au centre. La réponse correspond au D (4,3) [um].
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Tableau 111.4 : Matrice d’effets et d’interactions pour le plan factoriel 2*.

N°essali Variables réelles Variables codées réponse
Zy | Zy | Z3| Zs | Xo | X1 | X2 | X3 | Xa | X1X2 | X1X3 | X1Xa | X1X2X3 | X1X2Xa | X1X3Xa | X1X2X3Xa | XoX3 | X2Xa | X2X3Xa | X3Xa y
1 05/05{30|5200 |1 |-1|-1|-1]|-1] 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 7.724
2 05/05(30 (100001 |-1|-1|-1|1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1 3.360
3 05/05{90|5200 |1 |-1]-1|1]-1] 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 5.616
4 05059010000 1 |-1|-1|1]|1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 4.062
5} 0511 (30520 |1|-1|1|-1]-1] -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 8.271
6 051 |30|10000{1|-1|1|-1]1]| -1 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 4.982
7 051 |9 |520 |1 |-1|1]|1]|-1] -1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 7.812
8 051 |9 100001 |-1|212|1|1]| -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 3.981
9 2510530520 (1|1 |-1]|-1]|-1] -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 4,521
10 251053010000 1|2 |-1|-1|]1]| -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1.923
11 2510590520 1|1 |-1|]1|-1]| -1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 -1 3.244
12 251059 |10000{ 1|2 |-1|1|1]| -1 1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1.551
13 2511 (30520 |1|1|1|-1]-1] 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 4.770
14 25|11 (3010000 1|21 |1|-1|1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 2.187
15 2511 |9 | 520|111 |1]-1]1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 3.612
16 25|11 |90 |10000{ 1|21 |1 |11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2.050
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Essais au centre : le nombre d’essais au centre est sensé étre 12 (da a la propriété

d’orthogonalité), mais par manque de temps et di aux conditions de manipulation

défavorables (canicule), seulement 5 furent réalisés.

Tableau I11.5 : Matrice des essais au centre.

No essali Variables réelles Variables codées réponse
Z; Z; Z3 Zy Xo X1 X2 X3 X4 Yo
1 1.5 0.75 60 7600 1 0 0 0 0 1.944
2 1.5 0.75 60 7600 1 0 0 0 0 2.236
3 1.5 0.75 60 7600 1 0 0 0 0 3.686
4 1.5 0.75 60 7600 1 0 0 0 0 4.504
5 1.5 0.75 60 7600 1 0 0 0 0 2.937

En s’armant de ces données nous allons évaluer qualitativement I’impacte de chaque

facteur étudié sur le diameétre des microcapsules, les effets globaux :

1. Laconcentration en PVA :

y=f(x1)
9
; ~.
; ~—
i e
3 I
1
0

==r -1
=fl—r+l

Figure 111.6 : Influence de la concentration de PVVA sur la taille des MP (r : le reste des

paramétres fixés a -1 ou 1).
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2. Le volume d’insuline :

y=f(x,)
9
7
6
> 5 —=—r-1
4
3 ==r+1
2 ]
1
0
-1 1

Figure 111.7 : Influence du volume d’insuline sur la taille des MP (r : le reste des

parameétres fixés a -1 ou 1).

3. Le temps d’agitation :

y=f(x3)
9
8
7 \
6 \
~~s
-~ i ——r-1
3 ==r+1
2 4.=> .
1
0
-1 1

Figure 111.8 : Influence du temps d’agitation sur la taille des MP (r : le reste des
parametres fixés a -1 ou 1).
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4. La vitesse d’agitation :

y
O L, N WAV O O O

——r -1
==r+1

Figure 111.9 : Influence de la vitesse d’agitation sur la taille des MP (r : le reste des

parametres fixés a -1 ou 1).

