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RESUME

Certains principes actifs (PA) présentent des propriétés physicochimiques et
pharmacocinétiques pénalisantes, du fait qu’elles réduisent considérablement la
biodisponibilité des PA, ce qui implique des prises répétitives. L objectif de cette étude est
de concevoir des systemes de délivrance de médicament (SDM) destinés a la voie orale a
base de biopolymeéres préparés par des méthodes qui n’impliquent pas 1’utilisation de
solvants organiques toxiques ce qui permet d’améliorer la biodisponibilité des PA,
controler leur libération, améliorer leur rapport bénéfice/risque et une meilleure observance
du traitement.

Dans notre étude, deux PA ont été choisis comme modeéle pour les introduire dans
des SDM : I’ibuproféne (IBP) et le métronidazole (MTZ) qui présentent des activités
biologiques intéressantes mais des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques
problématiques.

Deux axes ont été abordés. Le premier a porté sur la préparation et la
caractérisation des nanoparticules polymeéres (NPs) chargées d’ibuproféne. Les NPs ont été
préparées par la méthode de « gélation ionique » a base de I’alginate de sodium (NaAL) en
utilisant le chlorure de calcium comme agent de réticulation suivie par la formation du
complexe de polyélectrolyte en utilisant le chitosane (CS). Les analyses de FTIR, DSC,
MEB-FEG et D’efficacité d’encapsulation (EE%) ont été employés pour vérifier la
formation des NPs. Des études de 1’activité anti-inflammatoire in vitro, biodégradation in
vitro et de cytotoxicité testée par la méthode de Brine shrimp ont été également réalisées.
Les résultats montrent que les NPs ont une taille autour de 100 nm et une EE%
satisfaisante. La DSC a montré que 1’encapsulation de I’IBP a diminué sa cristallinité.
L’¢étude de dissolution in vitro ainsi que 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire ont
montré que les nanoparticules ont un comportement pH-sensibles et peuvent atteindre le
profil d’ordre cinétique pseudo-zéro. Les NPs chargées d’IBP ont présenté une activité
anti-inflammatoire supérieure a celle de I’'IBP libre. L’administration de NPs a différentes
concentrations n’entraine aucun effet toxique chez les larves d’Artémia traités. Cela
indique que les NPs de NaAL/CS est un systéme prometteur pour la libération de ’IBP qui
peut atteindre un profil d’ordre cinétique pseudo-zéro.

Le deuxiéme axe a porté sur la préparation et la caractérisation des NPs chargées de
MTZ sous forme de complexe d’inclusion (CI) de cyclodextrine (CD). En premier lieu,
une ¢étude comparative entre le complexe d’inclusion du MTZ formé avec la B-

cyclodextrine (BCD) et celui formé avec la 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrine (HPBCD) a
été effectuée pour choisir le meilleur complexe a encapsuler dans les NPs de CS. Les
techniques de spectroscopie UV-visible, résonance magnétique nucléaire du proton (*H
RMN), 2D ROESY/NOESY RMN, FTIR, DSC, ATG et MEB ont été utilisées comme
outils pour la caractérisation des complexes obtenus. Des études de phase de solubilité, de
dissolution in vitro et 1’évaluation de I’activité antibactérienne ont été également réalisées.
Les resultats montrent que les deux CDs sont capables d’inclure le MTZ et d’augmenter sa
solubilité, sa stabilité, sa vitesse de dissolution et son activité antibactérienne. Les
grandeurs thermodynamiques déterminées montrent que les deux complexes formés sont
thermodynamiquement stables. Les analyses thermiques et la MEB ont révélé une
amorphisation du MTZ aprés son insertion dans la cavité des deux CDs. Le complexe
d’inclusion du HPBCD-MTZ a présenté une solubilité et une activité antibactérienne
meilleures que celles du complexe BCD-MTZ. Par la suite le complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ a été incorporé dans les nanoparticules de chitosane par la méthode de «



gélation ionique » en utilisant comme agent de réticulation le tripolyphosphate de sodium.
La structure, la morphologie ainsi que le mécanisme de libération des NPs ont été étudiés
par différentes techniques. Les résultats montrent que le complexe de HPBCD-MTZ s’est
incorporé dans les nanoparticules de chitosane qui ont présenté une taille autour de 100 nm
et une excellente distribution de taille. L’étude de dissolution montre que les NPs sont
capables de libérer la totalit¢ du MTZ d’une maniére contrdlée, suggérant que les NPs de
CS chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ peuvent étre un systeme alternatif
efficace pour modifier la libération de MTZ et augmenter sa solubilité.

Les résultats de cette thése mettent en évidence le potentiel prometteur des SDM
« complexes d’inclusion des cyclodextrines et nanoparticules polymeéres» pour
I’optimisation des formulations pharmaceutiques.

Mots clés : Nanoparticules polymeéres, Complexe d’inclusion, Ibuproféne, Métronidazole,

Chitosane, Alginate de sodium, B-cyclodextrine, 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrine.



ABSTRACT

Certain drugs have penalizing physicochemical and pharmacokinetic properties,
significantly reducing the bioavailability of the drug. Therefore, lead to repetitive
administration. The objective of this study was to develop oral drug delivery systems
(DDS) based on biopolymers, prepared by methods that do not involve toxic organic
solvents, thereby improving the bioavailability of the drug, controlling its release,
improving its benefit/risk ratio, and showing better compliance with treatment.

In our study, two drugs were selected as a model to be introduced into DDS:
ibuprofen (IBP) and metronidazole (MTZ) that exhibit powerful biological activities but
problematic physicochemical and pharmacokinetic properties.

Two axes were addressed in this work. The first one dealt with the preparation and
characterization of nanoparticles (NPs) loaded with IBP. NPs were prepared by ionic
gelation technique based on sodium alginate (NaAL) crosslinked with calcium chloride
followed by polyelectrolyte complexation using chitosan (CS). Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), field emission scanning
electron microscopes (FE-SEM) and percentage of encapsulation efficiency (EE %) have
been used to confirm the synthesis and encapsulation of IBP. The results show that the NPs
have a size of around 100 nm. In vitro drug release and evaluation of anti-inflammatory
activity in different media indicate that the NPs are pH sensitive and permit the protection
of the drug against total dissolution in the gastric medium, control its release, and increase
its solubility and biological activity. The toxicity of NPs tested against Artemia salina
showed that the NPs displayed non-toxicity effects. In vitro biodegradation by lysozyme
and all the results obtained indicate that the NaAL/CS NPs is a promising system for IBP
release that can achieve pseudo-zero-order kinetics.

The second axis was devoted to the preparation and characterization of NPs loaded
with the inclusion complex (IC) of MTZ.

Firstly, a comparative study between the IC of MTZ formed with B-cyclodextrin
(BCD) and that formed with 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HPBCD) was carried out to
select the best complex to be encapsulated into CS NPs. Characterizations were performed
with UV-Visible, tH NMR, 2D NOESY NMR, 2D ROESY NMR, FTIR, DSC, ATG, and
SEM. These investigations were complemented with phase solubility studies, in vitro drug
release, and antibacterial activity. Results showed that CDs could successfully encapsulate
MTZ, reduce its crystallinity, and increase its solubility. Thermal analysis showed that the
thermal stability of MTZ was improved in the presence of both CDs. The in vitro drug
release of ICs showed a considerable increase in the dissolution rate in comparison with
the pure MTZ. An improvement of antibacterial activity was observed after encapsulation,
especially for HPBCD-MTZ IC. Then CS NPs were prepared from the preformed HPBCD-
MTZ IC by ionic gelation method. The structure, morphology, and drug release of NPs
have been studied by different methods. Results show that the NPs have a spherical shape
with a uniform diameter (100 nm) and generate a controlled release system, suggesting that
such HPBCD-MTZ IC-loaded CS NPs can be an efficient alternative to modify the MTZ
release and increase its solubility.

The results of this thesis highlight the promising potential of DDS “inclusion
complexes of cyclodextrins and polymeric nanoparticles” to optimize pharmaceutical
formulations pharmaceutical formulations.

Keywords: Polymeric nanoparticles, Inclusion complex, lbuprofen, Metroniazole,
Chitosan, Sodium alginate, B-cyclodextrin, 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin.
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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

De nombreux principes actifs (PA) a effet thérapeutique potentiel sont abandonnes
en raison de leurs propriétés physico-chimiques limitant leur passage a travers les
barriéres biologiques ou tout obstacle les séparant de la cible pharmacologique, ce qui
conduit a de faibles quantités de médicament arrivant au site actif. D’autres facteurs
limitent 1’utilisation de ces PA, dont les effets indésirables importants voire toxiques dus a
I’accumulation de ces molécules dans des tissus qui ne sont pas impliqués dans la maladie.
Ainsi que leur dégradation au cours de leur acheminement vers leur cible thérapeutique. En
parallele, Les nouvelles méthodes de haut « screening », ainsi que 1’extraction des plantes
médicinales aboutissent a la découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique mais
pour la plupart d’entre elles ont une faible solubilité aqueuse.

Afin de surmonter toutes ces limitations, les chercheurs ont développé des systémes de
délivrance des médicaments (SDM) qui sont capables d’optimiser les qualités
fondamentales de tout médicament : modulation de leur durée d’action, amélioration de
leur biodisponibilité, maitrise du moment et/ou du lieu de leur effet, amélioration de leur
rapport bénéfice/risque via une distribution plus favorable dans 1’organisme et une
meilleure observance du traitement. En outre, les SDM permettent d’atteindre d’autres
objectifs, tels que la protection des substances encapsulées qui sont sensibles a la lumiére,
I’humidité, la chaleur ou I’oxygéne ou encore la protection de ces substances contre la
dégradation enzymatique et le pH acide lors de leur transport dans 1’organisme. Grace a
ces systemes, I’industrie pharmaceutique y trouve une issue lui permettant de donner un
nouveau souffle a des médicaments préexistants [1].

L’essor considérable de ce domaine a permis de proposer différents types de SDM destinés
a plusieurs voies d’administration (voie orale, voie cutanée, voie parentérale, voie
transdermiques, voie pulmonaire et voies muqueuse) comme les complexes d’inclusion
(Cl) de cyclodextrines (CDs), les hydrogels, les liposomes, les microparticules et les
nanoparticules [2].

Dans le domaine pharmaceutique, 1’utilisation des systémes nanoparticulaires composés de
polymeéres suscite d’immenses espoirs pour développer de nouvelles formulations
innovatrices.

L’intérét pour les polymeres, et plus particulierement les biopolymeéres repose sur leur
biodégradabilité, leur trés grande diversité de composition, d’architecture et de

fonctionnalisation, leur non-toxicité et biocompatibilité pour nombre d’entre eux [3]. Parmi
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les biopolymeres les plus utilisés pour le développement de nanoparticules pour la
délivrance de principes actifs, nous pouvons citer le chitosane (CS) et I’alginate de sodium
(NaAL) [4].

