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Introduction



INTRODUCTION

Les maladies cardiovasculaires représentent la principale cause de mortalité chez les

adultes dans I’ensemble des pays membres de 1’Organisation Mondiale de la Santé [1].

L’hypertension artérielle (HTA) représente un probléme de santé publique majeur. D’un
point de vue épidémiologique, I’HTA concernerait plus d’un milliard d’individu a travers le
monde. C’est une maladie qui ne peut pas étre guérie, mais peut étre controlée gréace a divers
traitements médicamenteux, tels que les diurétiques, les béta-bloquants, les inhibiteurs
calciques, les inhibiteurs de ’enzyme de conversion et les antagonistes des récepteurs (AT1)

de I’angiotensine I [2].

Le valsartan est I’un des antagonistes compétitifs puissant et sélectifs des récepteurs AT1
de I’angiotensine II indiqué dans le traitement de 1’hypertension artérielle. En inhibant les
récepteurs de 1’angiotensine II, le valsartan dilate les vaisseaux sanguins, et ainsi abaisse la
pression artérielle et régule la circulation sanguine [3]. Il est aussi indiqué dans le traitement de

I’insuffisance cardiaque et post-infarctus du myocarde.

Parmi toutes les voies d’administration des médicaments, la voie orale a toujours suscité
un grand intérét car elle est la plus confortable et la plus facile pour le patient. Malheureusement
un grand nombre de molécules actifs administrés par cette voie ne parviennent pas a la
circulation sanguine, par le manque d’absorption et de la faible biodisponibilité ; cette derniere
est liée a une libération massive de la molécule active dans les milieux physiologiques et/ou

faible résistance enzymatique.

Pour cela, I’'une des stratégies proposées pour améliorer la biodisponibilité orale des
médicaments est ’incorporation de principes actifs dans des matériaux polymeéres par la
microencapsulation. Cette technique permet de protéger le principe actif et de contréler sa
libération dans I’organisme, ainsi que de diminuer les effets secondaires liés a un relargage

massif du principe actif et réduire le nombre de prises en prolongeant I’action thérapeutique.

Comme les polyesters sont bien tolérés et ne présentent aucune toxicité vis-a-vis de
I'organisme, ils sont trés utilisés dans le domaine médical, en particulier dans le domaine de la
vectorisation de principes actifs [4, 5]. Grace a leurs propriétés de biocompatibilité et
biodégradabilite, ils sont largement utilisés dans la libération contrdlée des principes actifs.

Dans le but d’optimiser le nombre des essais, une approche pratique et informatisée a été

utilisée, il s’agit des plans d'expériences. Cette méthode permet d'organiser au mieux les essais



qui accompagnent une recherche scientifique ou des études industrielles. Ils sont applicables a
de nombreuses disciplines et a toutes les industries. Avec les plans d'expériences on obtient le

maximum de renseignements avec le minimum d'expériences.

L’objectif de cette étude consiste a optimiser les parametres d’encapsulation d’un
antihypertenseur (le valsartan) dans des polymeéres biodégradables (le poly (acide lactique) et
la poly (e—caprolactone)), en utilisant les plans d’expériences. Une matrice de type Box-
Behnken sera réalisée, en étudiant 1’effet de trois facteurs indépendants sur le taux
d’encapsulation a savoir : la quantité du polymere, la concentration du tensioactif et le volume

de la phase aqueuse.
Le manuscrit de ce travail se compose de quatre chapitres principaux :

Le premier chapitre consiste a présenter des généralités sur les maladies cardiovasculaires

et leurs traitements médicamenteux.

Le second chapitre est consacré & une mise au point bibliographique sur la
microencapsulation, plus particulierement les méthodes d’encapsulation et les facteurs

influengant le taux d’encapsulation des principes actifs encapsulés.

Dans le troisieme chapitre nous allons décrire la technique de préparation des
microspheres de PLA et de PCL contenant du valsartan, la méthode des plans d’expériences
appliquée afin d’optimiser les paramétres d’encapsulation, ainsi que les techniques de
caractérisation des microspheres (UV-Visible, IR-TF, MEB, DRX). Par la suite, discuter et
interpréter les résultats obtenus.

Le quatriéme et dernier chapitre est consacré a 1’étude de la cinétique de libération des
microsphéeres de PLA, PCL contenant du valsartan, testés in vitro dans le milieu intestinal
(pH=6,8).

Enfin, on terminera par une conclusion générale qui résume les résultats essentiels

obtenus et réalisés lors du travail expérimental.






Chapitre I : Les maladies cardiovasculaires

En Algérie, les maladies cardiovasculaires atteignent le taux de 46,2% arrivant en téte des
maladies non-transmissibles additionnées a I’hypertension artérielle. Ces dernieres représentent
la premiere cause de mortalité. La mauvaise hygiéne de vie, une alimentation déséquilibrée, le

tabagisme, toutes ces mauvaises habitudes impactent fortement sur la santé des algériens [6].

1.1. Définition des maladies cardiovasculaires

Il s’agit de I’ensemble des maladies qui touchent le coeur et les vaisseaux sanguins. Ces
maladies ont un impact considérable sur la mortalité, la morbidité et le codt de la sante, partout
dans le monde [7, 8]. Toutefois, I’impact varie en fonction de 1’age, du sexe, de la situation

économique et de la région géographique [9].
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Figure 1.1 : Anatomie du systéme cardiovasculaire.

1.2. Maladies cardiovasculaires et leurs traitements

Les principales maladies de cette catégorie, qui sont recensées dans le monde sont

classées comme suit [6] :

e Hypertension artérielle (HTA) : traitée par les antihypertenseurs ;

e L’insuffisance coronaire : traitée par les anti-angineux ;

e Insuffisance cardiaque : traitée par les béta-blogquants et les vasodilatateurs ;
e Troubles du rythme : traitée par les anti-arythmiques ;

e Pathologie artérielle : traitée par les vasodilatateurs anti-thrombotiques.



1.3. Facteurs de risque des maladies cardiovasculaires

La prévention des maladies cardiovasculaires. Se fait par la prévention de tous les facteurs

de risques modifiables responsables de 1’apparition et de I’aggravation [10]. Ces facteurs sont

représentés par [11] :

> Facteurs non modifiables

L’age et le sexe : Le risque cardiovasculaire augmente avec 1’age. L’homme est plus expose
aux accidents cardiovasculaires que la femme en période d’activité génitale mais le niveau
de risque chez cette dernicére rejoint trés progressivement celui de ’homme apres la
ménopause.

Les antécédents familiaux : La prédisposition familiale est un facteur de risque majeur.

> Facteurs modifiables

L’hypertension artérielle : On parle d’une hypertension artérielle quand la tension artérielle
est supérieure ou egale a 140/90 mm Hg.

Le tabagisme : Les personnes qui fument actuellement présentent un risque accru de
développer des maladies cardiovasculaires. Les risques augmentent en fonction de la
fréquence et nombre de cigarettes fumees.

La dyslipidémie et le cholestérol : Des taux anormalement élevés ou faibles de gras dans le
sang augmentent le risque de maladies coronariennes.

La surcharge pondérale ou 1’obésité : Elle se définie par un excés de masse graisseuse, en
particulier au niveau abdominal.

Le diabete (type | ou Il) : Représente un facteur de risque considérable pour le
développement des maladies cardiovasculaires. Il a été montré que les patients diabétiques

sont deux fois plus sujets a risque que les non-diabétiques.

Il existe aussi des facteurs qui aggravent les maladies cardiovasculaires tels que :

Le stress ;

La sédentarité ou le manque d’exercice physique.



1.4. Symptdmes qui doivent alerter

Douleurs ou génes dans la poitrine, douleurs ou génes dans le bras, 1’épaule, la méachoire,
difficultés a respirer, essoufflements, sensation soudaine de faiblesse au niveau du visage, ou
d’un seul c6té du corps, vertiges, malaises, maux de téte, troubles de la vision ou de la parole

et pertes d’équilibre [12].

1.5. Médicaments cardiovasculaires

1.5.1. Médicaments de I’insuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque est définie comme étant 1’incapacité du cceur a assurer dans des
conditions normales le débit sanguin nécessaire aux besoins métaboliques et fonctionnels des

différents organes [13].

Différentes classes de medicaments peuvent étre associées en cas d'insuffisance
cardiaque. Le traitement doit étre adapté au cours du temps et en fonction de I'évolution de la
maladie et des symptdmes. Les médicaments prescrits sont a prendre régulierement, tout au

long de la vie [14].

a- Digitaliques (Glucosides cardiotoniques)

Connus et utilisés depuis trés longtemps, les digitaliques (glucosides cardiotoniques) sont
des substances d’organes naturels contenues dans diverses plantes (digitale, scille) [15].

Au cours de I'insuffisance cardiaque, I’action des glycosides cardiotonique se traduit par
une vasodilatation. Cette action vasodilatatrice entraine une augmentation importante du retour
veineux, améliorant ainsi dans une certaine mesure, le débit cardiaque, et diminuant la

résistance a 1’éjection [16].

b- Inhibiteurs des phosphodiestérases

Ils associent un effet inotrope positif et un effet vasodilatateur. Ils améliorent 1’état

thermodynamique en cas d’insuffisance cardiaque aigue sans hypotension importante.

Trois produits sont utilisés et réservés a 1’usage hospitalier : I’amrinone, 1’émotionne et

la milrinone.



1.5.2. Antiangoreux

La crise d’angine de poitrine est due a un déséquilibre entre les besoins en oxygene du
myocarde et les apports d’oxygene par la circulation sanguine coronaire.
Afin de prévenir cette crise, il est nécessaire de diminuer les besoins en oxygeéne et augmenter

le débit sanguin.

Certains méedicaments sont actifs a titre curatif et préventif sur la crise d’angor. D’autres
sont utilisés dans I’insuffisance coronarienne chronique avec un double but : diminuer la géne

fonctionnelle et réduire les risques d’infarctus du myocarde [15].

Parmi les antiangoreux on distingue :
a- Dérives nitreés
La nitroglycérine et les nitrates organiques exercent une relaxation des muscles lisses et
donc une vasodilatation généralisée prédominante sur le systéme veineux [17].
On utilise sur le plan thérapeutique les conséquences de ces effets vasculaires au niveau du

cceur. La diminution de I’apport de sang veineux et de la résistance artérielle soulage le cceur.

De ce fait, le bilan en oxygéne s’améliore [18].
b- Molsidomine

La molsidomine est un donneur de monoxyde d’azote exercant 1’effet anti-ischémique de
la méme facon que les dérivés nitrés, par une augmentation de la capacitance veineuse qui induit
a son tour une réduction pré-charge, de la tension pariétale et des besoins en oxygéne, sans

entrainer d’accoutumance [19].

1.5.3. Antiarythmiques

Les antiarythmiques sont des médicaments qui s’opposent a 1’arythmie cardiaque et
régularisent le fonctionnement du cceur. 1ls sont utilisés pour corriger une géne fonctionnelle :
palpitation, malaise ...ou pour prévenir un risque vital prophylaxie des arythmies aprés un

infarctus récent [15].