De ces graphes (figure 111.6, 111.7, 111.8, 111.9), nous faisons lumiére d’une confirmation

et la vitesse d’agitation.

e Déterminations des paramétres significatifs :

Nous obtenons les vecteurs suivants (tableau 111.6):

Tableau I11.6 : Vecteurs des coefficients bj et t;.

b; t;
4354125 15,9313882
1371875 5,0195787

0.354 1,29525712
0.363125 1,32864475
1342105 4,91072588

avec la théorie sur le fait que la taille des microcapsules soit inversement proportionnelle a la
concentration de PVA, au temps et a la vitesse d’agitation, et qu’elle soit proportionnelle au
volume d’insuline ajouté (le volume de la phase aqueuse W;). Nous pouvons méme nous

permettre la supposition que les parameétres les plus influents soient la concentration de PVA
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12 0.1815 0,66409369
13 10,004875 0,01783723
14 0.287625 1,05239641
123 0.0255 0,09330242
124 0.08425 0,30826388
134 10.021375 0,07820938

1234 021675 0,79307057
23 0.01875 0,06860472
24 10066 0,24148862
234 1020225 0,74001625
34 0262125 0,95909399

D’apreés la table de Student relative a un test bilatéral, nous lisons la valeur de t, (f)
pour le niveau de signification o = 0,05 et le nombre de degrés de liberté f = ng-1 = 4, soit
toos(4) = 2,78. Donc, nous trions les tj > 2,78 et les faisons croiser les effets associés, pour

réussir & déduire les coefficients et effets significatifs (voir tableau 111.7) :

Tableau 111.7 : Les coefficients significatifs.

bj
4,354125
-1,371875
-1,342125

TN N —_—

Par cela, nous venons de confirmer notre précédente hypothése. Les parametres les

plus influents dans notre domaine sont bien la concentration en PVA et la vitesse d’agitation.
Mon modele linéaire s’écrit alors :

y = 4,354125 — 1,371875 x; — 1,342125 X4...ovevennn....
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y : réponse predite pour le D (4,3) [um];

X1 : Cpya [%, mIV] ;

X4 . Vitesse [rpm].
Ce qui nous donne :
D(4,3) = 4,354125 — 1,371875 Cpyp — 1,342125V ..ovvvvnnnnn.... (18)
¢ Validation et recherche de biais :

Fp=0,55855254

La valeur tabulée du test de Fisher Foos (N - I, ng- 1) = Fogs5 (13, 4) est comprise entre

[5.86, 5.91]. Comme la valeur calculée est inférieure & 5,86, le modéle est alors sans biais.
Fv=44,1421316

Selon Fisher, Foos (1-1, N-1) =Fpgs(2, 13) est égale & 3,81. La valeur de F, étant
supérieure indique que 1’équation de régression peut étre considérée comme adéquate et le

modéle est valide a 95%.
€moy = 1,80411.10™° pm
La valeur moyenne des résidus est trés proche de 0.
Vo= 3,1116 um

Aerreur (%) = % x 100 = 28,5367324 %
0

Le pourcentage d’erreur est supérieur a 5%, et le modéle n’est pas valide au centre du

domaine.
La corrélation :
R%=0,87164837 et R%. = 0,85190197

Le coefficient de détermination est proche de 1, le modele est donc adéquat.
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e Analyse résiduelle :

o
w
*9¢
* ¢

@ ei=f(Yi)

 SURP S PV

Yi

Figure 111.10 : La variation des erreurs résiduelles en fonction de la réponse prédite.

L’analyse (figure 111.10) révele que notre modele est incomplet, les résidus forment
des droites sur 3 valeurs de ¥, tableau 111.8:

Tableau 111.8 : Analyse des courbes résiduelles.

:’y\ X1 X2 X3 Xa

4,383875 -1 -1 -1 1

4,383875 -1 -1 1 1
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4,383875 -1 1 1 1
4,324375 1 -1 -1 -1
1,640125 1 -1 -1 1
4,324375 1 -1 1 -1
1,640125 1 -1 1 1
4,324375 1 1 -1 -1
1,640125 1 1 -1 1
4,324375 1 1 1 -1
1,640125 1 1 1 1

Le facteur manquant semble étre une corrélation entre la concentration de PVA et la
vitesse d’agitation. Nous supposons que le facteur le plus probable soit 1’énergie thermique
apportée par I’agitation (et I’environnement) & la phase aqueuse continue. Dans 1’objectif
d’appuyer cette théorie, se présente 1’étude de Maria Bercea et al. sur une solution aqueuse de
PVA 3%, ayant appliqué un taux de cisaillement entre 0.01 - 1000 s™et une température entre
4 - 80 °C, constaterent que la solution présentait deux comportement; une région
newtonienne et une autre non-newtonienne, or entre 0.7 - 70 s/ 37 — 70°C un
rhéoépaississement est nettement visible, cet effet est dii a la rupture et a la réorganisation des
agrégats dans des conditions de cisaillement modéré [82]. Cette augmentation de la viscosité
dynamique entraine de ce fait et comme vu dans les lois en chapitre 1.2, un boost dans la

réduction du diametre (la visquoélasticité de plusieurs expériences prouve ce point).