Dans notre étude, deux principes actifs ont été choisis : I’ibuproféne et le
métronidazole pour étre encapsuler dans des systemes nanopolymeériques destinés a la voie
orale.

L’ibuprofene (IBP) est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) parmi les plus
prescrits mais qui présente une faible solubilité aqueuse et une courte durée de demi-vie.
En outre, Il présente plusieurs effets indésirables, le plus fréquent est I’apparition de

troubles digestifs pouvant aller jusqu’a la formation d’ulcéres [5,6].

Le métronidazole (MTZ) est un antibiotique et antiparasitaire qui constitue une
molécule de premier choix dans le traitement des différentes infections [7-9]. Cependant,
Il est peu soluble dans les milieux aqueux [7,9-11] et il présente des propriétés mutagénes
et génotoxiques confirmées chez 1’étre humain ainsi que chez les animaux de laboratoire.
Le MTZ a prouvé sa cancérogenicité chez les animaux de laboratoire et pourrait avoir des

effets cancérigénes chez 1’étre humain [12].

L’introduction de ces deux PA dans des systemes de délivrance nanopolymérique
permet d’améliorer leur biodisponibilité, de moduler leur durée d’action et de diminuer les
prises journalieres et par conséquent minimiser leurs effets secondaires et favoriser
’observance des patients.

Dans ce contexte deux systemes différents de nanoparticules biopolymére destinées a la
voie orale ont été développés pour chaque PA.

Le premier systeme consiste a encapsuler I’ibuproféne dans des nanoparticules a base
d’alginate de sodium et du chitosane pour former un complexe de polyélectrolyte.

Le systéme de délivrance du MTZ est constitué de deux systémes de délivrance mixtes. En
premier, nous avons étudié la formation des complexes d’inclusion du MTZ avec deux
types de CDs afin de choisir le meilleur complexe pour étre encapsulé par la suite dans des

nanoparticules a base du CS.

Ce manuscrit s’articule en trois grandes parties constituées de sept chapitres :
La premiere partie de ce manuscrit présente une synthése bibliographique incluant trois
chapitres. Dans le premier chapitre nous présentons le concept de systémes de délivrance

des médicaments. Nous décrirons ensuite les deux modéles de PA étudiés dans ce travail :
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I’ibuproféne et le métronidazole et 1’état d’avancement de la recherche en maticre
d’encapsulation. Le chapitre 2 présente un apergu sur ’intérét de 1’utilisation des CDs
pour [I’encapsulation moléculaire des substances actives. La préparation et la
caractérisation des complexes d’inclusion en solution et en phase solide sont ¢galement

décrites dans ce chapitre.

Le chapitre 3 porte sur I’importance des nanoparticules polymeéres (NPs) comme vecteur
des substances actives ainsi que leurs méthodes de préparation et caractérisation, en
développant la technique ionique gélation comme technique prometteuse. Nous présentons
également dans ce chapitre le chitosane et 1’alginate de sodium en tant que deux

biopolymeres largement utilisés dans la synthése des nanoparticules polymeres.

La deuxieme partie développe la stratégie de travail que nous avons suivi. La préparation
et la caractérisation des nanoparticules chargées d’ibuproféne a base de I’alginate de
sodium et de chitosane ainsi que 1’évaluation de leur activité biologique faisant 1’objet du
chapitre 4. Dans le chapitre 5 nous avons étudié I’inclusion du métronidazole avec deux
types de CDs ainsi que leur activité antibactérienne afin de choisir le meilleur complexe

pour la formation et la caractérisation des NPs a base du chitosane.

La troisiéme partie s’intéresse aux résultats obtenus et a leur discussion pour les
nanoparticules polyméres chargées d’ibuproféne abordés dans le chapitre 6 et les
nanoparticules polymeéres chargées de métronidazole sous forme d’un complexe

d’inclusion discutés dans le chapitre 7.

Ce manuscrit s’achéve par une conclusion générale et  perspective.
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Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre | : Systéemes de délivrance des médicaments

CHAPITRE |
SYSTEMES DE DELIVRANCE DES MEDICAMENTS

1.1 Définition d’un systéme de délivrance de médicament

Un systeme de délivrance des médicaments (SDM) est plus connu sous 1’acronyme
anglais DDS (drug delivery system) alors que la dénomination exacte devrait étre : «
systeme de délivrance des substances actives ». En réalité, ce que délivrent exactement les
SDM est un ou plusieurs PA et non un médicament (entité contenant généralement une ou
plusieurs molécules, un ou plusieurs excipients et un conditionnement). Malgré cette
dénomination limitée c’est le sigle SDM qui a été retenu [1].

Le SDM est défini comme tout systéeme, tout dispositif ou toute forme capable
d’améliorer le rapport bénéfice/risque d’un médicament en maitrisant la vitesse, le moment
et/ou le site de la libération dans 1’organisme d’une molécule pharmacologiquement active,
ce qui favorise I’observance des patients. Le domaine d’application de SDM est tres
étendu, ils font partie d’un certain nombre de dispositifs médicaux ainsi que pratiquement
toutes les formes d’administration des médicaments sauf, notamment, les gélules simples,

les comprimés simples et les solutions injectables, formes dites parfois conventionnelles

[1]

Dans la littérature, différents types de SDM ont été développés, tels que les
liposomes, les complexes d’inclusion de cyclodextrines, les microparticules et les
nanoparticules. En raison de la grande diversité et la complexité de ces systemes, seuls les
deux types appliqués dans cette thése (les complexes d’inclusion de cyclodextrines et les
nanoparticules polymeéres) seront présentés dans les deux chapitres qui suivent, ainsi que

leurs méthodes de préparations et de caractérisation.

1.2 Systémes a libération modifiée

1.2.1 Lalibération accélérée

Les préparations a libération accélérée sont des systémes dont la vitesse de
libération de la molécule active est plus précoce que celle de la forme a libération
conventionnelle destinée a la méme voie d’administration. Cette accélération peut étre
obtenue en augmentant la vitesse de désagrégation, ce qui offre une absorption sans délai

du PA conduisant a une action pharmacologique rapide, ces préparations s’adressent
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notamment a certains PA, tels que les antalgiques, pour lesquels il est souhaitable une
action aussi rapide que possible. Les comprimés effervescents, orodispersibles, solubles,

dispersibles ou les lyophilisats oraux en sont de bons exemples [13].

1.2.2 Lalibération prolongée

Dans ce type de préparation, la vitesse de libération de la substance active est plus
lente que celle de la libération immédiate ou elle peut étre contrdlée, programmee, ou
soutenue. La libération peut étre prolongée en introduisant le PA au sein d’un systéme ou
une matrice a partir de laquelle le PA sera libéré lentement. La libération prolongée peut
présenter un profil de libération d’ordre cinétique zéro, indépendant du temps avec une
concentration plasmatique efficace constante pendant une longue durée. Ce profil de
libération contrdlée avec une vitesse de libération qui compenserait 1’élimination
correspondrait au cas « profil idéal » recherché, servant a réduire les prises journalieres,
diminuer les effets indésirables par suppression des pics plasmatiques et a améliorer

I’observance des patients (Figure 1.1) [13-15].

1.2.3 Lalibération retardée

Les formes a libération retardée ou appelée souvent « formes retard » sont des
préparations dans lesquelles la libération du PA est retardée dans le temps ou I’espace par
rapport a la libération immédiate, le profil plasmatique est déplacé vers la droite. Les
systemes retards sont congus généralement pour maitriser le lieu et/ou le moment de
libération permettant de protéger les muqueuses intestinales et aux substances actives de
parvenir intactes ou 1’absorption demeure possible en les protégeant contre la dégradation
sous pH acide ou encore I’action de certaines enzymes. Les formes a libération retardée
comprennent majoritairement les préparations de formes gastro-résistantes (Figure 1.1)
[13].

1.2.4 La libération séquentielle
La libération du PA peut étre répétée ou seéquentialisée avec un profil plasmatique
présentant plusieurs courbes de concentration plasmatique conventionnelles qui se

succedent le plus souvent pour obtenir un effet prolongé (Figure 1.1) [13].
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Figure 1. 1 : Différents profils des concentrations plasmatiques des PA (Image créée sur
BioRender).

Dans notre étude, deux PA ont été choisis comme modele pour les introduire dans

des SDM : I’ibuprofene et le métronidazole.

1.3 L’ibuproféne

L'ibuproféne (IBP) ou I’acide 2-[4-(2 méthylpropyl)phényl] propanoique est un
anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) connu pour ses propriétés antipyrétiques et
analgésiques appartient au groupe des acides de type 2-arylpropanoique. L’ ibuproféne est
un PA hydrophobe constitué d’un seul groupement fonctionnel hydrophile (-COOH) et une
partie hydrophobe (hydrocarbonée inerte), de par la présence d’un cycle aromatique
(Figure 1.2) [5,6].

O
OH

Figure 1. 2 : Structure chimique de I’ibuproféne (Chemdraw ultra 7.0).
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L’IBP est un inhibiteur non sélectif d’une enzyme appelée cyclooxygénase (COX)
qui existe sous deux iso-formes COX1 (constitutive) et COX2 (inductible). La réaction
inflammatoire stimule la synthese des prostaglandines qui se fait en deux étapes. D’abord,
les phospholipides membranaires sont hydrolysés en acide arachidonique par 1’enzyme
phospholipase A2. Ensuite, 1’acide arachidonique est métabolisé en prostaglandines par les
cyclo-oxygénases, 1’action de I’IBP se situe a ce niveau, en bloquant la synthese de
prostaglandines par I’inhibition non sélective de cyclo-oxygénases ce qui atténue les

réponses inflammatoires (Figure 1.3) [5,6,16].

eo 90090 0o 0@

coPp000006¢
Phospholipides membranaires

Phospholipase A2
Inflammatio l ” \m
P Acide arachidonique ;’
COX 2 AINS >|< COX1 b
(Inductible) (Constitutive)

<——_  Cyclooxygénase _¥

|

Prostaglandines

Figure 1. 3: Mécanisme d’action des AINS non sélectifs (Image créée sur BioRender).