1.5.4. Antihypertenseurs

Ces médicaments sont directement actifs sur la fibre lisse vasculaire. Ce sont des
vasodilatateurs musculotropes qui diminuent le tonus vasculaire au niveau des petites artéres et

des arterioles. 1l existe plusieurs types d’antihypertenseurs :

a- Béta-bloquants

Ce sont des produits qui inhibent de fagon compétitive 1’effet béta des amines

sympathomimeétique sur le cceur.

Ils diminuent la conduction auriculo-ventriculaire. En fait, le degré du ralentissement
cardiaque dépend de 1’état du systéme sympathique. Au repos, il y aura peu de changement ;

en revanche a I’effort, il y aura prévention de 1’accélération cardiaque [15].

Les béta-bloquants représentent une classe majeure au sien de la pharmacopée, de par
leur intérét thérapeutique démontré dans les principaux domaines de la pathologie
cardiovasculaires : hypertension, insuffisance coronaire, insuffisance cardiaque [20].

Longtemps contre-indiqués dans I’insuffisance cardiaque, les bétabloquants sont
maintenant une thérapie approuvée dans le traitement des patients atteints de dysfonction

systolique ventriculaire gauche [6].

b- Antagonistes du calcium

Les antagonistes du calcium, encore désignés par le terme « inhibiteurs calciques » ou
bien par le terme « bloqueurs des canaux calcique » sont indiques dans le traitement d’affections

cardiovasculaires majeurs [15].

Les inhibiteurs des canaux calciques dilatent les artéres systémiques et les artéres
coronaires et exercent leur effet anti-ischémique par diminution de la post-charge et

augmentation du débit coronaire [21].

Les structures chimiques des inhibiteurs calciques sont tres différentes. Les
dihydropyridines constituent la classe la plus importante avec la nifédipine, la félodipine et la

nicardipine [15].



c- Inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (IEC)

Ces médicaments permettent de bloquer le systéme rénine-angiotensine de maniere
chronique. Ils ont pris une place importante dans le traitement de I’hypertension artérielle et de

I’insuffisance cardiaque [15].

Les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine sont indiqués lors de la
dysfonction ventriculaire gauche asymptomatique [22]. Ils agissent en s’opposant a
I’angiotensine I, inactive sur le plan vasculaire, en angiotensine Il [23]. De plus, la bradykinine
est une hormone qui est dégradée par la méme enzyme de conversion de 1’angiotensine. De ce
fait, ’accumulation de bradykinine, qui a des propriétés vasodilatatrice puissantes, participe

également a I’effet antihypertenseur des inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de

I’angiotensine. En revanche, elle induit un effet secondaire néfaste a savoir une toux séche [15].

d- Antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II

Les antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II sont une nouvelle classe de
substances qui inhibent le systeme rénine-angiotensine, mais par un mécanisme différent de
celui des l'inhibiteur de I’enzyme de conversion d’angiotensine. lls agissent par antagonisme
au niveau des récepteurs de I’angiotensine Il. 1ls inhibent donc I’effet vasoconstricteur de

I’angiotensine II exogeéne et préviennent la sécrétion d’aldostérone induit par ce peptide.

Les sartans, molécules de nature non peptidique, font partie des traitements les plus
récents de 1’hypertension artérielle. Le blocage des récepteurs de 1’angiotensine Il par les
sartans entraine une augmentation de la concentration d’angiotensine I1, sans incidence sur celle
de la bradykinine. La baisse de tension artérielle est comparable a celle obtenue avec les autres
antihypertenseurs, sans toutefois, nécessiter une stimulation préalable du systeme rénine-

angiotensine [14].

Cing molécules appartenant a la famille des sartans ont été synthétisées et sont

commercialisés depuis 1995 : losartan, valsartan, irbesartan, candesartan et telmisartan.

Ces substances sont indiquées dans le traitement de I’hypertension artérielle
essentiellement, ils sont bien tolérées mais dans certaines circonstances leur emploi peut
provoquer les mémes symptdmes que les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de

I’angiotensine, notamment en cas de déplétion sodée ou de sténose de I’artére rénale.



En contre partie, comme ils ne participent pas a 1’accumulation de bradykinine, ils ne

provoquent pas de toux [15].

Les structures chimiques des sartans représentées sur la figure suivante :
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Figure 1.2 : Formules chimiques des sartans.

1.6. VALSARTAN

1.6.1. Historique

Le valsartan a été développé par Novartis et a été vendu sous le hom de marque
DIOVAN. Il detient actuellement la plus grande part du marché pour le médicament de son

genre.

Aux Etats-Unis, le valsartan est enregistre par la Food and Drug Administration (FDA)
pour utilisation dans le traitement de I'nypertension chez les enfants de 6 ans et plus, depuis
Décembre 2008 [24].



1.6.2. Définition

Le valsartan est une substance non peptidique, actif par voie orale et bloqueur des

récepteurs de I'angiotensine 11 spécifiques agissant sur les récepteurs AT1.

Le valsartan est chimiquement décrit comme [(S)-N-Valéryl-N-{[2-(1H-tétrazole-5-yl)-
biphenyl-4-yl]-méthyl}-valine]. Sa formule brute est C24H29N5s03, et son poids moléculaire est
de 435,519 gr/mol [25].

N
/=
N

N\

\ —NH

Figure.l.3 : Formule chimique du valsartan.

1.6.3. Pharmacodynamie du valsartan

Le valsartan, en administration orale, est un antagoniste puissant et spécifique du
récepteur de I'angiotensine 1. Il inhibe de maniére sélective le récepteur AT1, responsable des
effets connus de l'angiotensine 1l. L'augmentation des concentrations plasmatiques
d'angiotensine Il secondaire au blocage du récepteur AT1 pourrait stimuler le récepteur AT2
non bloqué, ce qui semble compenser l'effet du récepteur AT1. Aucune activité agoniste
partielle sur le récepteur AT1 n'a été mise en évidence pour le valsartan dont I'affinité pour le
récepteur AT1 est beaucoup plus forte (environ 20 000 fois) que pour le récepteur AT2. Le
valsartan ne se lie a aucun autre récepteur hormonal et ne bloque aucun canal ionique dont

I'importance pour la régulation cardiovasculaire soit connue.

Le valsartan n'a pas d'action inhibitrice sur l'inhibiteur de I’enzyme de conversion

d’angiotensine (également appelée kinase I1) qui convertit I'angiotensine | en angiotensine 11 et
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qui dégrade la bradykinine. Les antagonistes de I'angiotensine Il ne devraient pas provoquer de
toux, dans la mesure ou ils n‘agissent pas sur I'enzyme de conversion et ne potentialisent pas

I'action de la bradykinine ou de la substance P (hormone neurotransmetteur).

Les études cliniques comparant le valsartan et un inhibiteur de I’enzyme de conversion
d’angiotensine ont montré que I'incidence d'une toux seche était significativement plus faible
(P <0,05) sous valsartan que sous inhibiteur de I’enzyme de conversion d’angiotensine (2,6 %

contre 7,9 % respectivement).

Au cours d'une étude clinique incluant des patients ayant des antécédents de toux seche
sous I'inhibiteur de I’enzyme de conversion d’angiotensine, cette toux est apparue chez 19,5 %
des sujets traités par valsartan et chez 19,0 % de ceux traités par un diurétique thiazidique contre

68,5 % de ceux traités par l'inhibiteur de I’enzyme de conversion d’angiotensine (P< 0,05) [26].

L'administration du valsartan a des patients hypertendus diminue la pression artérielle
sans toutefois influencer la fréquence cardiaque. Chez la plupart des patients, l'effet
antihypertenseur se manifeste dans les 2 heures apreés administration d'une dose orale unique,
la réduction maximale de la pression artérielle étant obtenue dans les 4 a 6 heures. L'effet
antihypertenseur persiste pendant 24 heures suivant la prise. Lors de I'administration répétée,
I'effet antihypertenseur est nettement perceptible en I'espace de 2 semaines, et I'effet maximum

est atteint en 4 semaines et se maintient lors du traitement a long terme [26].

1.6.4. Pharmacocinétique du valsartan

» Absorption

Aprés administration orale du valsartan seul, les pics de concentration plasmatique de
valsartan sont atteints apres 2 a 4 heures. La biodisponibilité absolue moyenne est de 23 %. Les
concentrations de valsartan dans le sang mesurées par laire sous la courbe et les pics
plasmatiques (Cmax) diminuent respectivement d'environ 40 % et 50 % si le valsartan est
administré au cours d'un repas, mais les taux plasmatiques sont similaires 8 heures apres la
prise, que le patient ait été a jeun ou non. Toutefois, cette réduction de l'aire sous la courbe n'est
pas associée a une diminution cliniqguement significative de I'effet thérapeutique, c'est pourquoi

le valsartan peut étre pris pendant ou en dehors des repas [26].
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» Distribution
Le volume de distribution a I'état d'équilibre du valsartan aprés administration
intraveineuse est d'environ 17 litres, ce qui indique qu'il n'y a pas de distribution importante du
valsartan dans les tissus. La liaison du valsartan aux protéines sériques est forte (94 a 97 %) ; il

se lie principalement a I'albumine [26].

» Métabolisme

Le valsartan n'est pas largement biotransformé puisque seulement 20 % de la dose sont
retrouvés sous forme de métabolites. De faibles concentrations plasmatiques d'un métabolite
hydroxy ont été retrouvees (moins de 10 % de I'aire sous la courbe du valsartan). Ce métabolite
est inactif sur le plan pharmacologique [26].

» Elimination

Le valsartan se caractérise par une décroissance cinétique multiexponentielle (t..< 1 h
et t d'environ 9 heures). L'excrétion du valsartan se fait principalement par voie biliaire dans
les feces (environ 83 % de la dose) mais également par voie rénale dans les urines (environ
13 % de la dose), essentiellement sous forme inchangéee. Apres administration intraveineuse, la
clairance plasmatique du valsartan est d'environ 2 I/h et sa clairance rénale de 0,62 I/h (environ
30 % de la clairance totale). La demi-vie du valsartan est de 6 heures.

Chez les patients d’insuffisances cardiaques : les délais moyens pour atteindre le pic de
concentration plasmatique et la demi-vie d'élimination du valsartan chez les patients ayant une
insuffisance cardiaque ont été semblables a ceux observés chez les volontaires sains. Les
valeurs de I'aire sous la courbe et de la Cmax du valsartan augmentent de maniére linéaire et sont
presque proportionnelles a la dose sur I'éventail des doses cliniques (40 a 160 mg deux fois par
jour). Le rapport d'accumulation moyen est d'environ 1,7. La clairance apparente du valsartan,
aprés administration orale, est d'environ 4,5 I/h. L'age n'a pas d'influence sur la clairance

apparente chez les patients ayant une insuffisance cardiaque [26].
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Chapitre |1 La microencapsulation

Chapitre Il : La microencapsulation

Aucun medicament ne peut exercer une activité thérapeutique si la molécule
biologiquement active qu’il renferme n’est pas capable de franchir les barriéres biologiques
qui séparent le site d’administration du site d’action. Les barrieres a traverser sont des
systemes tres complexes faisant intervenir plusieurs éléments (épithélium, endothélium,
membrane cellulaire) et plusieurs composantes (barrieres mécaniques ou physico-chimiques
et barrieres enzymatiques). Certaines molécules sont inefficaces car elles diffusent
spontanément et intégralement la substance active, ce qui nécessite son encapsulation dans le
but de ralentir sa libération (pour prolonger le temps de séjour de la forme posologique) une

fois que le site d'application ou d'absorption est atteint).