Néanmoins, la partie reflétant cela n’est d’autre que la validité au centre du domaine.
Si nous ne prenons que les 2 tests (3 et 4) valides au centre, nous obtenons un modéle sans
problemes et valide en tout point aux conditions (12 essais). De ce fait, il est essentiel de

refaire les essais au centre dans des conditions thermiques climatiques adéquates.
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e Les conditions optimales du domaine :

Sachant que notre modeéle est linéaire et de premier degré, nous pouvant affirmer que la
valeur minimum de vy, est celle des conditions expérimentales ; (x1=1, Xo,= -1, X3= 1, X4= 1)

pour y =1.551um.
e Surface de réponse :

Aprés avoir confirmé nos resultats sur le logiciel JMP 10(SAS) et dans une approche
purement démonstratrice, nous tragons la surface de réponse dans le but de voir I’aspect d’un

modele linéaire (figure 111.11).

%1 x4

Figure 111.11 : La surface de réponse obtenue par notre plan factoriel.

La surface de réponse est plane, et la grille en dessous correspond a y = 1.551um. Ce

qui réaffirme les conditions optimales citées juste avant.
e Critique du modéle :

En premier lieu, hors mis le fait que notre modeéle soit incomplet, il garde tout de

méme une erreur non-négligeable au moment de la double-émulsion, en opérant un
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transvasement, conduisant a une perte de phase dispersée (W1/O). Il y’a aussi, une erreur au

niveau de 1’agitation car la hauteur d’immersion de 1’ultra-turrax n’est pas fixée.

En second lieu, nous avons omis de prendre en compte 1’hétérogénéité des
distributions mesurées. Nous nécessitons donc d’une condition pour I’élimination du domaine
hétérogéne. Dans ce cas, 2 options simples s’offrent a nous ; soit user du Span en le délimitant
ou bien du calcul d’uniformité fournis dans les statistiques de la distribution. De plus,
I’hétérogénéité est proportionnelle a la taille et indique souvent la présence d’agrégation des

particules.
I11.5. Vérification

Le palier de vérification comporte une remise en question de la formulation, pour cela
nous débutames en recréant des microcapsules standards, celles-ci sont juste une confirmation

des conditions optimales, que nous analysons par granulométrie laser :

e Standard :

100

CurveType_Cumulative(x) [%]
[9%] (x)Aouanbaig—adAaaind

x [um]
Mo i o

Figure 111.12 : Distribution de la taille des MP pour I’essai standard.

Selon la figure 111.12, le D(10) = 0.6710 um, D(50) = 1.1341 um, D(90) = 1.8893 um
et D(4,3) = 1.2167um.

e Comparaison entre standard et optimum : étant la méme formulation, 1’intérét de cette

démarche est de tester a nouveau la reproductibilité.
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giisict
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Figure 111.13 : Distributions de la taille des MP pour 1’essai standard et 1’essai 12
(optimum).

La superposition des deux histogrammes (en figure 111.13) prouve I’infime différence
en fréquence qu’ils ont pour une méme plage de diamétre. Nous pouvons ainsi prétendre a

une bonne reproductibilité. Note : les microcapsules standards ne résistent pas a un pH de 5.5.

¢ Blanc ou placebo: exactement les mémes conditions que 1’essai standard, sauf que I’EPPI

remplace 1’insuline Actrapid.

100

/ 9
50 o |

CurveType_Cumulative(x) [%]
[9%] (x)Aouanbaig~adALaminy

0,01

Mo o9 — sz

Figure 111.14 : Distribution de la taille des MP pour ’essai placebo.
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Selon la figure 111.14, le D(10) = 0.7216 pum, D(50) = 1.2056 pm, D(90) = 1.9994 um
et D(4,3) = 1.3132 pm.