L’IBP présente une courte durée de demi-vie (Ty) (1,5-3h) et un temps de
concentration maximale (Tmax) de 1,5h ce qui conduit a une administration répétée. Les
surdoses massives de I’IBP peuvent entrainer des effets toxiques graves. De divers signes
cliniques sont associé¢s a I’ingestion de trés fortes doses de ce médicament, a savoir une
hémorragie gastro-intestinale, une insuffisance rénale aigué, des problemes respiratoires,
une dépression du systéeme nerveux central, une toxicité hépatique, une hypothermie et une

thrombopeénie [5].
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Du fait de sa faible solubilité aqueuse et ses propriétés pharmacologiques limitées (Tmax et
la courte durée de Ty), I’introduction de I’IBP dans un SDM est recommandée pour
surmonter a la fois les sous-dosages conduisant a une faible biodisponibilité et les
surdosages engendrant une toxicité.

Dans la littérature, de nombreux SDM chargés d’ibuproféne ont été développés.
Reis et al ont préparé des NPs chargées d’IBP a base du poly (DL-lactic acid) en utilisant
la technique emulsion-diffusion de solvant, les NPs obtenues ont montré une taille de
281,1 £ 66,7 nm et une diminution de la toxicité gastrique par rapport a I’IBP libre di a sa
libération contrdlée a partir de ces NPs. [17]. D’autre part, Ballefio et al ont porté un intérét
aux nanoparticules de poly (éthyle cyanoacrylate) chargées d’IBP synthétisées par
polymérisation de 1’éthyle cyanoacrylate, ces NPs ont libéré la majorit¢ du PA dans les
premiéres 80-120 min. L’analyse des données du profil de libération a montré que sa
libération suit le modele de Weibull [18]. Jiang et al ont proposé un systéme
nanopolymérique d’IBP a base du DEAE dextran, les nanoparticules ont présenté une taille
de 120 nm. L’étude de libération dans les milieux de dissolution a pH 1,0, 5,8 et 7,4 a
montré que les NPs libérent respectivement 60, 80 et 90% du PA [19].

1.4 Le métronidazole

Le métronidazole (MTZ) [1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl 5-nitroimidazole] (Figure
1.4) est 'un des antibiotiques phares de la famille des nitro-5-imidazolés. Lors de sa
découverte, il a prouvé son efficacité contre Trichomonas vaginalis. Actuellement, il est

prescrit pour traiter différents infections causées par différents microorganismes [7-9].

Figure 1. 4 : Structure chimique du metronidazole (Chemdraw ultra 7.0).

Le MTZ est un PA inactif qui doit subir une étape d’activation par réduction pour

entrainer des dommages ou fragmentation de ’ADN du micro-organisme ciblé par un



Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre I : Systemes de délivrance des médicaments

mécanisme encore mal connu (Figure 1.5). Brievement, aprés pénétration dans la cellule de
la bactérie ou la parasite, les groupements nitro du MTZ (—NO3) subissent une réduction
par une enzyme appelée nitroréductases qui est classée en deux groupes selon la présence
ou non de I’oxygene [20,21] :

Les nitroréductases sensibles a I’oxygéne : dont la réduction du groupement nitro se fait
en un seul transfert électronique. Le pyruvate est converti en acetyl-coenzymeA par
I’enzyme pyruvate ferrédoxine oxydoréductase (PFOR), conduisant a la formation des
radicaux nitroso et par conséquent des dommages de I’ ADN et la mort cellulaire.

Les nitroréductases insensibles a I’oxygéne : dont la réduction du groupement nitro
conduit a la formation de dérivés hydroxylamino ou amino en fonction de co-facteurs

NAD(P)H entrainant des dommages oxydatifs et la mort cellulaire.

Diffusion du métronidazole
dans la cellule bactérienne

@Activa ion du métronidazole
= o)

@ Fragmentation
de1'ADN

Figure 1. 5 : Mécanisme d’action du métronidazole (Image créée sur BioRender).

Le MTZ est largement administré par voie orale, mais il existe sous d’autres
formes : parentérale, topique et vaginale. La faible solubilité aqueuse du MTZ limite son

utilisation pour les formulations aqueuses [7,9-11].
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L’apparition de bactéries multirésistantes a mené les prescripteurs a augmenter les durées
de traitement et les posologies des antibiotiques. Le MTZ est également concerné par ces
résistances bactériennes et parasitaires ce qui implique une modification de son schéma
posologique habituel et par conséquent favorise la survenue d’effets indésirables et
diminue I’observance des patients.

Le MTZ présente des propriétés mutageénes et génotoxiques confirmées chez I’étre humain
ainsi que chez les animaux de laboratoire. Il a prouve sa cancérogénicité chez les animaux
de laboratoire et pourrait avoir des effets cancérigénes chez 1’étre humain [12]. Une
deuxiéme géneration de 5-nitroimidazoles constituée de trois nouveaux composés (le
secnidazole, 1’ornidazole et le tinidazole) a été synthétisée et commercialisée avec un
spectre d’action commun avec le MTZ [22-24]. Cette génération présente une demi-vie
d’¢élimination plus longue que le métronidazole permettant de réduire la durée du
traitement. Le secnidazole et le tinidazole ne sont commercialisés que par voie orale et ils
ont une demi-vie respectivement de 19 et de 12,5h versus 8h pour le métronidazole,
autorisant une seule administration journaliere par rapport a trois prises par jour pour le
métronidazole [22,25]. L’ornidazole est le seul composé de cette deuxiéme génération a
exister sous forme injectable. 1l a également une demi-vie d’élimination plus longue que le
MTZ (14,4 h versus 8h), permettant une seule perfusion intraveineuse par jour alors que le
MTZ nécessite trois injections par jour [26,27]. Cependant, I’efficacité ainsi que le profil
de tolérance et la disponibilité de la forme injectable du MTZ par rapport aux autres 5-
nitroimidazoles en font la molécule de choix dans le traitement des infections [28].

Afin de pallier les problématiques de résistance, de solubilité aqueuse, ainsi que les effets
toxiques il est recommandé d’introduire le MTZ dans un SDM.

Plusieurs études ont utilisé le MTZ comme un PA modéle pour développer de nouveaux
SDM, parmi elles; on trouve les complexes d’inclusion de CDs pour augmenter sa
solubilité et sa stabilité [11,29,30]. D’autres ont utilisé les NPs comme dispositif
incorporant le MTZ dans le but de moduler sa vitesse de libération [31,32]. Cependant, des
études limites utilisent les systémes de délivrance mixtes encapsulant les complexes
d’inclusion (substance active-CD) dans des nanostructures comme dans le domaine
pharmaceutique [7,33-35], les huiles essentielles [36], domaine agroalimentaire [37], les
arbmes et les saveurs telles la vanilline [38] et le menthol [39]. Tous ces systéemes
développés ont montré une solubilité élevée tout en contrdlant leur libération, une durée de

conservation longue, une stabilité a des températures tres élevées.
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CHAPITRE II
LES CYCLODEXTRINES

2.1 Geénéralités

En 1891, Villiers était le premier qui a rapporté I’obtention de 3 g de substance
cristalline a partir d’'une fermentation d’1 kg d’amidon de pomme de terre par les bactéries
Bacillus amylobacter, qu’il nomme «cellulosine» vu la similarité de ses propriétés physico-
chimique avec celles de la cellulose, notamment la résistance a 1’hydrolyse acide et
propriétés non réductrices [40]. 15 ans plus tard, Schardinger a isolé la souche bactérienne
Bacillus macerans capable de produire d’une fagon reproductible deux substances
cristallines distinctes nommés aprés ao- et P-dextrine sous [’action de I’enzyme
cyclodextrine glucosyl transférase (CGTase). De nos jours, cette souche bactérienne reste la
source d’enzyme la plus utilisée [41,42]. En 1930, Freudenberg et son équipe étudient la
structure de 1’a- et la B-dextrine. Ils ont montré qu’elles ont une structure cyclique
composée d’unités de glucose reliées par des liaisons glycosidiques a-(1-4) dans une
conformation “C; [43]. C’est cette méme équipe qui découvert et élucide, en 1948, la
structure de la y -cyclodextrine (constituée de 8 unités glucose) [44]. En 1954, Cramer était
attiré par leur capacité a former des complexes d’inclusion [45], alors qu’en 1957, Le
groupe de French s’intéressait & la production des CDs ayant un nombre plus important
d’unités de glucose [46]. Toutefois, le brevet de Freudenberg, Cramer, et Plieninger déposé
en 1953 reste la révolution dans le monde des CDs [47]. lls ont démontré que la
complexation avec les dextrines protége les molécules sensibles contre 1’oxydation et

augmente considérablement la solubilité.

2.2 Structure et caractéristiques physicochimiques des cyclodextrines

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques composés d’unités o-
D-glucopyranose en conformation chaise, reliées par des liaisons glycosidiques de type a-
(1-4), ce qui leur conférent une structure tridimensionnelle sous une forme d’un cOne
tronqué avec deux extrémités ouvertes [48-51], délimitant une cavité centrale (surface de
contact avec la molécule invitée) tapissée par des squelettes carbonés et des liaisons
d’éther des résidus glucoside et est dotée d’un environnement relativement hydrophobe.
L’extérieure de la cavité (surface de contact avec le solvant) est garni par des groupements

hydroxyles conférant une hydrophilie relative aux CDs [50,52,53]. Les deux zones de

12



Partie 1 : Etude bibliographique
Chapitre 11 : Les Cyclodextrines

polarité distinctes conférent aux CDs un caractere particulier dit « amphiphile ». Cette
propriété associée a leur structure tridimensionnelle leur permet de jouer le role d’une
molécule cage et inclure entierement ou partiellement des molécules hydrophobes dans leur
cavité, il en résulte la formation d’un complexe d’inclusion.

Les CDs natives peuvent étre constituées de 6 jusqu’a 13 unités de a-D-glucopyranose [54].
Les plus rencontrées sont dénommées a-, B- et y-CD constituées respectivement de 6, 7 et 8
unités de a-D-glucopyranose, qui sont des composés cristallins, homogeénes et non
hygroscopiques. Elles ont I’avantage d’étre des produits biodégradables, biocompatibles, et
non nocifs pour la santé humaine et sont autorisées par I’industrie agroalimentaire comme
additifs alimentaires [52,55]. Les CDs sont fabriqués industricllement a la suite d’une
dégradation enzymatique de 1’amylose par la CGTase d’origine bactérienne (Bacillus
macerans, Alkalophylic bacillus,...) [56,57]. Les principales propriétés physico-chimiques des

CDs natives sont décrites dans le Tableau 2.1.

Tableau 2. 1: Propriété physico-chimique et structural de a-, B- et y-cyclodextrine [52,58].