L’encapsulation de principes actifs afin d’assurer une libération contrélée, prolongée

ou ciblée constitue I’un des enjeux de recherche du début de 216™ siécle [27].

I1.1. Historique de I’encapsulation

C’est en 1931 que deux chimistes chercheurs (Bungenburg de Jong et Kaas)
découvrirent la coacervation, un phénomeéne physique permettant de réaliser des systemes
colloidaux, ce qui a conduit aux premiers essais d’encapsulation. Le développement de cette
technique de 1’échelle du laboratoire a la production industrielle aura duré une vingtaine
d’années. Durant cette époque, la technologie a été constamment améliorée, modifiée et
adaptée [28]. Historiquement, 1’une des premiéres applications de la microencapsulation a été
le papier autocopiant sans carbone a base de microcapsules d’encre sensibles a la pression,
dans les années 1950. Puis les recherches se sont intensifiées, afin de développer de nouvelles
technologies d’encapsulation, de vectoriser de nouveaux composes, et de proposer de
nouveaux matériaux enveloppants, comme par exemple [’utilisation des polymeres

biocompatibles dans le domaine médical [29].

La microencapsulation a fait ’objet d’un nombre important de publications dans le
monde scientifique depuis environ les années 1970. Ces derniéres années, les microcapsules
ont fait leur apparition dans de nombreux domaines d’application aussi divers et variés que les
cosmétiques, 1’agroalimentaire, les encres ou bien encore les engrais [30] ; mais c’est
véritablement dans 1’industrie pharmaceutique que ce nouveau concept présente un réel
intérét.
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Chapitre |1 La microencapsulation

11 .2. Définition

La microencapsulation est une technique qui regroupe 1’ensemble des procédés
permettant d’obtenir des microparticules individualisées, constituées d’un matériau polymere
enrobant, contenant une matiére active. La matrice enrobante représente une barriere

permettant la protection du principe actif ainsi que le contréle de sa libération [31, 32].

11 .3. Morphologie des microparticules

Les microparticules sont composées d’une mati¢re active enrobée par un matériau
constitue de polymeres ou de lipides [33]. Leur distribution granulométrique est de type
gaussien, varie avec le procédé de fabrication choisi et est déterminée par granulométrie a
variation de résistance électrique ou diffraction laser. La morphologie des microparticules
peut étre observée par microscopie optique ou électronique. Deux structures peuvent exister
[34] :

11.3.1. Les microsphéres: Ce sont des particules constituées d’un réseau
macromoléculaire ou lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement
dispersée la matiére active aléatoirement. Cette derniére peut se présenter sous forme de fines

particules solides ou encore de gouttelettes de solutions.

11.3.2. Les microcapsules : Ce sont des particules réservoirs constituées d’un coeur
de matiere active liquide ou solide, entourées d’une enveloppe solide continue de matériau
enrobant [32].

Microcapsule:: Systédme resemrvolr

SuUbrATAN e Sncojr3LldEser

momibranc do polymaro

Microsphare: Systéme matricial

substance disperses

aTeEnr fees e prao Iy e re

Figure 11 .1: Représentation schématique d’une microcapsule et d’une microsphére [35].
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Chapitre |1 La microencapsulation

Il .4. Intéréts de la microencapsulation
Les microparticules peuvent avoir différents roles selon 1’application pour laquelle
elles sont congues, elles assurent donc diverses fonctions tels que :
= Masquage d’un godt ou d’une odeur.
= Amélioration de la présentation d'un produit.
» Protection et stabilisation d'une matiere active dans une formulation.
= Réalisation d’une mise en forme adaptée (dosage plus élevé dans de petits volumes).
» Modification et maitrise du profil de libération d'une matiére active pour obtenir, par
exemple, un effet prolonge ou déclenché [32].

11.5. Techniques d’encapsulations

Les procédés d’encapsulation sont généralement catégorisés dans trois classes :
» procédes mécaniques ;
» procédes chimiques ;

» procédés physico-chimiques
11.5.1. Procédés mécaniques

Le procédé mécanique de I’encapsulation repose sur la nébulisation de la formulation,
ou I’enrobage des microparticules en lit fluidisé, ou ’extrusion du mélange de la maticre

active et de I’agent enrobant.
11.5.1.1. Nébulisation/séchage

Le procédé nébulisation/séchage permet de transformer une formulation liquide
initiale en microparticules séches. La formulation liquide est composée d’une phase de
matiere active sous formes différentes (solution, émulsion, dispersion de particules solides) et
une autre phase de la solution de 1’agent enrobant. Il y a généralement quatre étapes
essentielles dans ce procédé :

o diffusion de la phase liquide (nébulisation) pour former un aérosol ;

e mise en contact de 1’aérosol avec un flux d’air, porté a une température controlée ;

e séchage rapide de 1’aérosol pour former des microparticules solides ;

e séparation et collection de la poudre de microparticules et de I’air contenant le solvant

vaporisé [27].
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Chapitre |1 La microencapsulation
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Figure 11.2 : Systeme de microencapsulation mécanique Nébulisation/Séchage [17].

Ce procédé a été appliqué par Li et al. pour encapsuler I’ibuproféne, une matiére active
non-hydrosoluble, dans une microcapsule en gélatine [36]. Le valsartan a été également
encapsulé par cette technique. En effet, Dong Xun Li et al. [37], ont préparé des
microcapsules de gélatine, en utilisant ’HPMC comme stabilisant, pour améliorer la
dissolution et la stabilité physique du valsartan.

11.5.1.2. Enrobage en lit fluidisé

Le procédé de I’enrobage permet de réaliser la production de microcapsules en lit
fluidisé. L’enrobage comprend trois étapes. D’abord, la poudre de particules est pulvérisée et
fluidisée par I’air. Ensuite, le matériau enrobant est pulvérisé sur les particules suspendues.

Enfin, le séchage et I’enrobage par film sont effectués [38].
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Figure 11.3 : Trois états différents de la substance active a encapsuler en lit fluidisé [32].

La technique d’enrobage en lit fluidis¢ a été trés appliquée pour encapsuler des
molécules actives telles que le diclofenac sodique (AINS) [39], I’acide ascorbique [40] et
I’ibuproféne [41].

11.5.1.3. Extrusion sphéronisation

L’extrusion permet de disperser de maniere homogene un principe actif dans une
matrice polymére, et a pour but de convertir un matériau brut en un produit de forme définie
et de densité uniforme, en le forgcant a passer a travers une filiere sous des conditions de
température controlée (entre 70 et 150°C). Elle peut s’appliquer a des produits en fusion ainsi
qu’a des produits semi-solides (dispersions contenant une forte proportion de produit solide et
une phase liquide). Les polymeres utilisés doivent étre thermoplastiques et posséder une
température de transition vitreuse suffisamment basse. Le filament obtenu aprés extrusion est
refroidi et sectionné de maniére réguliére. Le broyage des microcylindres obtenus va

permettre d’obtenir des microparticules [42].

11.5.2. Procédés chimiques

11.5.2.1. Polymérisation interfaciale (polycondensation)

La polycondensation interfaciale met en jeu 2 monomeres ayant des groupements
fonctionnels complémentaires (A et B), chacun soluble dans une des phases d’un systéme
diphasique. L’encapsulation de principes actifs peut étre réalisée par cette méthode via un

protocole en deux étapes (Figure 11.4) :
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Chapitre 11 La microencapsulation

Dans un premier temps une émulsion est préparée, la phase dispersée contenant
I’espéce a encapsuler ainsi qu’un monomere. Puis cette émulsion est diluée afin d’apporter le
second monomere en phase continue. La réaction démarre alors a I’interface des gouttelettes.

On obtient en fin de réaction une membrane qui renferme I’espéce a encapsuler [43].

Figure 11.4 : Principe de la microencapsulation par polycondensation interfaciale [43] :
(@) Obtention d’une émulsion avec un monomere A dans les gouttelettes ; (b) Dilution de
I’émulsion avec un monomére B dans la phase continue ; (c¢) Polycondensation des

monomeres A et B a I’interface des gouttelettes pour former la membrane des microcapsules.

11.5.2.2. Gélification et congélation

La gélification de gouttes est basée sur la formation d’une solution, dispersion ou
émulsion de matiere active dans une solution aqueuse de polymeres capables de former des
gels sous une action extérieure, physique ou chimique (Figure I1.5). Les matieres actives

(protéine, cellule) sont encapsulées dans ce dispositif [44].

Matiere active
+
solution d'alginate
de sodium

Figure 11.5 : Schéma de la gélification de gouttes [45].
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Chapitre |1 La microencapsulation

11.5.3. Procédés physico-chimiques
11.5.3.1. Séparation de phase ou coacervation

La séparation de phase ou coacervation est largement utilisée pour la préparation des

microcapsules de gelatine, des dérivés cellulosiques ou des polymeres synthétiques [46].

Le procédé¢ de coacervation consiste a abaisser la solubilité d’un polymere initialement
solubilisé dans un solvant approprié, en variant la température ou le pH du milieu ou par ajout
d’un électrolyte, d’un non-solvant ou d’un deuxiéme polymére (agent de coacervation). Il se
forme alors deux phases liquides : I’une riche en polymeére appelée coacervat et I’autre pauvre
en polymeére [31]. Le principe actif dispersé dans la solution initiale de polymeére se retrouvera
au sein des gouttelettes de coacervat, qui sont ensuite durcies ou réticulées par un agent de
solidification (figure 11.6) [47].
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Figure 11.6 : Principe de I’encapsulation par coacervation : (a) dispersion du principe actif
dans la solution de polymeére ; (b) formation du coacervat ou séparation de phase ; (c) dép6t

du coacervat et formation d’un enrobage ; (d) renforcement de 1’enveloppe.

11.5.3.2. Emulsion-Evaporation de solvant

Nous allons nous intéresser dans notre étude a la technique d’émulsion-évaporation de
solvant, car ¢’est un procéd¢ facile a mettre en ceuvre, nécessitant un équipement trés simple.
Des rendements élevés peuvent étre obtenus et la phase évaporée peut étre recyclée. De plus,

le principe actif étudié (le valsartan) n’a pas été déja encapsulé par cette technique.
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La microencapsulation par émulsion-évaporation du solvant a été développée a la fin
des années 1970 [48]. Cette technique est largement appliquée dans les industries

pharmaceutiques afin d'obtenir la libération contr6lée des principes actifs [49].

Selon le nombre d'émulsions produites pendant la préparation des microparticules,
I'émulsion-évaporation de solvant peut étre divisée en deux méthodes : émulsion simple et

double :

EMULSIONS SIMPLES EMULSIONS DOUBLES
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Figure 11.7 : Représentation de différents types d’émulsions [50].

a. Emulsion simple : huile dans huile (h/h) ou huile dans eau (h/e)

Cette méthode a été essentiellement utilisée pour encapsuler des principes actifs
hydrophobes. Le principe de cette technique consiste a dissoudre le polymeére dans un solvant
organique volatil et non miscible a I’eau tel que le dichlorométhane ou 1’acétate d'éthyle, le
principe actif est dispersé ou solubilisé dans la solution du polymeére. La solution ou
suspension de principe actif, est émulsifiée dans une phase continue, pouvant étre une huile
minérale (h/h) ou une solution aqueuse (h/e) contenant des tensioactifs. L'étape

d’émulsification est effectuée par agitation ou par sonication [47, 51].