Lorsque nous comparons le diameétre volumique moyen de 1’essai placebo a celui du
standard (figure 111.15), la différence est de 7.35%. Nous additionnons a cela une

superposition des histogrammes comme suit :

12

10

. \Y
X
\ —4—placebo

== stand

fréquence(%)
()]

0 0,5 1 1,5 2 2,5
d(um)

Figure 111.15 : Fréquences de distribution de la taille des MP pour 1’essai standard et

le blanc.

Nous observons une similitude ; ces courbes sont quasi-identiques, desquelles nous
déduisons que I’insuline tout comme I’EPPI n’influence presque pas la taille des
microcapsules, donc nous suggérons pour les prochaines recherches de justement n’utiliser
que I’eau afin d’étre plus économe. Autre point prometteur du fait qu’il n’y ait presque aucun
écart, est que cela signifie aussi que la viscosité de la phase dispersée est la méme que 1’eau,

et de ce fait que I’insuline ne s’est presque pas agrégée.

e Formulel:

Dans cette mixture, nous remplagons 1’insuline commerciale Actrapid par une solution
aqueuse composée d’insuline Jusline R (cette insuline ne contient pas de zinc ce qui signifie
que la conformation en est dimérique et monomerique), dissoute dans du HCI 0.01M (pH =

2 — 3), contenant le SDS un tensioactif reporté dans les recherches de Young Min Kwon et
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al.(2001) prouve qu’il arrive a stabiliser I’insuline a I’interface W/O une fois leur ratio

supérieur a 1 : 4 (ins :SDS) [52]. La concentration en PVA est de 5% (a 80% du Spya). Les

résultats sont :

CurveType_Cumulative(x) [%]

[9%] (x)Aousnbaig~adALaminD

M0 =

x [um]

Figure 111.16 : Distribution de la taille des MP pour la formule 1.

Selon la figure 111.16, le D(10) = 0.6300 pm, D(50) = 1.0397 um, D(90) = 1.7044 pym
et D(4,3) = 1.1119 um. La comparaison au standard donne une différence de 8.61% pour le

D(4,3). Et la comparaison des histogrammes, nous donne (figure 111.17) :

12

10

fréquence(%)
(e)}

NS

=

0,5

d(um)

1,5 2

2,5

=¢="Fformule 1
=fi—stand

Figure 111.17 : Distribution de la taille des MP pour ’essai standard et la formule 1.
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Méme constat que pour le placebo la distribution est presque identique. Ce qui signifie
que 5% de PVA ne réduit plus la tension de surface comparé au 2.5%. Du coup, cela nous
ameéne a conclure que la concentration micellaire critique du PVA se trouve aux alentours de
2.5% et I’ajout d’un second tensioactif anionique en fines quantités ainsi que la réduction de
la phase aqueuse en émulsification ne déteint pas sur le diamétre des microcapsules. De quoi,
encourager a saturer en CMC tout en diminuant grandement le volume afin d’éviter le

transvasement.

e Formule?2:

Dans cette mixture, nous voulions baisser la quantité de DCM utilisée mais garder le

méme rapport W/O, en le remplagant par de I’acétate d’éthyle.

[941 (x)Aousnbauy~adA | anny

CurveType_Cumulative(x) [%]

x [pm]

Figure 111.18 : Distribution de la taille des MP pour la formule 2.

Selon la figure 111.18, le D(10) = 1.1309 um, D(50) = 7.4661 um, D(90) = 17.3830 um
et D(4,3) =8.3922 um.

La courbe indique un pic dominant et 2 autres parasites. Cette non-uniformité, se
traduit aussi par la présence d’agrégats en solution. Lors de 1’évaporation, 1’acétate d’éthyle
soluble dans I’eau se diffuse en solution aqueuse et 1'extraction soudaine d'une grande quantité
d'acétate d'éthyle de la phase dispersée fait précipiter le polymere et agglomérer les

microcapsules.
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111.6. Infrarouge - Transformée de Fourier

Nous analysons par IRTF I’insuline Actrapid, le PLA, I’essai n°11 (aprés que se soit
passée une semaine) et le blanc. Ainsi qu’un autre échantillon la formule 2, ayant des
microcapsules trés agrégées et non symétriques, n’a pas semblé nécessiter d’un blanc. Cela

dit, son seul intérét a I’analyse fut la stabilité¢ de I’insuline.

e Analyse IRTF de Pl’insuline Actrapid: ce produit commercial comporte plusieurs

composants cités en amont mais nous ne nous intéresserons qu’a la protéine y figurant.