Propriétés a- cyclodextrine B- cyclodextrine vy- cyclodextrine

Nombre d’unités glucose 6 7 8
Formule brute C3sHe0030 C42H70035 CasHgoO040
Masse moléculaire 972 1135 1297
Diameétre de la cavité (nm) 0,57 0,78 0,95
Diamétre de la périphérie (nm) 1,37 1,53 1,69
Hauteur du cone (nm) 0,79 £0,1 0,79 £0,1 0,79 £0,1
Solubilité dans I’eau a 25 °C (g L1) 145 18,5 232

La masse molaire, le diamétre externe, le volume et le diamétre de la cavité augmentent en
allant de I’a-CD a la y-CD. Tandis que la hauteur du c6ne est la méme pour les trois CDs
(0,78 nm). En revanche la solubilité aqueuse varie d’une maniére moins réguliére. Il est a
noter que la pB-cyclodextrine (BCD) posséde la plus faible solubilité aqueuse en
comparaison a celles de I’a- et de la y —CD. Ceci peut s’expliquer par I’intensité des
liaisons hydrogénes établies entre les groupes hydroxyles secondaires (2-OH) et (3-OH)
des entités glucoses voisines. Ces liaisons forment une ceinture complete de liaisons
hydrogene qui lui confére une structure rigide et stable et prévient I'nydratation par les

molécules d’eau [59]. Dans le cas de I’a-CD I’une de ces unités de glucose est distordue,
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donc il y a seulement quatre liaisons hydrogenes établies au lieu de six. Pour la y-CD, ces
unités de glucopyranose ne sont pas coplanaires, par conséquent, peu d’interactions entre
les hydroxyles secondaires se forment, rendant sa structure plus flexible et explique sa
grande solubilité par rapport a celles des deux autres CDs [60]. Toutefois, la BCD reste la
plus intéressante du point de vue complexation, il existe de nombreuse formes
pharmaceutiques commercialisées utilisant le complexe d’inclusion de BCD incorporant
des PA [61].

2.3 Les cyclodextrines modifiées

Dans le but d’¢largir les applications des CDs natives, de nombreux dérivés ont été
synthétisés. Les principaux objectifs de la synthése des dérivés de CDs sont [62,63]: a)
Augmenter leur solubilité aqueuse notamment dans le cas de la BCD. b) Accroitre la
capacité de complexation. c¢) Inclure des groupements spécifiques facilitant la
complexation. d) Améliorer leur affinité pour une molécule donnée. e) Synthétiser des
polymeres. f) Améliorer la stabilité des complexes formés. g) Apporter de nouvelles
propriétés telles que I’introduction de chromophores ou de motifs fluorescents.
La BCD (Figure 2.1) est la plus ciblée par les modifications, les dérivés les plus utilisés
sont ceux obtenus par substitution des groupements hydroxyles primaire ou secondaire
[51]. Dans le domaine pharmaceutique nous rencontrons fréquemment des dérivés de type
hydroxypropyle (HP), méthyle (ME) et sulfobutyle (SBE) [50,64].
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Figure 2. 1 : Structures chimiques de la B-cyclodextrine (Chemdraw ultra 7.0).

2.3.1 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrine (HPBCD)

L’HPBCD (Figure 2.2) est un dérivé hydrophile obtenu par une modification
chimique de la BCD dans un milieu alcalin par I’oxyde de propyléne [65].
L’HPBCD présente une solubilité aqueuse tres importante par rapport a celle des CDs
natives et leur dérivés (solubilité dans I’eau = 500 mg mL™ a 25 °C ) [65,66] et une taille
identique a celle de la BCD (Tableau 2.1). L’HPBCD est trés bien tolérée chez I’homme,
elle a démontré une faible toxicité, dépendant de la dose ainsi que la voie d’administration
avec la diarrhée comme principal effet secondaire observé chez ’homme [67].
En raison de sa faible toxicité et sa solubilité¢ aqueuse ¢levée ’HPBCD présente un large
intérét dans le domaine pharmaceutique [68]. Parmi les différents dérivés synthétisés, seul
I’HPBCD a sa propre monographie dans la pharmacopee européenne, pharmacopée
britannique et United states pharmacopée/ National Formulary (USP -NF). L’HPBCD est
considérée comme 1’excipient le plus polyvalent parmi les CDs, elle est introduite dans
différentes formulations destinées a plusieurs voies d’administration (orale, parentéral,

rectal, oculaire et cutanée) [69].
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Figure 2. 2: Structures chimiques de la 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrine (Chemdraw
ultra 7.0).

2.4 Formation de complexe d’inclusion

Grace a leur structure, les CDs peuvent accueillir dans leur cavité interne de fagon
réversible, partiellement ou en totalité de diverses classes de composés pour former un
complexe d’inclusion. En solution, la cavité apolaire de la CD est occupée par des
molécules d’eau, ce qui rend le systeme énergétiquement défavorable du fait des
interactions polaire — apolaire. En présence d’une molécule appropriée, moins polaires que
’eau, les molécules d’eau vont étre déplacées vers I’extérieur de la cavité pour ceder la
place a I’invité (Figure 2.3). Une fois dans la cavité, la molécule invitée forme des
interactions de différentes nature comme les interactions hydrophobes, les liaisons
hydrogene et les interactions de type Van der Waals avec la CD, stabilisant le systéme.
Durant la formation du complexe d’inclusion, il n’y a aucune liaison covalente qui se

forme ou se rompt, ce qui rend la réversibilité du systéeme possible [63,70-72].
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Figure 2. 3 : Mécanisme de formation du complexe d’inclusion (Image créée sur
BioRender).

La compatibilité géométrique entre la CD et la molécule invitée s’avere primordiale pour
le mécanisme de formation du complexe d’inclusion. En effet, des invités de taille
importante ne peuvent s’insérer dans la cavité centrale, méme de fagon partielle, ils ne
peuvent pas former des complexes d’inclusion stables. Il en est de méme pour les invités
de petite taille qui pourront s’insérer dans la cavité parce que les CDs ne pourront pas les
maintenir dedans du fait des faibles interactions formées entre eux.

Durant la formation du complexe d’inclusion, il est possible qu'une ou plusieurs
molécules de CD mobilisent une ou plusieurs molécules invitées. On parle alors de la
stoechiométrie, le cas le plus fréquemment rencontré est 1’obtention d’un complexe
hote/invité de steechiométrie 1:1, d’autres structures et association plus compliquées
peuvent étre obtenues avec différentes steechiométries telles que (2:1, 1:2, 2:2), en faisant

apparaitre, dans I’ordre hote:invité (Figure 2.4) [73-77].
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1:1 231 1:2 252

Figure 2. 4: Représentation des différentes stcechiométries des complexes d’inclusion [73].

2.5 Les techniques de préparation des complexes d’inclusion CD/invité

Diverses techniques de préparation de complexes d’inclusion ont été proposées. Le
choix de la méthode de préparation est basé sur les applications envisagées et les propriétés
physico-chimiques de la molécule invitée. La préparation des complexes d’inclusion peut
s’effectuer en milieu solide ou liquide en allant des simples méthodes de laboratoire
jusqu'a I’échelle industrielle. Le principe de la préparation consiste généralement a
dissoudre I’invité en présence de la CD puis laisser un équilibre s’établir. Le complexe sera
par la suite récupéré sous forme solide [51,63,78]. Les techniques souvent utilisées sont les

suivantes :

2.5.1 L’inclusion par co-précipitation (cristallisation de la solution)

Cette technique est I’une des premiéres techniques inventées pour la formation des
complexes, et reste largement utilisée au niveau des laboratoires. Une solution de CD est
agitée a une température qui peut aller jusqu’a 60°C (si I’invité tolére), I’invité sera ajouté
au cours de I’agitation. Un refroidissement lent lors de 1’agitation de la solution CD: invité
permet la co-précipitation du complexe. Le précipité est ensuite récupéré par filtration,
décantation ou centrifugation et rincer par la suite dans le but d’enlever I’exces d’invité
non incorporé. Cette technique est simple et facile a réaliser, elle ne demande qu’un
bécher, agitateur et une source de chaleur. Cependant, elle est difficile a extrapoler a
grande échelle (scaling-up) notamment pour les grandes quantités d’eau utilisées.
Toutefois, elle peut étre utilisée comme étude préliminaire a petite échelle pour vérifier la
faisabilité de la complexation, la caractérisation du complexe et leur application et

fonctionnalités [79].
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2.5.2 L’inclusion par pétrissage (paste/kneading)

Cette technique consiste a préparer une pate en mélangeant la CD et la molécule
invitée en présence d’une petite quantité d’cau a 1’aide d’un mortier et un pilon, ou un
pétrisseur a I’échelle industrielle. Le temps de pétrissage nécessaire pour achever la
complexation varie selon la molécule a incorporer, la quantité d’eau et le dispositif utilisé.
Le complexe obtenu est séché directement, ou rincé avec de 1’eau puis récupéré par
filtration ou centrifugation. Cette technique est largement utilisée pour inclure les invités

qui présentent une trés faible solubilité dans I’eau, comme les huiles essentielles [80].

2.5.3 Solubilisation suivie par une lyophilisation (freeze-drying)

Cette méthode consiste en la dissolution des quantités requises de la CD et I’invité
sous une agitation constante et la lyophilisation de la solution obtenue. La basse
température utilisée pour le séchage est intéressante dans le cas des composés
thermolabiles et/ou volatils [51,63,78,81].

2.6 Caractérisation des complexes

L’¢étude des complexes d’inclusion s’appuie sur différentes étapes. La premiere
étape est la détermination de la steechiométrie du systéme formé. Apres avoir défini la
steechiométrie du complexe, il faut étudier la constante d’association et les parametres
thermodynamiques qui reflétent la stabilité et les différentes forces d’interactions
intervenantes durant 1’inclusion. La derniére étape consiste a déterminer la géométrie du
complexe ainsi que ces caractéristiques physico-chimiques. De nombreuses méthodes
analytiques sont utilisées pour vérifier la réalité d’inclusion, étudier les propriétés physico-
chimiques du complexe et pour mesurer les différents paramétres influencant le
phénomene d’inclusion. Nous présentons par la suite les méthodes couramment employées

pour caractériser les complexes d’inclusion en solution ainsi qu’a 1’état solide.