Le solvant organique, constituant la phase dispersée, est éliminé par évaporation ou
extraction. Au cours du processus d'évaporation, le durcissement des gouttelettes de
'émulsion se produit lorsque le solvant organique s’évapore de la phase dispersée a pression
atmosphérique. L’utilisation du vide ou une augmentation de température peut accélérer

I'évaporation du solvant.
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Dans le processus d'extraction de solvant, I’émulsion est transférée dans une grande
quantité d'eau (ou d’autres milieux) et I'extraction du solvant se produit plus rapidement que
dans le cas de I'évaporation. Les microcapsules préparées sont récupérées par centrifugation

ou filtration suivie d’un séchage (Figure 11.8) [47].

Solvant X
+ Polymeére Solvant Y
+ Principe actif + tensioactif

solide ou soluble

Phase dispersée Phase continue

\/

Emulsion (h/h ou h/e)

!

Evaporation du solvant
et séchage

}
®

Microsphéres durcies

Figure 11.8 : Microspheres obtenues par évaporation de solvant : émulsion simple [47].

b. Emulsion double ou complexe : eau dans huile dans eau (e/h/e)

Les émulsions doubles ou multiples, par leur structure compartimentée, ont depuis
longtemps été envisagées pour encapsuler des composés hydrosolubles dans les gouttelettes
internes [34]. En effet, la méthode d’émulsion huile/eau est peu appliquée pour encapsuler les
molécules hydrophiles, du fait de leur insolubilité dans les solvants organiques et de leur
diffusion vers la phase continue durant I’étape d’émulsification conduisant a de faibles taux

d’encapsulation [52].

Dans le cas des émulsions doubles, une solution agueuse contenant le principe actif est
d'abord emulsionnée dans un solvant organique contenant le polymeére solubilisé, sous une
agitation ultrason pour obtenir une émulsion submicronique du type eau/huile (e/h). Cette
émulsion est ensuite utilisée comme phase dispersée dans la troisieme solution aqueuse
contenant I’agent tensioactif, permettant d’obtenir une double émulsion (e/h/e). Enfin, les

particules obtenues sont lavées, puis séchées et récupérées [34].
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Sovant Y Solvant X
+ Principe actif + Polymeére
Phase dispersée Phase continue

Solvant' Y

Premiére émulsion (e/h) Phase continue
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&
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Figure 11.9 : Microspheres obtenues par évaporation de solvant : émulsion double [45].

11.6. Parametres influencant le taux d’encapsulation du principe actif

11.6.1. Effet de la concentration du polymere

Une modification de la masse du polymeére a un impact important sur ’efficacité
d’encapsulation. Behera et al. [53], ont montré que le taux d’encapsulation du Fluorouracile
(antimétabolite) augmente avec I’augmentation de la concentration d’éthylcellulose. Ils ont
suggéré que I’augmentation de la concentration du polymeére entraine une réticulation de ses

chaines, conduisant a I’augmentation de sa capacité a emprisonner le principe actif.

Benoit et al. [54], ont aussi démontré que le taux d’encapsulation de 1’albumine de
sérum bovin augmente d’un facteur de deux lorsque la concentration en polymere passe de
0,5% a 6%. En effet, ’augmentation de la quantité du polymére entraine une augmentation de
la viscosité de la phase organique qui restreint la migration du principe actif au sein de la

phase aqueuse externe [55, 56] conduisant en un taux d’encapsulation plus élevé [57].
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11.6.2. Effet de la concentration du tensioactif

Un tensioactif est une molécule amphiphile utilisée pour stabiliser I’émulsion.
Certaines études [58] ont montré que la quantité du tensioactif dans la phase aqueuse influe

considérablement le taux d’encapsulation du principe actif.

Samati et al. [59], qui ont encapsulé le flubiproféne sodique dans le PLGA ont montré
que le taux d’encapsulation augmente avec 1’augmentation de la concentration du tensioactif
(PVA) dans la phase aqueuse. Par contre, Khoee et Yaghobiean [60] qui ont encapsulé la
pénicilline dans le poly (butyladipate) par la méthode de double émulsion ont trouvé que
I’augmentation de la concentration du tensioactif entraine une augmentation de la viscosité de
la phase aqueuse, et par conséquent retarde la diffusion du principe actif, de la phase interne

vers la phase externe, ce qui explique un taux d’encapsulation élevé.

11.6.3. Effet du pH de la phase aqueuse

De nombreuses études ont montré que le taux d’encapsulation est influencé par la
solubilité du principe actif dans la phase continue, qui est liée directement au pH du milieu
[58, 61]. Si la solubilité du PA dans la phase continue est plus élevée que dans la phase
dispersée, ce dernier diffuse facilement dans la phase continue, causant des pertes lors du
procédé d’encapsulation. En effet, il a été rapporté [61] que I’efficacité d’encapsulation du
sulfate de quinidine (antiarythmique) est 40 fois plus élevée dans une phase continue basique
(pH 12), que neutre (pH 7), car ce PA est insoluble a pH basique, alors qu’il est trés soluble a
pH neutre. D’autre part, Hombreiro P. et al. [58], ont montré que 1’augmentation du pH de la
phase aqueuse au-dessus du pka du PA, cause une diminution de sa solubilité, et entraine une
augmentation du taux d’encapsulation. Il a ét¢ montré que le taux d’encapsulation de

chlorhydrate de propranolol (pKa 9,5) est seulement 2% a pH 5, et augmente a 50% a pH 12.

11.6.4. Effet de la vitesse d’agitation

La vitesse d’agitation affecte directement le taux d’encapsulation d’un PA. Yang et
al. [62], ont réalisé 1’encapsulation d’une protéine et ont montré que le taux d’encapsulation
diminue avec 1’augmentation de la vitesse d’agitation. Méme résultat a été observé par

André-Abrant et al. [63], qui ont encapsulé le benzoate d’éthyle dans 1’éthyle cellulose.
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La diminution du taux d’encapsulation est expliquée par la diminution de la taille des

gouttelettes qui favorise le transfert du PA de la phase continue vers la phase dispersée.

11.7. Cinétique de libération du principe actif encapsulé

Selon les interactions entre le principe actif et le milieu extérieur, deux types de
microparticules peuvent étre formés celles qui ne doivent pas libérer leur contenu telles que
les microparticules qui contiennent des enzymes ou des bactéries et celles qui sont formulées
de facon a libérer le principe actif. Nous distinguons les systémes a libération déclenchée et

les systemes a libération prolongée [64].

11.7.1. Systémes a libération déclenchee

Ce sont généralement des microcapsules formées d’une membrane de faible
perméabilité, qui vont libérer brutalement leur contenu par éclatement de cette membrane. La
rupture est déclenchée, soit par une pression (mécanique ou osmotique), une variation de
température, une variation de pH ou encore une dégradation enzymatique de la membrane
[43, 65].

11.7.2. Systémes a libération prolongée

Ce sont des microspheres, ce type de systéme est caractérisé par les mécanismes de
libération mis en jeu au cours de la dissolution de la forme (diffusion passive, dégradation/
dissolution du matériau enrobant, échange d’ions...). Il s’en suit que la libération dépendra

des structures de ces systemes (microcapsules ou microsphéres) [66].

11.8. Principaux matériaux d’encapsulation

Les matériaux utilisés pour obtenir les microparticules sont nombreux et variés. lls
peuvent étre de nature hydrophile, hydrophobe ou une combinaison des deux, et doivent étre

capables de former un film stable et compatible avec la molécule a encapsuler [67].
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Un certain nombre de matériaux ont été utilisés, nous pouvons distinguer :

e Les polymeres d’origine naturelle animale ou végétale, tels que la gélatine, le
chitosane, I’alginate de sodium, I’amidon et les amidons modifiés...

e Les polymeres synthétiques, tels que les copolymeres acryliques et métacryliques, le
polycaprolactone, les polymeéres d’acides lactiques et glycoliques...

e Les polyméres semi-synthétiques (dérivés cellulosiques), tels que 1’éthylcellulose,
I’hydroxypropylméthycellulose, 1la carboxyméthylcellulose, 1’acétate-phtalate de
cellulose...

o Les lipides et les cires minérales : corps gras solides, glycérides, cires (d’abeille,

decarnauba...), cires minérales [31, 32].

+» Les polyesters

La nature des polyméres utilisés dans le domaine pharmaceutique pour
I’encapsulation, est essentiellement liée a leurs caractéres biodégradable et biocompatible ; le
terme biocompatible signifie que les matériaux devraient étre tolérés par 1’organisme et ne pas

causer d’effets indésirables locaux ou systémiques apres leur administration [68].

Parmi les polymeéres biodégradables, la famille des polyesters est devenue majeure et
représentative de la révolution écologique qui a eu lieu dans le domaine de la chimie des
matériaux [69]. Les polyesters sont fortement développés dans les applications biomédicales
notamment comme biomatériau ou matériau biocompatible mais ils sont aussi utilisés comme
thermoplastiques dans de nombreuses applications de commodité [70]. La famille des
polyesters comprend tous les polymeéres qui possédent un squelette carboné composé de
fonctions esters. Ces fonctions délimitent et connectent des unités monomeres qui peuvent
étre trés variées. Les polyesters sont historiquement les premiers polymeres qui ont pu étre

obtenus par voie chimique. Les travaux qui décrivent pour la premiére fois leurs synthéses

datent des années 30 [71].

a) Polyacide lactique (PLA)

Le poly (acide lactique) (PLA) est apparu comme un biopolymeére trés prometteur
utilisé seul ou en copolymére dans divers domaines d’application a savoir la médicine,

I’agriculture et I’emballage...etc.
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Le poly (acide lactique) est un polyester aliphatique thermoplastique dérivé 100% de
ressources renouvelables tel que le mais. Grace a sa durabilité, sa biodégradabilité, sa

transparence et ses propriétés mécaniques, la production du PLA n’a cessé de croitre [72].

Cependant, il faudra tout de méme attendre la fin des années 1990 pour que les

industriels tirent réellement profit des propriétés de ce polymere [73].

- n

Figure 11.10 : Structure chimique du PLA [74].

La dégradation normale de ce polymeére résulte d’une simple hydrolyse a pH neutre,
sans avoir recours a des enzymes. Selon la composition du polymeére, la taille et 1’épaisseur de
I’échantillon, I’hydrolyse peut étre terminée en quelques mois a quelques années. Le taux
d’hydrolyse dépond bien sOr de la température, de la quantité de monomere résiduel et d’acide
présents. Cette vitesse de dégradation est d’un grand intérét pour les applications
biomédicales et pharmaceutiques [75].

Par thermodégradation, en présence de micro-organismes, dans des conditions
d’humidité¢ et de températures adéquates (définies par des normes internationales), le

polymére est en partie dégradé (généralement a plus de 60% en moins de six moins) [73].

b) Poly-g-caprolactone (PCL)

La poly-g-caprolactone est un polyester aliphatique (Figure 11.11) biodégradable dont
I’intérét ne cesse de croitre dans 1’industrie pharmaceutique pour la mise en forme des
principes actifs. Synthétisée en 1930 [76], ses propriétés biodégradables sont découvertes en
1973. Le processus de biodégradation du polymere est lent et se déroule sur une période de
plus d’un an. Par sa bonne perméabilité au principe actif, la PCL se révele étre un polymere

de choix pour la modulation de la cinétique de libération des molécules d’intérét biologique.
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i

Figure 11.11 : Structure chimique de la PCL [74].