67,5
%T ]
60

|
358531~
3576,02~"
332142~
3208,28~"

I[[I|'I['I['|['\['I['II'I'I‘I['I['l['l['l[lll'l['ll'I['l['III"[I['I['I

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
1/em

Nombre d’onde

Figure 111.19 : Spectre IRTF de I’insuline Actrapid.

L'absorption IR de I’insuline dans la région IR moyen donne les régions Amide A(~
3300cm™) et Amide B(~ 3100cm™) en bande large, et les Amide 1 & Amide 111, utilisées pour
I'identification de la structure secondaire des protéines. Parmi celles-ci, la région Amide I,
entre 1700 et 1600 cm™, est la plus sensible & la structure secondaire des protéines et
correspond a la vibration d'étirement C=0 de la liaison peptidique. La bande d'absorption
pour I’amide 1 de 1650-1658 cm™, 1640-1648 cm™ et 1620-1640 cm™ symbolise la
conformation a-hélicoidale, en bobine aléatoire, ou feuillet B respectivement (figure 111.20)
[83,84]. En projetant ces informations sur notre spectre d’absorbance (figure 111.19) ; nous
détectons les pics de I’amide I : 1653cm™(a-hélicoidale), 1637.56 cm™ (feuillet p).
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Figure 111.20 : Structure secondaire des protéines. (a) hélice o ; (b) feuillet B; (c) Bobine

aléatoire.

La bande Amide 11, qui couvre la région spectrale entre 1550 et 1540 cm™ avec 2 pics
4 1566.20 cm™ et 1550.77 cm™, représente la flexion N—H dans le plan (60%) et & I'étirement
C-N (40%). La région spectrale Amide Il (1350-1200 cm™) est due & une combinaison
d'étirements C-C et C-N et de vibrations de flexion C-H et est appelée la région d'empreintes
digitales parce que chaque série d'absorption produit des modeéles de pics différents et
compliqués. Elle est relativement faible en signaux, mais n'a pas l'interférence de la bande
vibrationnelle de I'eau qui affecte la région Amide 1. D’ailleurs, les régions Amide | et Il sont
sensibles a la structure secondaire de la protéine parce que le C = O et les liaisons N-H sont

impliquées dans les liaisons hydrogene de la structure secondaire des protéines [83].

e Analyse IRTF du PLA : cette analyse qualitative, nous permet d’identifier les pics du
PLLA.
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Figure 111.21 : Spectre IRTF du PLA L9000.
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Les attributions générales pour les bandes présentes en analyse du PLA semi-cristallin

(en figure 111.21) sont présentées dans le tableau 111.9 ci-dessous.

Tableau I11.9 : Attributions des bandes du PLA L9000. (as : asymétrique, s : symétrique)

Position (cm™) Attribution Intensité
756,10 6C=0 0,3337
869,90 vC-CO00 0,3184
1045,42 vC-CH; 0,5472
1089,78 v;,COC 1,3876
1130,29 r.sCH; 0,9642
1184,29 UqsCOC 1,2853
1211,30 UgsCOC 0,9009
1269,16 6CH + vCOC 0,4551
1365,60 SCH + 6,CH, 0,4816
1381,03 8,CH, 0,5025

1450,47-1458,18 8,4sCH3 0,5380 - 0,5308
1757,15 v(C = 0) 2,2001
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2945,30

v,CH, 0,3467

2995,45

0,3788

U,sCH3

Les bandes IR & 2995, 2945 cm™ sont attribuées a la région d'étirement CH (-

CHs(asym), CHs(sym)), qui dans notre polymere sont faibles. La région d'étirement C=0

apparait dans les spectres IR & environ 1759 cm™ sous la forme d'une large bande asymétrique

principalement due aux modes actifs A et E1, mais qui dans notre cas est symétrique a 1757

cm™. Le CHjs est responsable de I'apparition des pics & 1450-1458 cm™ et la déformation CH
apparait & 1381 et 1365 cm™.