2.6.1 Détermination de la steechiométrie par la méthode de variation continue

La méthode de job ou la méthode de variation continue [82,83] est une méthode de
titration simple et largement utilisée pour déterminer la stcechiométrie des complexes
d’inclusion de CDs. Le principe de cette technique est d’examiner 1’évolution d’une

propriété spectrale (déplacement chimique pour RMN [84], absorbance pour UV-Vis [82],
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ou intensité pour fluorescence [85]) au cours d’une titration, tout en gardant la somme des
concentrations en molécule invitée et en CD constante mais dont les proportions varient
continuellement. Supposant que la formation du complexe implique n molécules de CD et

m molécules a inclure (1), ceci sera décrit par :

nCD+ ml <— CDn:lm
[CD]+ [I]: Constant

R: [1]/([I]+ [CD]) est la proportion molaire de la molécule invitée

En UV-Vis, la détermination de la steechiométrie se fait par I’enregistrement d’une
séric de spectres d’absorption de I’invité, vu que les CDs ne présentent pas de
chromophore, puis on suit la variation des spectres qui doivent se déplacer en présence de
CD
Soit :

AABS = ABS; — ABS¢omplexe
ABS | : I’absorbance de I’invité libre

ABS complexe : 1’absorbance de I’invité dans le systéme CD : Invité

La steechiométrie d’un systéme est obtenue en rapportant AABS x R en fonction du
R. En générale, le tracé de job ou la courbe obtenue est sous forme d’une cloche qui passe
par un maximum, la valeur du R correspondante au maximum de la courbe donne la
steechiométrie (Figure 2.5). Par exemple, un maximum obtenu a R=0,5 indique que le
complexe est d’ordre 1:1. Pour un complexe d’ordre 2:1, la courbe passe par un maximum
correspondant & la valeur de R=0,66. Dans le cas ou la courbe de job est centrée sur une
valeur de R=0,33 le complexe formé est de type 1:2 [86]. En faisant apparaitre, dans

P’ordre hote : invité.
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Steechiométrie (héte:Invité): — 1.2 — 11 21
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Proportion molaire de la molécule invitée
R=(1]/ ([1] + [CD] )

Figure 2. 5: Différentes courbes de job obtenues pour différentes steechiométries (Image
créée sur BioRender).

2.6.2 Détermination des constantes d’association et les paramétres
thermodynamiques par UV-Visible

L’équilibre thermodynamique ou la stabilité des complexes est exprimée a une
tempeérature donnée en termes de constante d’association ou de stabilité (Ka).
11 existe différentes approches pour déterminer les constantes d’association. La majorité de
ces déterminations sont des approches graphiques qui s’appuient sur I’équation de double-
réciprogue déterminée pour la premiere fois par Benesi et Hildbrand [87]. Cette méthode
repose sur le principe d’une titration qui consiste a préparer une série d’expériences dans
lesquelles on augmente la concentration de la molécule hote (molécule titrante) alors que
celle de I’invité (molécule titrée) reste fixe. Au cours de cette titration il est possible de
suivre les variations spectrales dues a la modification intrinséque des propriétés des deux
especes suite a l’inclusion [86,88]. Cette variation peut étre mesurée par ’une des
méthodes analytiques. A titre d’exemple, la spectroscopie UV-Visible qui est la plus

ancienne utilisee par Benesi et Hildbrand, dans laquelle 1’étude de I’évolution de
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I’absorbance de I’invité en présence de quantité croissante de CD permet alors d’avoir une

relation linéaire entre I’absorbance et le Ka (Equation 2.1) :

L1 11
AABS  Ag[l]K, ~ [CD]  Ag[l]

2. 1)

Avec :

A ABS : différence dans 1’absorbance de I’invité en présence et en absence de CD
Ag: différence dans le coefficient d'extinction molaire

Ka : constante d’association

[CD] : concentration du CD

[1] : concentration de I’invité

En portant 1/AABS en fonction de 1/[CD], on obtient une droite de pente (1/(Ag[I] Ka) )
et d’ordonnée a ’origine (1/Ag[I]). De ce fait, la constante Ka est acquise en divisant

I’ordonnée a I’origine par la pente.

L’étude de la constante d’association en fonction de la température sert également a
déterminer d’autres grandeurs thermodynamiques, comme la variation d’enthalpie (AH), la
variation d’entropie (AS) ainsi que la variation de I’enthalpie libre (AG) a ’aide des

équations de van’t Hoff (Equation 2.2) et de Gibbs-Helmholtz (Equation 2.3)

2.2)

AG = AH — TAS (2.3)

Ou, T est la température absolue (K) et R est la constante molaire des gaz (J K mol ™) .

2.6.3 Etude de phase de solubilité

Cette approche connue également sous le nom de méthode Higushi et Connors [89]
est réalisée afin d’évaluer la capacité de CDs d’augmenter la solubilité des substrats
hydrophobes. Elle permet en effet d'obtenir la courbe de solubilité de 1’invité en mesurant
sa concentration maximale qu’il peut atteindre en présence de CDs. Du point de vue
expérimental, il s’agit de mettre des quantités égales (en exces) de l’invité dans des
volumes fixes du solvant qui contiennent des concentrations croissantes de CD, a une
température donnée, puis de filtrer les mélanges aprés agitation, et enfin de mesurer la

quantité du composé solubilisé. Un diagramme de solubilité est donc établi, en rapportant

22



Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre 11 : Les Cyclodextrines

graphiquement la solubilité de I'invité en fonction de la concentration de CD. Deux types
de diagramme sont généralement obtenus A et B (Figure 2.6).

Le digramme de type A est obtenu lorsque la solubilité de la molécule invitée accroit
d’une maniére continue avec 1’augmentation de la concentration en CD. La ligne marquée
AL décrit une augmentation linéaire de la solubilité sous I’augmentation de la concentration
de CD. Le type Ap (diagramme positif) est obtenu lorsque 1’addition des solutions de
concentration croissante de CD abouti a un plus fort accroissement de solubilité. Les
diagrammes négatifs de type An sont rarement observes et leur interprétation est délicate
[90].

Le diagramme de type B est genéralement observé lorsque le complexe formé présente
une solubilité limitée ou inférieure a celle de I’invité libre.

Le diagramme de type B se distingue par deux types de profils. Le profil Bs se divise en
trois parties, la partie linéaire représente 1’augmentation de la solubilité de I’invité en
fonction de la concentration en CD ou la solubilit¢ de D’invit¢é augmente avec
I’augmentation de la concentration en CD, suivi d’un plateau ou le complexe formé atteint
sa solubilit¢ maximale, au-dela I’ajout de CD diminue la solubilité et conduit a la
précipitation du complexe.

Le profil B, désigne les diagrammes ou la solubilité du complexe est inférieure a celle de
I’invité libre [90].

So

Solubilité de I'invité (M)

k J

Concentration de CD (M)

Figure 2. 6: Les classifications des diagrammes de solubilité selon Higuchi et Connors
(Image créée sur BioRender).
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Les diagrammes de solubilité de type AL et la partie linéaire des diagrammes Bs
permettent également a calculer D’efficacité de complexation (CE) selon 1’équation

suivante :

CE = Pente

" 1-Pente

2. 4)

Ce paramétre sert a déterminer le rapport optimal invité:CD pour la formation de
complexes selon la relation suivante :

Invité: CD = 1: (CE“)

= (2. 5)

2.6.4 La résonnance magnétique nucléaire du proton monodimensionnelle (*H
RMN)

La RMN est une technique performante et précise employée pour mettre en
évidence la formation des complexes d’inclusion. L’exploitation de cette technique peut
nous amener jusqu’ a la détermination de la direction de pénétration de I’invité dans la
cavité, ainsi que la conception de sa conformation spatiale et sa structure. En effet, le
transfert de 1’agent actif invit¢ a I’intérieure de la cavité de la molécule cage induit
systématiquement une variation dans I’environnement magnétique des protons intervenant
dans le processus d’inclusion. Ceci s’exprime par une modification de la valeur de
déplacement chimique (8) de ces protons [91]. En effet, La modification de la fréquence de
résonance des protons pointés vers ’intérieur de la cavité de la CD (H3 et HS) (Figures 2.1
et 2.2) témoigne de I’insertion de 1’invité dans la cavité, et par conséquent a la formation
du complexe. Tandis que, les protons externes (H1, H2 et H4) (Figures 2.1 et 2.2) restent
inchangés et/ou présentent des changements faibles par rapport a ceux des protons internes.
En outre, la molécule invitée présente quant a elle, des variations de résonance au niveau

de ces protons [92].

2.6.5 RMN 2D 'H-'H NOESY et ROESY

La RMN bidimensionnelle (2D) tel que les techniques NOESY (nuclear overhauser
effect spectroscopy) et ROESY (rotating frame overhauser effect spectroscopy) fournit des
informations importantes et trés précises sur le mode d’inclusion a travers lesquelles on
peut visualiser la structure tridimensionnelle du complexe [86,93,94]. L’inspection des
données expérimentales permet de détecter la proximité spatiale entre les protons de 1’hote

et ceux de l’invité, en se basant sur I’observation des taches de corrélations et les
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interactions dipolaires qui se produisent lorsque deux protons de deux molécules sont

proche & une distance inter- et intramoléculaires qui ne dépasse pas 4 A [95].

2.6.6 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est un outil rapide et direct pour étudier les complexes
d’inclusion CD/invité a 1’état solide. Cette technique permet de détecter les groupes
fonctionnels impliqués dans le processus de complexation et la formation des liaisons
hydrogénes en comparant les données spectroscopiques infrarouges de la molécule invitée
et la CD, libres a ceux de leur complexe d’inclusion correspondant. Généralement les
spectres des complexes d’inclusion sont similaires a celui de la CD en question, dans
lesquels la majorité des pics caractéristiques de la molécule invitée ou de la partie
incorporée dans la cavité de la CD auront disparu, déplacés ou subissent une réduction
significative d’intensité [96]. Ces altérations sont indicatives de I’inclusion et sont
relativement liées a la translocation de la molécule invitée a la cavité hydrophobe de la CD

qui limite ses vibrations [97,98].

2.6.7 La calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

La DSC est I'une des techniques thermo-analytiques utilisée pour étudier les
transformations physiques et les caractéristiques thermiques d’une espece libre ou
plusieurs composants (complexe). Elle est employée dans plusieurs travaux de recherche
pour la caractérisation des complexes d’inclusion a 1’état solide, vu qu’elle est facile a
mettre en ceuvre et ne nécessite que de petites quantités d’échantillons.

Suite a I’incorporation de I’invité dans la cavité¢ de la CD les propriétés thermiques de
I’invité subissent plusieurs changements. Dans le cas ou la CD s’associe avec une molécule
qui se présente sous forme cristalline pour former un complexe, nous pouvons constater
une disparition ou une diminution significative du pic de fusion de cette molécule dans le
thermogramme du complexe d’inclusion [99,100], cela donne un signe sur 1’éventualité de

la formation du complexe.

2.6.8 Analyse thermogravimétrique (ATG)
L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique qualitative et quantitative.
Elle a pour objectif la mesure de la perte de masse d’un échantillon en fonction de la

température, la caractérisation et 1’¢tude du comportement thermique des matériaux
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étudiés. Dans la caractérisation des complexes d’inclusion elle a été employée pour mettre
en évidence leur formation. Lors de la complexation, la plupart des molécules d’eau
retenues dans la cavité se libérent, tandis que la molécule invitée est maintenue dedans. Ce
transfert est détectable a 1’aide de I’ATG, en comparant la variation de masse issue de
I’évaporation du CD libre a celle du complexe, qui va certainement diminuer. En outre,
I’entrée de I’invité dans la cavité change son comportement thermique, et par conséquent
des décalages, diminutions, et disparitions des processus thermiques vont apparaitre sur le
thermogramme du complexe. Tous ces changements sont indicatifs de la formation des

complexes [99].