La PCL est un polymeére de nature cristalline dont le point de fusion se situe entre 59
et 64°C. Son poids moléculaire varie entre 10 et 43 kilodaltons. La PCL est soluble dans les
solvants organiques tels le dichlorométhane, I’acétone, 1’acétonitrile et I’éthylacétate. Elle est

insoluble dans 1’éthanol [77].
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Chapitre 111 Elaboration et caractérisation des microsphéres polymériques contenant
le valsartan

Chapitre 111 : Elaboration et caractérisation des microspheres

polymériques contenant le valsartan

Ce chapitre est consacré a la préparation des microspheres a base d’un polymére
biodégradable (PLA ou PCL) contenant le valsartan, et a 1’optimisation des paramétres
influengant le taux d’encapsulation tels que : la quantité du polymére utiliseé (Xi), la

concentration du tensioactif (X2) et le volume de la phase aqueuse (X3).

Il est divisé en deux parties principales, la premiére consiste a la présentation des matiéres
premiéres qui ont servies a la préparation des microspheres tels que le principe actif, les
polymeres, le tensioactif et les solvants ; suivie de la description du mode opératoire utilisé et
des méthodes de caractérisation des microsphéres (UV Visible, IR-TF, DRX, MEB). La

deuxieme partie consiste a la discussion des résultats obtenus.

La planification expérimentale sera utilisée pour étudier I'influence des différents
paramétres de production sur le taux d’encapsulation du valsartan dans le PLA, tout en limitant
le nombre d’expériences a réaliser. Contrairement a la méthode classique qui consiste a étudier
un seul facteur a la fois en fixant les autres a un niveau déterminé. La méthodologie des plans
d’expériences permet de faire varier tous les facteurs simultanément a chaque expérience mais
de maniere programmée et raisonnée. Leur succés dans la recherche et I'industrie est lié au
besoin de compétitivité des entreprises, ils permettent une amélioration de la qualité et une

réduction des codts [78].

Les avantages de cette méthode sont notamment une diminution du nombre d’essais, un
nombre plus important de facteurs étudiés, une détection des interactions entre facteurs, une

détection des optimums ainsi qu’une optimisation et une modélisation des résultats [79].

I11.1. MATERIELS

I11.1.1. Principe actif : le valsartan

Le valsartan a été gracieusement fourni par 1’'unité pharmaceutique SAIDAL (Alger).
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Tableau I11.1 : Caractéristiques physicochimiques du valsartan [11].

Le nom chimique S)-N-Valéryl-N-{[2-(1H-tétrazole-5-yl)-biphényl-4-yl]-
méthyl}-valine.
Poids moléculaire 435,5 g/mol
Structure chimique HE.  CH
(]
”’c\/\/c"\,,
Formule chimique C24H29N503
Aspect Poudre fine blanche hygroscopique.
Solubilité Soluble dans le méthanol et 1’éthanol. Peu soluble dans I’eau.
Constante d’acidité (pka) 4,73

111.1.2. Polymeres

111.1.2.1. Le poly (acide lactique) (PLA)

Le PLA utilisé dans notre travail est commercialisé par la société NaturPlast sous le nom

commercial « PLE 005».

Les caractéristiques principales du PLA sont résumeées sur le tableau suivant :

Tableau 111.2 : Caractéristique du poly (acide lactique)

Formule brute (C3H402)n

Structure chimique o
R

Densité 1,26 g/ cm?® -

Température de fusion 170 - 180°C

Indice de fluidité a chaud (190°C ; 2,16 kg) 5-9¢g/10min
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111.1.2.2. La poly-g-caprolactone (PCL)

La PCL utilisée dans notre travail est commercialisée par la société Solvay sous le nom

commercial de « Capa 680 » (Belgique).

Les caractéristiques principales du PCL sont résumées sur le tableau suivant :

Tableau 111.3 : Caractéristique du poly-g-caprolactone.

Formule brute (CeH1002)n
Structure chimique o
I
H oot
5 n
Densité 1,29/ cm?
Température de fusion 60°C
Indice de fluidité a chaud (190°C ; 2,16 kg) 7,39/ 10min

111.1.3. Le tensioactif : L’hydroxypropylméthycellulose (HPMC)

L’HPMC a ét¢é utilisé comme tensioactif dans notre étude en raison de son caractére non
toxique. 1l est constitué de 29% de groupements de méthyles, et de 10% de groupements
hydroxypropyles. Ce produit a été gracieusement fourni par 1’unité pharmaceutique SAIDAL
(Alger) [80].

CH:20R OR |
o o
o I o
OR CH:OR "

R= H ou CH3s ou CH2CHCH3(OH)

Figure 111.1 : Structure chimique d’HPMC.

111.1.4. Les solvants
e Ledichlorométhane
Le dichlorométhane (CH2ClI>) est un solvant organique fourni par BiochemChemopharma
(Québec). 1l a été choisi dans notre étude pour la préparation des microsphéres en raison de son
caractere volatil (Tr=39,6°C) et sa capacité a dissoudre de nombreux composes organiques tels

que le PLA et la PCL.
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e L’éthanol
L’éthanol (CH3-CH2-OH) pur a 96% en volume a été fourni par SIGMA-ALDRICH®
(Brésil).

111.2. METHODES

111.2.1. Préparation des microspheres de PLA contenant du valsartan

La microencapsulation est réalisée par la technique d’émulsion et évaporation de solvant

selon le mode opératoire repris de la littérature [81, 82]

» Dans un premier temps, une solution organique a été préparée en faisant
dissoudre une quantité du polymére (PLA), et 40 mg du valsartan dans 10 ml de

dichlorométhane.

» Dans un deuxieme temps, la phase organique est dispersée dans une solution
aqueuse contenant une quantité du tensioactif (HPMC), sous une vitesse d’agitation

magnétique égale a 1200 tr/min.

» Une agitation magnétique moyenne est maintenue pendant une nuit, a

température ambiante, afin que le dichlorométhane soit totalement éliminé [83].

» La solution obtenue est centrifugée a 6000 tr/min pour récupérer des
microspheres, qui sont lavées a I’eau distillée puis centrifugées une seconde fois, et

séchées dans un dessiccateur sous vide.
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— Eau contenant
un agent tensio-actif

Evaporation de solvant Microspheres

Figure 111.2 : Préparation des microsphéres par la méthode d’émulsion et évaporation de

solvant [84].

111.2.2. Taux du valsartan encapsulé

Pour qu’on puisse déterminer le taux du principe actif présent dans les microsphéres de
PLA, on a procédé comme suit [58] :

Aprés séchage des microspheres, 10 mg sont dissous dans environ 0,1 ml de
dichlorométhane, puis 10 ml d’éthanol sont ajoutés, en agitant pendant environ 5 min dans un
vortex. 1 ml du surnageant est ensuite dilué dans 10 ml d’éthanol et la concentration du principe

actif est dosée par spectrophotométre UV — visible a la longueur d’onde Amax= 249 nm.

Le taux du valsartan encapsulé est calculé par la formule suivante [86, 87, 88] :

EE(%):%MOO ;

EE : taux d’encapsulation ;
Q : quantité du principe actif encapsulée (en mg) ;

Qi : quantité du principe actif initiale (en mg).

111.2.3. Construction du plan d’expériences

Afin d’¢lucider ’effet des conditions expérimentales sur le taux d’encapsulation du
valsartan dans les microspheres de PLA, nous avons utilisé un plan d’expérience de type Box-
Behnken a trois facteurs et trois niveaux. Les logiciels Minitab 17 et JMP 7 (Institut de SAS a

32



Chapitre 111 Elaboration et caractérisation des microsphéres polymériques contenant
le valsartan

Cary, NC, Etats Unis) ont été appliqués pour I’analyse de tous les résultats et I’optimisation des

parametres expérimentaux étudiés.

Les plans de Box-Behnken sont de mise en ceuvre aisée car tous les facteurs ne prennent
que trois niveaux : - 1, 0 et + 1, en variables codées [84]. Ce plan comporte douze essais
auxquels on peut ajouter un ou plusieurs points centraux. Dans la pratique on réalise souvent 3
ou 4 points au centre [85]. Le tableau I11.3 montre la matrice de Box-Behnken en unités codées,

réalisée avec le logiciel IMP 7.

Tableau I11.4 : Matrice Box-Behnken codée a trois facteurs avec trois points centraux.

Expérience Formulation X1 X2 X3
1 F1 1 -1 0
F2 -1 0 -1
3 F3 -1 0 1
4 F4 -1 1 0
5 F5 0 -1 -1
6 F6 0 -1 1
7 F7 0 0 0
8 F8 0 0 0
9 F9 0 0 0
10 F10 0 1 -1
11 F11 0 1 1
12 F12 1 -1 0
13 F13 1 0 -1
14 F14 1 0 1
15 F15 1 1 0

-1 : valeur minimale ; +1 : valeur maximale ; O : valeur centrale.

111.2.4. Caractérisation des microsphéres

Pour caractériser les microsphéres de PLA contenant du valsartan on a fait appel aux

techniques expérimentales suivantes :
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111.2.4.1. Interactions entre le valsartan et les microsphéres

L’analyse par spectrophotométrie infrarouge permet de distinguer les bandes
caractéristiques des principales fonctions chimiques du PLA, PCL et valsartan ; il s’agit d’un
outil indispensable au suivi des modifications chimiques induites au cours de 1’encapsulation

et les interactions entre les différents composants des microsphéres.

Les spectres infrarouges des différentes formulations sont enregistrés a la température
ambiante, dans la plage de 400-4000 cm™, sur des pastilles de KBr renfermant 2% de
1’échantillon préparée a I’aide d’une presse hydraulique sous une pression de 90 KN pendant 1

minute.

Nous avons utilisé le spectromeétre infrarouge a transformée de Fourier de marque
SHIMADZU (Kyoto, Japon).

111.2.4.2. Cristallinité du valsartan et les microsphéres

La structure cristallographique du principe actif et celles des polyméres, avant et apres

encapsulation, ont été étudiées par diffraction des rayons X.

L’analyse DRX du PA, du polymeére et des microspheres a été réalisée a I’aide d’un
appareil de type Panalyticalen. La raie Ka du cuivre a été utilisée comme source des rayons (K-
al1=1,540598 A). Les diffractogrammes RX des échantillons ont été enregistrés entre 0° et 70°,

sous un potentiel de 40 kV et une intensité du courant de 30 mA.

111.2.4.3. Morphologie et taille des microspheres

La taille et la forme des microsphéres ont été étudiées a 1’aide d’un microscope
électronique a balayage. Son principe ressemble a celui de la microscopie optique a la lumiere
directe. Lorsque le faisceau d’électrons est focalisé sur I’échantillon, une partie des électrons le
traverse et le reste est réémis. Le résultat est une représentation en pseudo tridimensionnel de

la surface de 1’objet étudié.
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111.3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

111.3.1. Taux d’encapsulation
» Courbe d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage du valsartan est réalisée afin de déterminer le taux
d’encapsulation du principe actif. Le spectrophotométre utilisé est de marque
EVOLUTIONG0O.