Les modes d'étirement C—O du groupe ester se montrent & 1211 cm™ et le mode

asymétrique C—O-C apparait a 1184 cm™. A 871 et 756 cm™, surgissent deux pics

relativement faibles attribuables respectivement aux phases amorphe et cristalline du PLA.

Les plages en dessous de 300 cm™ sont principalement dues aux styles de torsion CHs et aux

torsions squelettiques C—C [85].

e Analyse IRTF du blanc: des microcapsules composés d’exactement la méme

formulation que I’essai 11, mais en guise de phase aqueuse W1 (insuline) nous avons pris
de ’EPPI (W3 : 0.5ml EPPI, W, : 40ml 2.5% PVA).
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Figure 111.22 : Spectres IRTF du blanc (a) et du PLLA (b).
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Nous remarquons en figure 111.22, la présence de tous les pics distinctifs du PLA dans
le blanc et une atténuation du pic 1757cm™, correspondant & C = O, que nous attribuons & une
diminution de 1’épaisseur du film. Les phases organiques (DCM + PLA) préparées pour
I’obtention du film PLLA et des microcapsules du blanc, ont une composition identique. De
ce fait, en prenant compte de la surface d’étalement dans les deux cas, nous pouvons suggérer
que la diminution du pic caractéristique du PLA revient a une quantité moindre dans le cas

des microcapsules [86].

e Analyse IRTF de I’essai 11 : cet échantillon correspond & des microcapsules de PLA
renfermant de 1’insuline (Wy : 0.5ml Ins, W5 : 40ml 2.5% PVA).
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Figure 111.23 : Spectres IRTF de I’essai 11 (a), du blanc (b), de I’insuline Actrapid
(c) et du PLLA(d).

Dans la figure 111.23, la comparaison des spectres rapporte que les pics entre 1’essai 11
et le blanc sont identiques il n’y a que leurs intensités qui différent, ce qui entrave la lecture
de la présence et de la stabilité de I’insuline, cela dit, nous remarquons un pic négligeable
3105cm™ & la région de I’Amide B. De plus, I’intensité du pic C=0O a augmenté grandement,
en suivant la logique évoquée en amont, cela reviendrait cette fois a 1’augmentation de
I’épaisseur du film due a une surface d’étalement inférieure (diametre plus grand des
microcapsules) et autre remarque, nous ne distinguons pas le pic du groupement OH vers
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3280cmcensé étre distinctif pour le PVA [87]. Pour améliorer ces conditions, nous opérons

un zoom sur les régions amide | et I1.
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Nombre d’onde
Figure 111.24 : Spectres IRTF de ’essai 11 (a), du blanc (b), de I’insuline Actrapid
(c) et du PLLA(d) en régions Amide I et II.

Selon la figure 111.24, nous pouvons avancer la présence d’insuline par 1’augmentation
des pics 1653cm™, 1637 cm™, 1566 cm™, 1550 cm™ appartenant aux amides | et 11 mais en vu
de la Iégére variation que celle-ci représente nous notons tout de méme la quasi-inexistence
d’insuline en surface des MP donc nous en concluons que I’insuline a bien été encapsulée
[88]. Cependant, nous pouvons également constater I’augmentation de la bande 1625 cm™?,
celle-ci est représentative au niveau des protéines, d’un pic d’agrégats [89]. Ce qui remet en
doute la stabilit¢ de I’insuline surfacique aprés une semaine de stockage a température

ambiante.

e Analyse IRTF de la formule 2 : ces microcapsules ont été analysees de la méme
manicre que les échantillons précédents. Cette formule renferme de I’insuline Jusline R

en phase aqueuse.
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Figure 111.25 : Spectre de la formule 2 en région des amides | et II.