2.6.9 Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est une technique qualitative permettant
I’observation de la morphologie, la taille, et la texture de la surface des matériaux étudiés.
Dans 1’étude du phénomeéne d’inclusion la MEB n’est pas une technique décisive a travers
laquelle on peut conclure la formation d’un complexe d’inclusion mais elle reste quand
méme une méthode complémentaire qui donne des informations importantes. Avec celle-
ci, la morphologie des complexes d’inclusion obtenue est comparée a celle de la CD, PA

et les mélanges physiques [101].

2.6.10 Test de dissolution in vitro

Les tests de dissolution in vitro sont employés pour évaluer D’effet de
I’incorporation de la molécule active dans la cavité de CD, dans le cas ou le but de
I’inclusion est 1’amélioration de la solubilité¢. En comparant le profil de dissolution des
complexes d’inclusion a ceux de la molécule active libre et de leur mélange physique, une
augmentation de la vitesse de dissolution et de la quantité de la molécule invitée dissoute
est attendue, cela est dii principalement a I’augmentation de la solubilit¢ de I’invité
résultant de la formation du complexe d’inclusion. Plusieurs études utilisent cette

technique pour évaluer la formation des complexes d’inclusion [101,102].

2.7 Applications

2.7.1 Domaine pharmaceutique
L’industrie pharmaceutique est I’'une des plus grandes consommatrices des CDs. La

faible solubilité des PA dans les phases aqueuses abouti & une faible biodisponibilité et par

26



Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre 11 : Les Cyclodextrines

conséquent un effet pharmacologique réduit. Pour pallier cet inconvénient, les CD’s ont été
utilisées principalement dans les sciences pharmaceutiques en tant qu’agents complexant
afin d’augmenter la solubilit¢ et la stabilit¢ des PA. Cette approche remplace
avantageusement les méthodes classiques qui impliquent des surfactants et des co-solvants
organiques, parfois a I’origine des effets secondaires. D’autre part, le taux et la vitesse de
libération des PA peuvent étre controlés par la formation des complexes d’inclusion.
Toutefois, ces deux parameétres dépendent des propriétés physico-chimiques du PA et
celles du complexe.

La formation des complexes d’inclusion sert également a la suppression ou la réduction de

I’amertume du PA et I’amélioration de ses caractéristiques organoleptiques [103]

L'introduction des CDs dans les sciences pharmaceutiques a permis de
spectaculaires progres, a tel point que I'industrie pharmaceutique est devenue la premiére
consommatrice de CDs. De nombreux brevets, publications, revues et ouvrages décrivent
les avantages et les différentes applications des CDs dans ce domaine [79,104-106]. Il
existe plusieurs produits pharmaceutiques a base de CD, surtout la BCD et ’THPBCD qui
ont été mis sur le marché (Tableau 2.2).

Tableau 2. 2 : Quelques formes pharmaceutiques commercialisées utilisant la BCD,
HPBCD et SBEBCD.

DCI (PA) Nom commercial Formulation Laboratoire
HPBCD
Indométacine INDOCOLLYRE Collyre en solution Chauvin
Itraconazole SPORANOX Solution buvable Janssen
Létermovir PREVYMIS Solution & diluer pour 1oy France
perfusion
Cladribine MAVENCLAD Comprimé Merck Serono
BCD
Piroxicam BREXIN Comprimé Pierre Fabre
Cetirizine CETIRIZINE EG Comprimé  sucer EG Labo
dichlorhydrate
. NICORETTE . .
Nicotine MICROTAB Comprime sublingual Johnson & Johnson
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Suite du Tableau 2.2

BCD
Glucagon BAQSIMI Poudre nasale Lilly France
SBEBCD
Délafloxacine QUOFENIX Solution & diluer pour Menarini
perfusion

2.7.2 En agroalimentaire

Dans ce domaine, elles sont utilisées pour a) incorporer les molécules volatiles,
telles que les arémes qui sont préalablement introduites dans les préparations alimentaires
ou les boissons, afin de les protéger contre la dégradation au cours des processus de
transformation ou durant le stockage. En outre, la formation du complexe CD/aréme
permet de minimiser la quantité des arbmes utilisés. b) Protéger les composés labiles
contre 1’oxydation en agissant comme des inhibiteurs du brunissement des jus de fruits
résultant de l'oxydation des composés phénoliques catalysée par les polyphénoloxydases;
ainsi que la protection contre la contamination microbienne et la dégradation induites par
la lumiére, humidité, et chaleur. c) Masquer ou supprimer les odeurs ou les gouts
indésirables présents dans certains nutriments tels que les composés amers. d) Augmenter

la durée de conservation des produits alimentaires [107].

2.7.3 Dans les industries cosmétiques

Située a mi-chemin entre les applications dans le domaine pharmaceutique et
agroalimentaire 1’industrie cosmétique utilise couramment les CDs dans la formulation de
leurs produits. Les CDs sont employés pour a) stabiliser les parfums et diminuer leurs
volatilités. b) Protéger les vitamines, les ardbmes et les colorants contre les réactions de
décomposition durant le processus de fabrication et le stockage ; c) Stabiliser les
suspensions et les émulsions. d) Augmenter la stabilité des matériaux en les protégeant
contre 1’oxydation, I’hydrolyse, 1’évaporation et la dégradation. €) Convertir les
préparations liquides ou huileuses en poudre. f) Améliorer 1’absorption dermique ; Q)
Améliorer la solubilité des produits lipophiles. h) Réduire ou masquer les odeurs

indésirables des ingrédients [63,108].
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2.7.4 En environnement

L’utilisation des CDs dans les sciences environnementales a été largement discutée
et détaillée dans la littérature. Elles sont utilisees pour le traitement d’eau afin d’augmenter
I’encapsulation, 1’adsorption, et la stabilisation des agents contaminants [109]. Les CDs
sont également employées pour réduire et extraire la volatilité des polluants organiques
atmosphériques ainsi que ceux qui se trouvent dans les eaux ou les sols[61,110]. Les CDs
servent également a 1’élimination des hydrocarbures aromatique polycyclique [111,112],

de la nitrosamine [113], benzéne, phénol, p-chlorophénol et pesticide [114].
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CHAPITRE Il

LES NANOPARTICULES POLYMERES

3.1 Définition des nanoparticules polymeres

Les nanoparticules polymeéres sont des particules colloidales solides de diamétre

submicronique compris entre 10 et 1000 nm [115]. Il existe deux types de nanoparticules

ayant une structure différente (Figure 3.1): les nanosphéres sont des systemes de type

matrice polymérique contenant la molécule active, les nanocapsules sont de type

vésiculaire enveloppé par une couche polymérique ou le principe actif est confiné dans un

réservoir liquide ou solide [116].

Molécule active

Matrice polymérique

Nanosphere

Membrane polymérique

Nanocapsules

Figure 3. 1: Les deux principaux types de nanoparticules polymeres (Image créée sur

BioRender).
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3.2 Méthodes de préparation des nanoparticules polymeres

Il existe de nombreuses méthodes de préparation des nanoparticules polymeres.
Geénéralement elles sont classées en deux catégories. La premiére est basée sur le
mécanisme de polymeérisation de monomeres, tandis que la deuxieme utilise des polymeres
préformés. La deuxieme méthode est la plus employée car elle contourne les inconvénients
liés a la polymérisation in situ comme :

e Les interactions avec le PA qui peuvent avoir lieu au cours de la préparation des

NP

e Le contrdle de la cinétique de polymérisation

e L’étape d’¢élimination des monomeres résiduels et des réactifs.
De plus, les polymeéres préformés possédent des propriétés physico-chimiques bien
déterminés.
Les méthodes utilisant les polymeéres préformés sont basées sur la précipitation ou la
gélification d’un polymere préalablement dissous dans un solvant pour former des NP
solides [117]. Les principales méthodes de préparation utilisant des polymeéres préformés

sont les suivantes :

3.2.1 Emulsion-évaporation du solvant

Le principe de cette technique consiste a préparer une phase organique non miscible
a I’eau, constituée de polymeére, principe actif et de solvant organique volatil (chloroforme
et dichlorométhane) [118,119]. Cette phase est ensuite dispersée dans une phase aqueuse
contenant un agent stabilisant pour former une émulsion fine et stable par fort cisaillement
ou ultrasonication [120]. L’élimination du solvant organique se fait par ¢élévation de la
température, ou sous vide ou encore sous I’effet combiné des deux, ou simplement par
agitation a température ambiante ce qui conduit a I’obtention des nanoparticules. Cette

technique n’est adaptée que pour I’encapsulation des PA lipophiles [121].

3.2.2 Emulsion-diffusion du solvant

Cette technique requiert I’emploi d’un solvant organique partiellement miscible a
I’eau, (I’alcool benzylique, le carbonate de propyléne ou lactate de butyle) [122-124]. Le
solvant organique et I’eau doivent étre mutuellement saturés avant I’ajout du polymére. La

phase organique constituée du polymere et du PA est émulsifiée dans une phase aqueuse

31



Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre 111 : Nanoparticules polymeéres

contenant un stabilisant (Pluronic F-68 ou 1’alcool polyvinylique (PVA)) sous forte
agitation mécanique. La dilution de I’émulsion formée entraine la diffusion du solvant vers
la phase aqueuse externe conduisant a la précipitation du polymere et la formation des NPs
[125]. 11 est possible de produire des nanocapsules a cceur lipidique en ajoutant une huile a
la phase organique. Le solvant organique peut étre éliminé a la fin par filtration ou
évaporation [126].

3.2.3 Lananoprécipitation

La technique de la nanoprécipitation, aussi appelée « déplacement de solvant ».
Cette technique requiert trois €léments essentiels : le polymeére, le solvant du polymere et
le non-solvant du polymere. Le solvant du polymeére doit étre miscible au non-solvant en
toutes proportions et facilement évaporables tel que I’acétone ou 1’éthanol. Cependant, le
polymere et le PA doivent étre insolubles dans le non-solvant. La solution organique du
polymere comprenant le PA est injectée, avec un débit modeéré, dans la solution du non-
solvant contenant éventuellement un surfactant hydrophile. La diffusion spontanée du
solvant dans la phase aqueuse conduit a la précipitation du polymére insoluble dans le
mélange (solvant/non-solvant) sous forme de nanoparticules piégeant le PA. Pour
I’obtention des nanocapsules une huile doit étre ajoutée a la phase organique pour
permettre au polymére de former I’écorce a condition qu’elle soit insoluble dans la phase

aqueuse [127].