Pour déterminer la bande caractéristique du valsartan (Amax), un balayage de longueurs

d’onde est effectué sur une solution d’éthanol contenant le valsartan entre 200 nm et 400 nm.

Absorbance
N

200 250 300 350 400
longueur d'onde (nm)

Figure 111.3 : Spectre UV — visible du valsartan dans 1’éthanol.

Le valsartan présente une absorbance maximale a une longueur d’onde : Amax= 249 nm.

La courbe d’¢talonnage a ¢été réalisée a I’aide de huit étalons standards dont les
absorbances sont mesurées a la longueur d’onde maximale Amax= 249 nm. Les résultats sont

présentés sur la figure 111.4.
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Figure 111.4 : Courbe d’étalonnage du valsartan dans 1’éthanol.

111.3.2. Analyse IR-TF

L’analyse IR-TF est utilisée afin de confirmer la présence du valsartan dans les
microsphéres de PLA et d’étudier d’éventuelles interactions entre le PA et le PLA. Les spectres

IR-TF du valsartan, du PLA vierge, et des microsphéres du PLA contentant le valsartan ont été

enregistrés entre 400 et 4000 cm™,

a) Spectre IR-TF du valsartan

Le spectre IR-TF du valsartan est représenté sur la figure ci-dessous :
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Figure 111.5 : Spectre IR du valsartan pur.

Le spectre IR-TF du valsartan montre une bande large a 3423,64 cm™, cette bande
correspond, selon Raja R. et al. [90], & I’¢longation de la liaison (N-H). Une bande est apparue
a2962,66 cm™ qui correspond, selon Etcheverry et al. [91], a I’élongation de la liaison (—CH)
du cycle aromatique.

Deux bandes intenses sont observées a 1730,14 et 1598,98 cm™ qui correspondent,
respectivement, a 1’¢longation du (C=0) du groupement carboxyle [91, 92], et a 1’élongation
du groupement carbonyle (C=0) de la fonction amide, selon Brito Raja et al. [93], méme
attribution a été donnée par Pravin et al. [94].

Par contre Islas et al. [92], ont attribué cette bande a 1’élongation de la liaison (C=C) du
noyau aromatique. Ces bandes sont susceptibles d’étre déplacées si des interactions entre le PA

et le polymére sont établies [95].

Les principales bandes caractéristiques du valsartan ainsi que les types de vibrations des
liaisons correspondantes, sont donnés sur le tableau I11.6.
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Tableau I11.5 : Bandes caractéristiques du valsartan [92, 94]

Nombre d’onde (cm™) Attribution

3423,64 o N-H

2962,66 vas C-H de CHs

2929,87 v CHbutyi+CHisopropyl 2
2742,77; 2603,90 vs C-H de CH>

1730,14 v C=0 acide

1598,98 v C=0 amide

1467,82 8 NNH+ v C-Ctz-biph
1408,03 v N=N (tetrazole)
1205,51 v CO (COH) + vas NR2 (amide)
1161,14 v C-N (tetrezole) + v N-N
758,02 O N-H

S= symeétrique ; as= asymeétrique ; v= vibration ; 6= vibration de déformations ; tz= tetrazole ;
biph= biphényle

b) Spectre IR-TF du PLA

Le spectre IR du PLA est représenté sur la figure 111.6 :

[Xo]
o

96°,98

o]
(6]

Transmitance %

N ©
)
¢CSSLT
GT'88TT
0,.7T60T

~N
o

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longuer d'onde (cm™)

Figure 111.6 : Spectre IR-TF du PLA.
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Le spectre IR du PLA révéle I’existence de plusieurs groupements fonctionnels. Une

bande étroite et intense, est détectée a 1755,22 cm™ correspond 4 la vibration d’élongation de

la liaison du groupement carbonyle (C=0) de la fonction ester.

La bande située a 2997,38 cm™ est attribuée a 1’élongation de la liaison (C-H) du

groupement (CHzs) [45, 23], I’ensemble des bandes d’absorption ainsi que leurs modes de

vibration figurent dans le tableau suivant :

Tableau I11.6 : Principales bandes caractéristiques du PLA [96, 97]

Nombre d’onde (cm™) Attribution
3496,94 vas OH (COOH)
2997,38 Vas CH3

1755,22 v C=0 Forte
1452,39 Oas CH3

1188,15 vas C-O-C (ester)
1091,70 vs C-O-C

867,96 v C-COO

s= symeétrique ; as= asymeétrique ; v= vibration ; 6= vibration de déformations.

c) Spectre IR-TF des microsphéres de PLA contenant du valsartan

Le spectre IR-TF des microsphéres de PLA contenant du valsartan est représenté sur la

figure 111.7 :
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Figure 111.7 : Spectre IR-TF des microspheres de PLA contenant du valsartan.

D’apres le spectre IR-TF des microsphéres de PLA contenant du valsartan, on remarque
I’apparition de deux bandes supplémentaires situées a 1620,20 cm™ et a 3423,64 cm™

caractéristiques du valsartan, qui révelent sa présence dans les microparticules.

On remarque également que toutes les bandes du PLA apparaissent dans le spectre des
microparticules sans aucun changement dans le nombre d’onde, ce qui indique I'absence

d'interactions entre le PLA et le valsartan.

111.3.3. Taille et morphologie des microsphéres

La taille des microspheres est importante, car elle permet de contréler la cinétique de
libération du PA. D’apres la littérature, plus la taille est faible plus la libération du principe actif
est rapide. Pour cela il est intéressant d’obtenir des microsphéres de faible taille avec un
meilleur taux d’encapsulation, sachant que la taille des microcapsules administrées par voie

orale est comprise entre 1 et 1000 um [32].

Afin d’étudier la morphologie et la taille des microsphéres, 1’analyse par microscopie
électronique a balayage a été réalisée sur le valsartan pur, les microsphéres de PLA vierge et

les formulations préparees. Les images obtenues sont représentées sur les figures suivantes :

40



Chapitre 111 Elaboration et caractérisation des microspheres polymériques contenant
le valsartan

HV  |mag| det WD 100 pm 6 \ e— 0 VL1
Univ de Bejaia 3 6 x| GS 9.8 Univ de Bejaia

Figures 111.8 : Micrographies par MEB du valsartan pur aux grossissements x400 et x6000.

4412016 | HV |mag| det | WD ——— 100 ym —— adone | RV | mag || det; | WD | ————10um

3.06:35 AM |10.00 kv | 400 x| GSED | 9.6 mm Univ de Bejaia 3:25:09 AM |10.00 kV| 6 000 x| GSED | 9.7 mm | Univ de Bejaia

Figures 111.9 : Micrographies par MEB des microparticules du PLA sans valsartan aux

grossissements x400 et x6000.
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£:) SR ) £ :
4/4/12016 HV mag | det WD 47412016 HV |mag| det | WD 50 pm
4:50:58 AM | 10.00 kV | 1 200 x| GSED | 9.8 mm Univ de Bejaia 3:59:45 AM | 10.00 kV|800 x| GSED | 9.7 mm Univ de Bejaia

W

2
4/4/2016 HV [EL] det WD [ e— 10 1111} 4/4/2016 ‘ HV mag det WD LY —

4:58:02 AM [10.00 kV|5 000 x| GSED | 9.7 mm Univ de Bejaia 4:32:30 AM |10.00 kV |6 000 x| GSED | 9.8 mm Univ de Bejaia

Figures 111.10 : Micrographies par MEB des microsphéres de PLA contenant du valsartan de
la formulation Fopt (2 gauche aux grossissements x1200 et x5000) et F12 (a droite aux
grossissements x1000 et x6000)

Concernant la morphologie, I’analyse MEB a indiqué que les particules ont une structure
globalement sphérique, et possédant une membrane lisse La taille moyenne des particules a été
trouvée comprise entre 2 um et 44um.
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111.3.4. Analyse de la surface de réponse

Les résultats expérimentaux et théoriques obtenus par JMP figurent sur le tableau ci-

dessous :

Tableau I11.7 : Les résultats expérimentaux et théoriques obtenus par JMP

Expérience | Formulation EE expérimentale(%) EE
X1 X2 X3 théorique(%)
1 F1 1 -1 0 34,95 +0,580 35,15
2 F2 1 0 -1 44,26+1,613 41,85
3 F3 1 0 1 28,29+0,064 28,86
4 F4 1 1 0 34,41+0,838 33,87
5 F5 0 -1 -1 57,90£3,871 56,11
6 F6 0 -1 1 38,60+0,387 37,12
7 F7 0 0 0 35,18+0,096 34,66
8 F8 0 0 0 35,04+0,387 34,66
9 F9 0 0 0 34,22+0,193 34,66
10 F10 0 1 -1 34,08+0,290 35,10
11 F11 0 1 1 28,61+0,290 27,74
12 F12 1 -1 0 51,65+3,742 48,95
13 F13 1 0 -1 42,89+0,516 41,92
14 F14 1 0 1 27,74+0,645 28,56
15 F15 1 1 0 21,36x1,290 19,81

Les résultats sont donnés en : moyenne +1’écart-type (nombre d’essais = 3).
X1 : Quantité du PLA ; X2 : Concentration du tensioactif ; X3 : Volume de la phase aqueuse.

a) Equation du modele

Le mode¢le de notre étude peut étre représenté sous forme de I’équation suivante :

EE =34,660 - 0,055 X1 - 7,597 X2 - 6,587 X3 - 1,962 X1*X1 + 1,757 X2*X2 + 2,601 X3*X3
- 6,958 X1*X2 - 0,091 X1*X3 + 2,909 X2*X3
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Tableau 111.8 : Parameétres estimés
Terme Valeur estimée Std Error t Ratio Probabilité (p)
Intercept 34,659808 0,651073 53,23 <0,0001*
X1 -0,054618 0,398699 -0,14 0,8924
X2 -7,596646 0,398699 -19,05 <0,0001*
X3 -6,587182 0,398699 -16,52 <0,0001*
X1*X2 -6,957889 0,563846 -12,34 <0,0001*
X1*X3 -0,091251 0,563846 -0,16 0,8731
X2*X3 2,9086256 0,563846 5,16 <0,0001*
X1*X1 -1,961897 0,586869 -3,34 0,0032*
X2*X2 1,7565817 0,586869 2,99 0,0072*
X3*X3 2,6006535 0,586869 4,43 0,0003*

*: valeur significative

En tenant compte juste des paramétres significatifs, 1’équation du modéle peut étre

réduite :

EE = 34,660 - 7,597 X2 - 6,587 X3 - 1,962 X1*X1 + 1,757 X2*X2 + 2,601 X3*X3
- 6,958 X1*X2 + 2,909 X2*X3

b) Validation du modele

Afin de valider le modéle, I’étude de la variance (ANOVA) a été effectuée. Les résultats

donnés par le logiciel JIMP 7, sont représentés sur le tableau 111.9.
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Tableau I11.9 : Analyse de la variance du modele

Source Degré de Somme des carré P
liberté carrés Moyen
Modéle 9 2179,2167 242,135 95,2022 <0,0001
Erreur 20 50,8676 2,543
Total 29 2230,0843

On remarque que la probabilité p donnée par le modele est inférieur a 0,0001, ce qui

implique que le modele en question est significatif.