Le but de cette formulation était d’induire I’agrégation de I’insuline en 1’exposant a un
pH acide sachant que I’insuline est sous forme dimérique et non héxamérique en vu de
I’absence de chlorure de zinc, tout en la stabilisant avec du SDS car 1’ajout d’acétate d’éthyle
provoque ’agglomération et 1’agrégation des MP. En figure 111.25, nous ne constaterons pas
une grande différence sur cette région comparer a I’essai 11, mise a part que les pics ont été
déplacés (1641cm™, 1548cm™), cela pourrait étre présumé comme apparenté au phénomeéne
d’agrégation et de dégradation, ainsi que le pic & 1625 cm™ possiblement attribuable aux
amyloides [89].
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Le contexte étudié se base sur une microencapsulation, dans le but de protéger

I’insuline bioactive et augmenter la surface de contact avec la paroi intestinale tout en

allongeant le temps de contact, ces microcapsules devant étre en milieu potentialisant par

rapport & la perméation de cette paroi. Le tout, encapsulé une seconde fois dans des gélules

gastro-résistantes disponibles sur le marché.

Les conclusions fournies par cette étude sont :

Par la microscopie : la formation d’une double émulsion dans le sens W1/O/W,.
Granulométrie laser : 1’évaporation réduit la taille moyenne des microparticules de
29.07 % dans le cas de la formulation test.

Plan factoriel a 2 niveaux : parmi les facteurs variés la concentration de PVA et la
vitesse d’agitation sont les plus influents, la taille des MP est inversement
proportionnelle & la concentration de PVA et a la vitesse d’agitation dans notre
domaine, la CMC du PVA est aux alentours de 2.5% (m/v). Par action de
’agitation et de la chaleur, il se produit un rhéoépaississement du PVA engageant
un ajustement au niveau des facteurs choisis, pour remplacer la concentration de
PVA par sa viscosité dynamique ou ajouter une correction au modéle sur le
comportement du PVA.

Autres points, réduire la toxicité du solvant en le mélangeant a I’acétate d’éthyle,
est un levier d’agrégation des MP.

Par IRTF : I’'imprécision de 1’analyse IRTF car les bandes des composants hors-
insuline se superposent aux pics caractéristiques de 1’insuline néanmoins la quasi-
inexistence de I’insuline a la surface des MP sachant qu’elles n’ont pas été purifiées

et en les comparant aux blancs suggérerait une bonne encapsulation.

Nos résultats se sont révelés probant aux recherches en bibliographie, et notre modele

a plusieurs aspects a critiquer, notamment, la condition d’uniformité des tailles omise. Par

contre, il semble applicable a toute autre molécule hydrophile vu que les diamétres du blanc

étaient trés proches du standard.

Si de tout ce qui précede, nous devions synthétiser la méthode de préparation la plus

adaptée, celle-ci serait comme suit : phase aqueuse dispersée (0.2ml Ins Actrapid), phase
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organique (2ml DCM + 0.068g PLA), phase continue (5 ml de 2.5% PVA (m/v) + 20 ml de
0.5% PVA (m/v)) et v =10000 rpm, t = 90s.

Au final, la cléture de ce mémoire se fera en soulignant que la microencapsulation
n’est pas le seul but a atteindre. Il reste a agrandir le domaine du plan, faire pivoter les
facteurs fixes, introduire les notions de taux d’encapsulation et de bioactivité de 1’insuline
comme réponses. Pour apres, se pencher sur le contrdle de la libération et la perméation au
travers de la paroi intestinale voire méme opter pour la microencapsulation avec membrane, et
réduire nettement 1’indice de polydispersion ou le Span. Pour au bout du chemin, faire des

tests sur des animaux in vivo.
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Résume :

Pour une insuline orale, la microencapsulation dans du PLA par double émulsion avec
évaporation du solvant, fut la méthode adoptée. Nous avons notamment élaboré un plan
factoriel complet a 2 niveaux, révélant que la taille des microcapsules (obtenue par
granulomeétrie laser) soit inversement proportionnelle a la concentration de PVA, au temps et
a la vitesse d’agitation, et qu’elle soit proportionnelle au volume d’insuline ajouté. L’IRTF et
la microscopie se sont montrées douteuses et sans réel résultat. Enfin, les tests en aval ont
démontré que la CMC du PVA était bien aux alentours de 2,5% (m/v) et que la dilution avant
¢évaporation tout comme 1’emploi d’EPPI au lieu d’Actrapid, n’influencait pas la taille des

MP.

Mots-clés : Insuline, microencapsulation, acide polylactique, alcool polyvinylique, plan

factoriel.