3.2.4 Emulsion-salting out

Cette méthode est trés proche de la méthode d’émulsion-diffusion de solvant, la
différence réside dans le choix du solvant organique utilisé pour la préparation de la phase
organique. Le procédé de salting out consiste a préparer une phase agueuse par une
dissolution de sels en excés (plusieurs moles par litre) dans 1’eau. Les sels les plus
employeés sont le chlorure de magnésium et le chlorure de calcium. La phase organique
constituée de polymére et PA dissous dans un solvant organique totalement miscible a
I’eau, généralement I’acétone, est ajoutée dans la phase aqueuse. La saturation en sel de la
phase aqueuse permet I’obtention d’une émulsion sous agitation mécanique vigoureuse. La
dilution de I’émulsion avec une grande quantité d’eau conduit au rétablissement de la

miscibilité entre 1’acétone et 1’eau. L’acétone diffuse dans la phase aqueuse externe et le
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polymere précipite sous forme de nanoparticules. En dernier lieu, le solvant et le sel sont
éliminés par une filtration ou par des cycles de centrifugation/lavages [128].

3.2.5 Lagelation ionique

Elle compte parmi les rares méthodes n’utilisant pas de solvant organique ou les

nanoparticules sont synthétisées en milieu totalement aqueux. Les nanogels ioniques sont
formés a partir d’une solution aqueuse de polysaccharides chargés qui se gélifient en
présence d’ions de charge opposé. Pour avoir des nanoparticules, la gélation doit étre
réalisée avec des concentrations diluées pour éviter la formation de gels macroscopiques,
cela correspond a la phase de pré-gel dans laguelle, les chaines polymeres interagissent
avec l’agent gélifiant via des interactions é¢lectrostatiques pour former des agrégats
nanometriques.
Le procédé consiste a extruder au travers d’une aiguille de seringue une solution aqueuse
de polymere dans une solution chargé d’ions de signe opposé sous homogénéisation de
haute vitesse. Les gouttelettes tombées se transforment, aprés interaction ionique en
nanogels. La formation des particules est spontanée et instantanée [129,130].

La gélation ionique est une technique simple, économique et facile a mettre en
ceuvre. Elle permet ’obtention des NPs de taille bien définie et de distribution de taille
homogéne avec une grande quantité de PA incorporée.

Les polyméres les plus utilisés pour cette technique sont I’alginate de sodium et le
chitosane. La principale propriété de ces deux polymeéres est leur capacité a se gélifier en
présence d’ions multivalents conduisant a la création des liaisons ioniques et la formation

de réticules tridimensionnels rigide piégeant le PA.

3.3 Chitosane

Le chitosane (CS) est un polysaccharide biodégradable dérivé de la chitine. La
chitine est un copolymere de N-acetyl-D-glucosamine (GIcNAc) et N-D-glucosamine
(GIcN) unis par des liaisons B-(1—4), obtenue a partir d'exosquelette des crustacés, de
certaines familles de champignons et des insectes. Il est le deuxieme polymere naturel le
plus abondant sur terre, aprés la cellulose. Contrairement a la chitine, le chitosane se trouve
rarement dans la nature, il n’est présent que chez les zygomycetes, quelques insectes et une

classe particuliere de champignons [131,132]. Toutefois, la chitine demeure la source
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principale du chitosane. Le chitosane est un biopolymeére de structure linéaire proche a
celle de la chitine, résulte d’une désacétylation alcaline de la chitine (Figure 3.2) ou d’une
hydrolyse enzymatique (chitine désacétylase) [133]. 1l est donc caractérisé par une
prédominance des unités D-glucosamine (unité désacetylée) avec des fractions molaires de
N-acetyl-D-glucosamine (unité acétylée), ce qui lui confére un caractére cationique et un
comportement relativement hydrophile par rapport a la chitine. Le chitosane possede un
pKa=6,5. 1l est soluble dans les solutions d’acide diluées (acide acétique, acide formique et
acide lactique) ou les groupements amine vont se protoner pour donner un polyélectrolyte
cationique [134,135].

[~ NHCOCH- CH20H NHCOCH; |
HO 0 Pl
j 0 O\\ O
" | HoOHLC
LT NHCOCH; CH20H 4,
Chitine
Désacétylation
[ NH> CH20H NHCOCH; |
HO 0 7
| HORC NH, CH0H J,
Chitosane

Figure 3. 2 : Structure chimique de chitine et chitosane (Chemdraw ultra 7.0).

Le principal paramétre caractéristique du chitosane est le degré de désacétylation
(DD), il influe sur de nombreuses propriétés physicochimiques ou encore sur ses
caractéristiques biologiques [136,137]. 1l permet également de distinguer entre la chitine
et le chitosane avec un seuil symbolique & 60 % de DD [138]. Le DD est défini comme

étant la fraction molaire des unités glucosamine. Tandis que le degré d’acétylation (DA)
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est la fraction molaire des unités N-acetyl-D-glucosamine [136,137]. De nombreuses
méthodes de détermination de DD ont été utilisées tels que la spectrométrie infrarouge (IR)
[139,140], I’analyse élémentaire [141], la spectrophotomeétrie ultraviolet-visible (UV-Vis)
[142,143], le titrage potentiométrique [144], dosage conductimeétrique [145] et la résonance
magnétique nucléaire du proton (*H RMN) [146]. Parmi toutes ces techniques, la *H RMN
reste la méthode la plus précise pour la détermination du DD. Différentes équations ont été
proposées pour déterminer le DD a partir du spectre *H RMN proton, la plus employée a
été développée par Hirai et al (Equation 3.1) [146], en se basant sur l'intégrale du pic de
résonance correspondant aux protons du groupe acétyle (Hac), et I'intégrale correspondant
aux protons H2-H6.

DD % = (1 - G HAC/%HZ_G)) x 100 (3. 1)

Les nanoparticules de chitosane peuvent étre préparées par différentes techniques,
la plus employée est la gélation ionique. Le procéde implique I’interaction des groupes
NH3* du chitosane (forme protonée de la glucosamine a un pH entre 4,0 et 6,5) avec des
ions polyvalents (le sulfate, le citrate) ou des molécules anioniques contenant des groupes
phosphate (le polyphosphate, le B-glycerophosphate et le tripolyphosphate de sodium
(TPP)). Le TPP est I’agent de réticulation ionique le plus utilisé pour former des
nanoparticules a base de CS. Le TPP est un sel non toxique obtenu par la triple
condensation des groupes —PO4.

La formation des nanoparticules de chitosane est immédiate aprés 1’ajout d’une solution de
TPP dans une solution de CS (Figure 3.3) [147]. Les NPs de CS réticulées avec du TPP ont

I’avantage d’étre stables et non toxique.

CH,OH o NH,+  CH,OH o NH,+
H /H H H H OH H H H
OH OH H
H H H H
H o o
NHGT CH,OH CH,OH
o
H-O-P20
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H-0-P=0 H-0 \=oo H-0-P=0
1 |
H NHg+  CH,OH NH,+ CH,OH NH+
\I H H GH H H H H H H
H H H H H oM
: 0 NH,+ 0
CH,OH H CH, OH CH,OH

Figure 3. 3: Réticulation ionique du chitosane par le tripolyphosphate de sodium [148].
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3.4 Alginate de sodium

Le terme « alginate » est un nom utilisé pour désigner les sels de 1’acide alginique,
ainsi que tout dérivé de cet acide. Naturellement, Les alginates se présentent dans les
parois cellulaires des algues brunes sous forme de sel de calcium, magnésium et sodium.
La production industrielle de cette famille de polymeéres est basée sur la culture des algues
brunes ; cependant, les alginates sont également produites par une biosynthése bactérienne
(Azobacter et Pseudomonas) afin d’obtenir des alginates de composition donnée et une
distribution de séquences particuliére. Le processus d’obtention des alginates consiste a
transformer les sels insolubles dans 1’eau (calcium et magnésium) en sel soluble, alginate
de sodium. Ainsi en pratique, I’alginate de sodium est la forme la plus répandue du sel
d’alginate [149]. L’alginate de sodium (NaAL) est un polysaccharide anionique linéaire
composé de B-D-mannuronate (unité M) et a-L-guluronate (unité G) (Figure 3.4) unis par
des liaisons 1—4 glycosidiques. Les deux unités peuvent s’associer pour former des blocs
homopolymériques de M (MM), de G (GG) et hétéropolymériques (ou polyalternés)
MG/GM (Figure 3.5). La composition de 1’alginate en mannuronate et guluronate ainsi que
la distribution de la séquence dépend de la nature de l'algue, la saison de récolte, les

conditions de culture et du climat, voire méme la force des courants marins [150-152].

Ts NaCOO
OH

') e OOCNa O
HO
OH-O-- O
HO

a-L-guluronate (G) B-D-mannuronate (M)

Figure 3. 4: Structure chimique des monomeres a-L-guluronate (G) et B-D-mannuronate
(M) (Chemdraw ultra 7.0).
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Figure 3. 5: Différente séquence en monomeres G et M rencontrées dans les chaines d’alginate de sodium sous forme de blocs : (a) : GGGG ;
(b) : MMMM et (c) : GGMMG (Chemdraw ultra 7.0).
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Les nanoparticules d’alginate de sodium sont formées en présence d’ions divalents via le mécanisme de gélification. La gélification de
’alginate de sodium, induite par des cations divalents tels que le Ca*™, Ba*, et Sr*2, conduit a la formation des liaisons ioniques
accompagnées de changements conformationnels [153]. Pour des raisons de stéréochimie, ce phénoméne ne concerne que les blocs
homopolymeériques G qui présentent une géomeétrie particuliére « zigzag étroit » (Figure 3.5) d0 aux interactions diaxiale entre les unités G
permettant une capture efficace du cation. La conformation « ruban applati » (Figure 3.5) de blocs homopolymériques M ne permet pas de
complexer le Ca*2. Aucune coopérativité ou changement conformationnel n’ont été mis en évidence quels que soit la longueur de la chaine
polymannuronate. En effet, il a été démontré que ce mécanisme est facilité si la chaine polyguluronate posséde 18 a 26 monomeres
homopolymériques en G [154-156]. L’introduction des cations divalents tels que les Ca*? dans une solution d’alginate de sodium permet
d’établir des ponts entre les fonctions carboxylique des deux segments hélicoidaux du bloc homopolymériques G et former une zone de

jonction [157]. Cet agencement est appelé modéle boite a ceufs ou « egg-box », I'ceuf étant le calcium (Figure 3.6).