Pour confirmer la validation du modéle, une droite de corrélations entre les taux

d’encapsulation expérimentaux et théoriques (figure I111.11) a été réalisée. Il s’agit d’un nuage

de points qui matérialise en abscisses les valeurs théoriques (calculées a partir du modele) et en

ordonnées les valeurs expérimentales.

Taux d'encapsulation experimental

60

55

50

454

40

35

40 45

taux d'encapsulation théorique P<.0001
RSg=0,98 RMSE=1,5948

50

55

60

Figure 111.11 : Droite de corrélation entre les taux d’encapsulation expérimentaux et

théorique.

On voit que le coefficient de corréelation atteint les 98 %, ce qui implique qu’il y a une

bonne corrélation entre les valeurs expérimentales et théoriques d’ou le modele appliquée est

correcte.
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I11.4. Etude des parametres influencant le taux d’encapsulation

111.4.1. Effet de la quantité du PLA

Afin d’étudier I’effet de la quantité de polymere sur le taux d’encapsulation de PA. On a
fixé le taux de PA a 40 mg et on a fait varier la quantité du PLA, I’influence de la quantité de

PLA sur le taux d’encapsulation du valsartan est représentée sur la figure 111.12 :

Graphique des effets principaux pour EE

Moyennes des données

370

36,5

Moyenne

355

X1

Figure 111.12 : Effet de la quantité du PLA sur le taux d’encapsulation du valsartan

On remarque que le taux d’encapsulation du valsartan augmente avec 1’augmentation
de la quantité du PLA jusqu’a la valeur centrale (0) puis ¢a diminue. En effet, en augmentant la
quantité du polymeére la viscosité de la phase organique augmente ce qui favorise la formation
de microsphéres de grandes tailles qui peuvent contenir par la suite des quantités plus élevés du
principe actif. Ce résultat est similaire aux travaux réalisés par Yang et al. [98], une
concentration en polymeére élevée (éthyle cellulose) a comme conséquence une efficacité
d’encapsulation plus ¢élevée du PA (aspirine). Ce résultat a été¢ également confirmé par le travail
de Sabyasachi M. et al. [99], lors de leur étude portant sur I’encapsulation du Fluconazole par

I”éthylcellulose.

Au-dela de la valeur centrale le taux d’encapsulation diminue ce qui indique

probablement que la totalité du PA a été encapsulée.
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111.4.2. Effet de la concentration du tensioactif

Pour connaitre ’effet de la concentration du tensioactif sur le taux d’encapsulation du
valsartan on a fait varier la concentration de ’HPMC, les résultats sont représentés sur la figure

11.13:

Graphique des effets principaux pour EE
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Figure 111.13 : Effet de la concentration du tensioactif sur le taux d’encapsulation du

valsartan.

On remarque que le taux d’encapsulation du valsartan diminue avec 1’augmentation de la
concentration du tensioactif. Cette diminution est probablement due a I’augmentation de la
solubilité du valsartan dans la phase aqueuse. En effet, Saravan et al. [100], ont trouvé que,
I’augmentation de la concentration du tensioactif a un effet négatif sur le taux d’encapsulation.
Considérant que, dans le procédé d’émulsion évaporation du solvant, I’efficacité
d’encapsulation du principe actif se traduit par le partage de ce dernier entre la phase organique
dispersée et la phase aqueuse continue. L’augmentation de la concentration du tensioactif
entraine une augmentation de la solubilité du PA dans la phase continue, et par conséquent une

faible quantité du PA est encapsulée.

111.4.3. Effet du volume de la phase aqueuse

Afin d’étudier d’influence du volume de la phase aqueuse sur le taux d’encapsulation du
valsartan, on a fait varier ce parametre et on a représenté les résultats obtenus sur la figure
11.14 :
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Figure 111.14 : Effet du volume de la phase aqueuse sur le taux d’encapsulation du valsartan.

D’apres le graphe on remarque que I’augmentation du volume de la phase aqueuse a un

effet négatif sur le taux d’encapsulation, car plus le volume augmente, le taux d’encapsulation

diminue. Ce résultat est probablement d0 a la perte du principe actif (valsartan) dans la phase

aqueuse. Puisque le valsartan est plus soluble dans une solution aqueuse contenant I’HPMC,

donc une quantité plus élevée du PA aura tendance a diffuser vers la phase continue plus le

volume de celle-ci est grand.

111.4.4. Optimisation des paramétres d’encapsulation

Les conditions optimales obtenues par le logiciel IMP 7 sont représentés sur le diagramme

suivant :

Ciptimal
D: 1,000

EE
M aximum
y = 61,144
27791

d = 1,000

Max
. Act
Prewvoir  Min

X1
1.0

[1.a

-1.0

X3
1,0
[-1.4
-140

Figure 111.15 : Diagramme de I’optimisation des parameétres d’encapsulation du valsartan.
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La figure 111.16 montre les conditions optimales obtenues par JMP en unités codées :
- Laquantité du PLA (X1) = +1
- La concentration du tensioactif (X2) = -1

- Le volume de la phase aqueuse (X3) = -1

Le taux d’encapsulation prédit par le modele aux conditions optimales est de 61,14 *
2,79%. L’expérience réalisée dans les mémes conditions a montré un taux d’encapsulation de

55,75 + 0,39% (formulation optimale).

111.5. Effet de la nature du polymere sur le taux d’encapsulation

Pour étudier I’effet de la nature du polymére sur le taux d’encapsulation du valsartan,
nous avons fixé les parametres optimums trouves précédemment et nous avons fait varier le
type du polymeére (PLA ou PCL), les résultats obtenus sont représentés sur le tableau ci-

dessous :

Tableau I111.10 : taux d’encapsulation du valsartan avec deux polymeéres différents.

Formulation Type du polymeére Taux d’encapsulation (%0)
F16 (Fopt) PLA 55,75 + 0,387
F17 PCL 69,82 £ 0,645

D’apres les résultats du tableau, on remarque que le taux d’encapsulation du valsartan est
plus élevé dans les microspheres du PCL que dans celles du PLA, ce résultat est probablement
da a différence d’affinité du valsartan avec la PCL et le PLA. En effet, la PCL présente une
longue chaine hydrophobe, comparé au PLA, le principe actif hydrophobe aura donc plus
d’affinité pour la PCL que pour le PLA, ce qui explique son taux d’encapsulation élevé dans la
PCL.

2 (0]
)s 1. -
PCL PLA

Figure 111.16 : Structures chimiques de la PCL et du PLA
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111.5.1. Analyse IR-TF de la PCL et des microspheres (F17)

La figure ci-dessous montre le spectre IR-TF de la PCL et des microparticules de la

PCL contenant le valsartan :
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Figure 111.17 : Spectres IR-TF de la PCL et des microsphéres de la PCL contenant du

valsartan (F17).

D’aprés le spectre IR-TF de PCL, on remarque une bande d’absorption large située a

1620,20 cm™, qui est due & la vibration d’élongation de la liaison du groupement carbonyle

(C=0) de la fonction ester. Les bandes situées a 2943,37 et 2864,29 cm* sont attribuées a la

vibration d’élongation de la liaison (C-H) du groupement CHz. La bande d’absorption située a
3423,64 cm est attribuée aux hydroxyles (O-H) [101, 102].

D’apres le spectre IR-TF des microparticules, on remarque que toutes les bandes de la

PCL apparaissent dans le spectre des microsphéres sans aucun changement dans le nombre

d’onde, ce qui traduit 1’absence d’interaction entre le valsartan et la PCL. Les bandes

supplémentaires situées a 3423 et a 1620 cm™, confirment la présence du valsartan dans les

microspheres.
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111.5.2. Analyse DRX de la PCL et des microspheéres (F17)

La diffraction des rayons X est une méthode d’analyse physicochimique qui permet
d’observer d’éventuels changements du réseau cristallin du valsartan, du PLA, et des
microsphéres contenant le valsartan. En général, on observe la disparition ou la diminution des

pics de diffraction du principe actif synonyme, d’une perte de cristallinité.

a) Analyse DRX du valsartan
Le spectre DRX du valsartan pur est représente sur la figure suivante :

1400
1200
1000

800

Intensité

600
400
200

0
7 17 27 37 47 57 67 77

2 Theta (°)

Figure 111.18 : Diffractogramme RX du valsartan.

On remarque d’apres le diffractogramme RX que le valsartan ne présente aucun pic
distinct, ce qui veut dire que notre principe actif est sous une forme amorphe. Dinda et al.
[103], Shrivastava et al. [94], et Y.S. Youn et al. [104], ont aussi remarqué une structure

amorphe du valsartan pur.

b) Analyse DRX de la PCL et des microsphéres (17).
La figure ci-dessous montre le diffractogramme RX de la PCL et des microparticules de

la PCL contenant le valsartan :
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Figure 111.19 : Diffractogrammes RX du PCL et des microsphéres.

D’apres le diffractogramme RX enregistré en figure 111.19, on observe que la PCL
présente deux pics cristallin, apparus aux angles 26= 21,59° et 20= 24,04°, attribués au plans

de diffraction (101) et (200) correspondant a la maille orthorhombique.

D’aprés le diffractogramme RX, on remarque que les microparticules présentent les
mémes pics caractéristiques de la PCL, moins intenses que ceux de la PCL vierge, probablement
dd a une diminution de sa cristallinité. Ce qui indique que la préparation des microsphéres par
la méthode d’émulsion-évaporation de solvant, conduit a une diminution de la cristallinité de

la matrice polymeére (PCL).

111.5.3. Analyse par microscopie électronique a balayage

La morphologie des microsphéres de PCL contenant du valsartan est observée grace a des
analyses MEB. La figure 111.20 représente les microspheres de PCL contenant du valsartan.
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Chapitre 111 Elaboration et caractérisation des microspheres polymériques contenant
le valsartan
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Figure 111.20 : Micrographie par MEB, des microsphéres de la PCL contenant du valsartan au
grossissement (x3000, x800) (F17).

La micrographie MEB figure 111.20, réalisée sur les microparticules de la PCL chargees

du valsartan, permettent de visualiser des microsphéres de forme sphérique, de surface lisse et

de taille variant entre 2 et 20 um.
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Chapitre IV : Cinétique de libération du valsartan

Le dernier chapitre consiste a étudier la cinétique de libération, in vitro, du valsartan
contenu dans les microspheres de PLA et de PCL, dans un milieu simulé intestinal (pH=6,8).
Pour ce faire, nous allons procéder dans un premier temps a la préparation du milieu
physiologique et a la détermination de la courbe d’étalonnage du valsartan dans ce milieu
(pH=6,8), afin de déterminer la quantité du valsartan libérée. Dans un deuxiéme temps nous
allons comparer la cinétique de libération in vitro du valsartan contenu dans les microspheres
de PLA et de PCL a celle du PA seul. Puis étudier 1’effet de la nature du polymere sur la

cinétique de libération du PA.

IV.1. MATERIELS

IV.1.1. Microsphéres de PLA et de PCL contenant du valsartan

Les formulations utilisées dans cette partie sont celles préparées avec les conditions
optimales en utilisant le PLA (F16) et la PCL (F17).

IV.1.2. Principe actif

Poudre de valsartan pur utilisé comme témoin, a été gracieusement fourni par la
compagnie SAIDAL (Alger).
I1VV.1.3. Dihydrogénophosphate de potassium

Le dihydrogénophosphate de potassium (KH2PQa), pur a 99,50%, utilisé pour préparer
les milieux physiologiques, a été fourni par Biochem Chemopharma (Montréal, Québec).
IV.1.4. Hydroxyde de sodium

L’hydroxyde de sodium (NaOH), pur a 98% a été fourni par Biochem Chemopharma.
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IV.1.5. Acide chlorhydrique  L’acide chlorhydrique (HCI) (37%), utilisé dans cette

étude, a éte fourni par le laboratoire « Prolabo » (France).
IV.2. METHODES
IV.2.1. Préparation du milieu physiologique (pH = 6,8)
Le milieu physiologique a été préparé selon la pharmacopée européenne (édition 2008).

Une solution aqueuse de 250 ml contenant 6,8 g de phosphate monopotassique a été
mélangée, dans une fiole de 1 litre, avec 77 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,2 M et

complété avec I’eau distillée jusqu’au trais de jauge.

La solution obtenue est ajustée au pH=6,8, avec une solution d’acide chlorhydrique a 2
N ou d’hydroxyde de sodium a 2 N, en ajoutant quelques gouttes de celles-ci et en contr6lant
la valeur du pH a I’aide d’un pH-métre [105].

IV.2.2. Courbe d’étalonnage du valsartan dans le milieu physiologique (pH =6,8)

La courbe d’étalonnage du valsartan dans le milieu physiologique a été obtenue en
préparent une solution mére de 20 mg/l, des dilutions sont ensuite préparées pour obtenir des
solutions filles de différentes concentration. Les absorbances des étalons sont mesurées a une
longueur d’onde de 250 nm, a l’aide d’un spectrophotometre UV-Visible de marque
EVOLUTIONG00.

» Courbe d’étalonnage du valsartan dans le milieu intestinal (pH=6,8)

La courbe d’étalonnage du valsartan est représentée dans la figure IV.1 :
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Figure IV.1 : courbe d’étalonnage du valsartan dans le milieu intestinal (pH=6,8)

1V.2.3. Essai de dissolution

Les tests de dissolution in vitro du valsartan sont réalisés dans un réacteur agité fermé,
rempli avec de 900 ml du milieu physiologique (pH=6,8). Pendant ces essais, le réacteur est
réglé a une température de 37°C sous une agitation de 100 tours/min. Les microspheres de

PLA et PCL contentant une quantité du valsartan sont introduites dans le milieu
physiologique.

A T’aide d’une seringue, des prélévements de 5 ml sont effectués, dans le réacteur,
toutes les 5 minutes pendant les premiéres 15 minutes, puis toutes les 15 minutes pendant 2
heures, puis chaque heure jusqu’a atteindre huit heures. A chaque prélévement, le volume du
milieu de dissolution est réajusté. Les échantillons obtenus sont ensuite dosés a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible.
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IV.3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

IVV.3.1. Etude de la libération in vitro du valsartan dans les microsphéres de PLA

La libération in vitro du valsartan contenu dans les microsphéres de PLA (F16) et du
valsartan pur a été étudiée dans le milieu intestinal (pH=6,8). Les profils de libérations sont

représentes sur la figure V.2 :
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Figure 1V.2 : Profil de libération du valsartan pur et celui contenu dans les microspheres de
PLA (F16) dans le milieu intestinal (pH=6,8).

Le profil de libération du valsartan pur montre un effet burst, c’est-a-dire une
libération rapide du PA qui atteint 100%, pendant 105 minutes. Ceci est di a la dissolution
rapide du valsartan dans le milieu intestinal. En effet, la littérature rapporte que la dissolution

du valsartan est plus rapide dans les milieux dont le pH est égal ou supérieur a 5 [106].

Dans le cas des microspheres de PLA on remarque une libération rapide suivie d’une
libération progressive et ralentie du PA. Cette libération rapide pourrait étre due au valsartan
qui s’est adsorbé sur la surface des microsphéres, a partir de 60 min on a eu une libération

progressive du valsartan encapsulé jusqu’a 8h.
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IVV.3.2. Etude de la libération in vitro du valsartan dans les microsphéres de PCL

La libération in vitro du valsartan contenu dans les microsphéres de PCL (F17) et du
valsartan pur a été étudiée dans le milieu intestinal (pH=6,8). Les profils de libérations sont

représentes sur la (figure 1V.3) :
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Figure 1V.3 : Profil de libération du valsartan pur et celui contenu dans les microsphéres de
PCL (F17) dans le milieu intestinal (pH=6,8).

L’étude de libération in vitro effectuée dans le milieu intestinal, montre que le
valsartan est totalement libéré au bout de 105 minutes, par contre dans le cas des
microspheres de PCL contenant du valsartan, on remarque une libération rapide du PA qui
atteint 71% au bout de 15 minutes suivie d’une libération progressive du valsartan encapsulé

jusqu’a 8h.

D’apres ces résultats on peut constater que les microsphéres de PCL libérent le

valsartan encapsulé progressivement dans le temps a partir de 15 minutes.

1V.3.3. Effet de la nature du polymere sur la libération in vitro du valsartan

contenu dans les microsphéres

La libération in vitro du valsartan contenu dans les microspheres de PLA et de PCL a
été étudiée dans le milieu intestinal (pH=6,8). Les profils de libérations sont représentés sur la
figure IV.4:
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Figure 1V.4 : Profil de libération du valsartan contenu dans les microsphéres de PLA (F16) et
de PCL (F17) dans le milieu intestinal (pH=6,8).

On remarque que la cinétique de libération in vitro du valsartan est influencée par la
nature du polymere. En effet, la cinétique de libération du valsartan contenu dans les
microspheres de PLA est plus élevée que celui contenu dans les microsphéres de PCL. Au
bout de 30 minutes la libération du valsartan atteints 87%, dans les microsphéres du PLA,

alors qu’elle ne dépasse pas 73% dans les microspheres de la PCL.
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CONCLUSION

L’objectif de cette étude était de préparer des microsphéres d’un antihypertenseur, le
valsartan par la technique d’émulsion et évaporation du solvant en utilisant deux polymeéres

biodégradables, le poly (acide-lactique) et la poly (e-caprolactone).

Au cours de ce travail, nous avons utilisé un plans d’expérience de type Box-Behnken,
afin d’optimiser les paramétres d’encapsulation a savoir : la quantité du PLA, la concentration

du tensioactif et le volume de la phase aqueuse.

Dans la premiére partie du travail, nous avons optimisé les parameétres d’encapsulation
du valsartan dans les microspheres de PLA. La formulation optimale est ensuite préparée avec

la PCL afin d’étudier I’effet de la nature du polymeére sur le taux d’encapsulation.

Les microspheres obtenues sont caractérisees par différentes techniques (UV-Visible, IR-
TF, DRX et MEB).

L’analyse IR-TF a montré la présence du valsartan dans les microspheres de PLA et de
PCL, et a mis en évidence 1’absence des interactions chimiques entre les polymeres et le

valsartan. L’analyse DRX a confirmé I’incorporation du PA dans la matrice polyméres.

L’analyse par microscopie ¢électronique a balayage a montré des microspheres de forme
sphérique et de taille variable. Le diametre moyen des microspheres de PLA a été trouvé
généralement compris entre 2 et 44 um, et celles de la PCL est compris entre 2 et 20 pm.

L’étude de I’effet de certains paramétres conditionnant I’encapsulation, analysé grace aux

plans d’expériences, nous amene a conclure que :

La concentration du tensioactif et le volume de la phase aqueuse ont un effet négatif sur
le taux d’encapsulation du principe actif puisque le taux d’encapsulation diminue avec
I’augmentation de ceux-ci.

Par contre la quantité du polymere n’a pas eu un effet significatif sur le taux

d’encapsulation.

L’étude de I’effet de la nature du polymeére a montré que la PCL a donné un meilleur taux
d’encapsulation (69,82 + 0,645) comparée au PLA (55,75 * 0,387).

Dans la deuxiéme partie, nous avons étudié la cinétique de libération in vitro du valsartan

contenu dans les formulations optimales (F16 et F17), dans le milieu intestinal (pH=6,8). Les
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résultats de cette étude ont montré que la PCL a permis d’obtenir un meilleur contréle de la
libération du PA par rapport au PLA.
Apreés cette étude, nous envisageons les perspectives suivantes :
» Améliorer I’encapsulation du valsartan en effectuant des modifications aux
polymeres utilisés afin d’obtenir un meilleur contréle de la libération ;
> Etudier la stabilité des microspheres obtenues ;
» S’intéresser a d’autres méthodes de la microencapsulation surtout qui ne

nécessitent pas I’utilisation de solvant toxique.
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Les microsphéres de PLA contenant du valsartan

Les microsphéres de la PCL contenant du valsartan



Résumé

L’objectif de cette étude consiste a préparer des microsphéres a base des polymeéres biodégradables (le
poly (acide lactique), poly-g-caprolactone), contenant un antihypertenseur (le valsartan), en utilisant la
technique d’émulsion-évaporation du solvant. Afin d’optimiser les paramétres d’encapsulation nous
avons fait appel aux plans d’expériences, pour cela une matrice de type Box Behnken a été réalisée
avec trois variables indépendantes (la concentration du tensioactif, la quantité du polymére et le
volume de la phase aqueuse). La formulation optimale est ensuite préparée avec la PCL afin d’étudier
I’effet de la nature du polymeére sur le taux d’encapsulation. Les résultats obtenus ont montré que la
formulation optimale préparée avec le PLA présente un taux d’encapsulation de 55%, par contre celle
obtenue avec la PCL présente un taux de 69%. L’analyse MEB réalisée sur les différentes
formulations a montré que les microspheres sont de forme sphérique et de taille variant entre 2 et 44
um. L’étude de la libération in vitro, réalisée dans le milieu physiologique (pH=6,8), a montré que la

PCL a permis d’obtenir un meilleur contréle de la libération du valsartan par rapport au PLA.

Mots clés: Microencapsulation, Valsartan, Poly (acide lactique), poly-e-caprolactone, Plans

d’expériences, Emulsion, Evaporation de solvant.

Abstract

The objective of this study is to prepare microspheres with biodegradables polymers (poly (lactic
acid), poly-e-caprolactone), containing an antihypertensive drug (valsartan), and using emulsion
solvent evaporation method. In order to optimize the encapsulation parameters, design of experiments
is applied, for this a box Behnken matrix has been carried out with three independent variables
(concentration of the surfactant, quantity of the polymer and volume of the agueous phase). The
optimum formulation is then prepared with the PCL in order to study the effect of the polymer nature
on the encapsulation Efficiency. The results obtained showed that the optimum formulation prepared
with the PLA presents an encapsulation Efficiency of 55%, by against, that obtained with the PCL
presents encapsulation Efficiency of 69%. The SEM analysis carried out on the different formulations
showed that the microspheres are spherical in shape and size ranging between 2 and 44 um. The study
of the in vitro release, realized in the physiological environment (pH=6.8), has shown that the PCL

allowed to obtain a better control of valsartan liberation compared to the PLA.

Key words: Microencapsulation, Valsartan, Poly (lactic acid), poly-e-caprolactone, Experimental

design, Emulsion, Solvent evaporation