OH COO"  OH coO-
o)
00C_ .. o Q O O/w HO "00C o
HO o o S o -
-00C q° HO “00C o HO
OH -00C @ OH 00C @ on© OH

-00C
HO_ -ooc coo—© -00C o HO .
o)
@] HO o)
o) o O -00C ©
HO ] HO
OH Coo- Coo HO

Figure 3. 6: Mécanisme de gélification de I’alginate en présence de Ca®*, le modéle boite & ceufs (egg box) (Chemdraw ultra 7.0)
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L’ajout d’une solution polycationique a la solution pré-gel de I’alginate de sodium conduit a
la formation des interactions électrostatiques ce qui contribue a la stabilisation du complexe et
I’obtention des nanoparticules par la formation du complexe polyélectrolyte. Le polycation le
plus recommandé et le plus utilisé est le chitosane vu ces propriétés biologiques similaire a

celle de I’alginate comme la biodégradabilité, la biocompatibilité et la non toxicité [158,159].

3.5 Caractérisation des nanoparticules
Les propriétés des nanoparticules peuvent étre évaluees par différentes techniques
telles que, la microscopie électronique a transmission, la microscopie électronique a balayage,

la diffusion dynamique de la lumiére, FTIR, analyses thermiques, efficacité d’encapsulation.

3.5.1 Microscopie électronique en transmission (MET)

La microscopie électronique en transmission (MET) permet d’observer directement la
taille des NPs et de distinguer entre les nanosphéres et les nanocapsules [160]. Le principe de
cette technique consiste a diriger un faisceau d’électrons sur un échantillon mince a 1’aide
d’un systeme de lentilles magnétiques pour donner une image. Dans cette technique,
I’échantillon a observer diffusera selon sa densité €électronique plus ou moins les électrons du
faisceau, seulement les électrons transmis seront détectés. Dans le cas de molécules
biologiques ou de polymeéres, I’observation des objets nécessite un traitement préalable appelé
technique de coloration afin d’augmenter la visibilité des échantillons de faible contraste. Cela
consiste a mettre au contact de I’échantillon déposé une solution contenant un agent
contrastant ayant un numéro atomique élevé tel que l'acétate d’uranyle, 1’acide
phosphotungstique et les lantanides. Dans le cas ou des interactions peuvent avoir lieu entre
I’échantillon et 1’agent colorant (chimisorption ou adsorption), ce dernier se fixera au-dessus
et I’échantillon apparaitra plus contrast¢ On parlera de coloration positive. Sinon, I’agent
contrastant se fixera sur la membrane du carbone et au bord des échantillons, ce qui permet
d'assombrir le fond sans colorer 1’échantillon lui-méme. On parlera alors de coloration

négative.

3.5.2 Microscopie électronique a balayage a émission de champ (MEB-FEG)
La MEB-FEG est une technique avancée de haute résolution utilisée lorsque le MEB

conventionnel est incapable de donner des informations claires sur la morphologie de certains
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échantillons tels que les nanoparticules a base de polymeres [161]. Elle est dotée d’un canon
a émission de champ (FEG, en anglais pour Field Emission Gun), qui nous offre des
observations directes a treés basse tension d’accélération (3 kV ou moins) sans recourir a la
métallisation, Cela permet de minimiser 1’effet de charge sur les échantillons non
conducteurs, de ne pas détruire les matériaux sensibles aux électrons et d’améliorer la

résolution [162]. En effet, la limite de résolution des MEB-FEG peut atteindre 1 nm.

3.5.3 Ladiffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiére (plus connue sous 1’acronyme anglais DLS :
dynamic light scattering) permet de déterminer le diamétre hydrodynamique des particules en
suspension. Elle consiste a mesurer I’intensit¢ de la lumiére diffusée par une solution
colloidale apres avoir était irradiée par un laser, en fonction du temps. Les fluctuations des
particules en suspension sont liées aux mouvements browniens. Plus les particules sont petites
plus le mouvement brownien est rapide, moins intense est la diffusion des rayons
lumineux. L’estimation du coefficient de diffusion des particules permet de remonter a leur

diametre hydrodynamique via l'équation de Stockes-Einstein [163].

KgT

On =200 3.2

@n : diamétre hydrodynamique

D: coefficient de diffusion translationnel

n: viscosité dynamique du milieu de dispersion
Kg = constante de Boltzmann

T : température du solvant

Toutefois, cette technique est une méthode de mesure indirecte avec laquelle la taille
des particules mesurée differe de celle obtenue avec les méthodes microscopiques (méthode
directes). Cette différence est due au fait que la DLS mesure le diamétre hydrodynamique des
nanoparticules, qui correspond au diametre de la nanoparticule et sa couche d’hydratation,
tandis que les méthodes microscopiques tels que la MET et la MEB-FEG mesurent la taille
réelle de la particule (Figure 3.7) [161].
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Figure 3. 7: Représentation d’une particule avec sa couche d’hydratation constituant

ensemble le diamétre hydrodynamique de la particule (Image créée sur BioRender).

3.5.4 Efficacité d’encapsulation

L’efficacité d’encapsulation (EE%) est un parametre essentiel dans le développement
d’une nouvelle nanoformualtion. Ce parameétre influe sur la quantité des excipients employée
ainsi que la pharmacocinétique et la toxicité du médicament. 1l dépend des propriétés du
principe actif et du matériau utilisé, du procédé appliqué, la maniére dont le principe actif a
¢té¢ chargé dans les NPs. La détermination de I’efficacité d’encapsulation se fait apres
séparation des nanoparticules du milieu par ultracentrifugation. L’EE% est mesurée par des
méthodes spectroscopiques ou chromatographiques, de maniére directe par un dosage
spécifique du principe actif contenu dans les nanoparticules aprés lavages, ou indirecte dans
laguelle, la quantité du principe actif restante dans le milieu de dispersion peut également étre
dosée. Elle est alors décrite comme le rapport entre la quantité de molécule active incorporée
dans les nanoparticules ou adsorbée a la surface et la quantité de molécule active initialement
introduite [164,165].

Un autre parametre significatif utilisé pour la caractérisation des NPs est la capacité de
charge (LC, loading capacity) qui correspond a la masse de principe actif encapsulé par

rapport a la masse de nanoparticules préparées [164,165].
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Quantité du principe actif incluse dans les nanoparticules

EE% =

x 100 (3.3)

Quantié du principe actif initialement introduite

Masse de principe actif dans les nanparticules

LC% = X 100 (3. 4)

Masse des nanoparticules préparées

3.5.5 Etude des interactions

La FTIR et la DSC sont parmi les méthodes utilisées pour relever les différentes
interactions présentes entre les constituants lors de la formation des nanoparticules. La FTIR
est utilisée pour étudier les groupes fonctionnels intervenant dans les interactions ioniques ou
covalentes pour former des nanoparticules et les spectres caractéristiques du PA a encapsuler
[166].

La DSC est utilisée pour mettre en évidence 1’état physique des nanoparticules et la
cristallinit¢ de la molécule active encapsulée dedans, en comparant les températures
caractéristiques (température de fusion des polymeéres et PA, température de transition
vitreuse ou température de cristallisation) et les enthalpies libres des constituants libres avec
celles des nanoparticules [166,167].

3.5.6 Etude de libération in vitro

L’étude de la libération in vitro des nanoparticules dans différents milieux
caractéristiques est pertinente pour la prédiction de leur performance et leur comportement in
vivo. Les études de dissolution in vitro des nanoparticules destinée a la voie orale peuvent étre
réalisées dans des dispositifs mimant les conditions physiologiques (température et
péristaltisme digestif) qui consistent en de simples récipients contenant le milieu de

dissolution chauffé et agité [168].

3.5.7 Modeles mathématiques pour les études de la libération d’un PA

Les modeles mathématiques ont pour but d’étudier les différents phénomeénes de
libération a partir de différentes formes thérapeutiques. Ces modeles permettent d’anticiper la
nature et les parametres de relargage ainsi que ’effet de la taille, la morphologie et la
composition de la matrice sur la cinétique de libération. Ainsi, ces modéles mathématiques
permettent de prédire le taux de libération, optimiser la cinétique de libération, étudier les
différents phénomeénes physiques qui gerent la libération et par conséquent de concevoir de

nouvelles formes et profils de libération permettant d’améliorer I’efficacité thérapeutique des
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PA. Ces modeles décrivent la quantité du PA libéré (Qt) a partir d’un systéme en fonction du
temps (t). Plusieurs modeles ont été proposés comme 1’ordre zéro, le premier ordre,

Korsmeyer-Peppas et Kopcha.

a) Le modéle cinétique d’ordre zéro

Le modeéle cinétique d’ordre zéro décrit un systeme dans lequel la vitesse de libération
du principe actif est indépendante de sa concentration dissoute et le PA est libéré de maniere

constante au cours du temps. Il s’agit véritablement d’un systéme a libération contrdlée [169].
Qt = Qo+Kot (3.5)
Ou: Qt est la quantité de principe actif libérée a I’instant t, Qo est la quantité de principe actif

initialement libérée, Ko est la constante de cinétique d’ordre zéro, t est le temps.

b) Le modele cinétique de premier ordre

Le modéle cinétique de premier ordre décrit un systeme dans lequel la vitesse de

libération du principe actif est dépendante de sa concentration [169].

Kt
2.303

logQ; =logQ, + (3.6)

Avec: Q: est la quantité de principe actif libérée a I’instant t, Qo est la quantité initiale de

principe actif, Ky est la constante de cinétique de premier ordre, t est le temps.

c) Le modele de Korsmeyer-Peppas

En 1983, Korsmeyer et al ont proposé¢ un modéle simple qui décrit la libération d’un
PA a partir d’'une matrice polymérique, cette équation est présentée par une relation entre la
fraction du principe actif libére et le temps [170].

% == KKptn (3 7)

Ou: Qt est la quantité de principe actif libérée a 1’instant t, Q. est la quantité de principe
initialement contenue dans la matrice, Kkp est la constante de cinétique de Korsmeyer-Peppas,
n est I’exposant de libération décrivant le mécanisme de libération, t est le temps.

Ce modeéle est applicable sur les premiers 60 % de la fraction du PA libéré.

43



Partie 1 : Etude bibliographique

Chapitre 111 : Nanoparticules polymeres

Selon la valeur de 1’exposant de libération représentée par n, il est possible de déduire
le mécanisme qui régit la libération a partir d’une classification en fonction du type de

comportement observé et de la géométrie de la matrice (Tableau 3.1).

Tableau 3. 1: Interprétation du mécanisme de libération d'un principe actif a partir d'une

matrice polymérique d’une géométrie sphérique [170].

n Mécanisme

n<0,43 Diffusion de Fick

0,43<n<0,85 Transport irrégulier (diffusion anormale)
n=0,85 Cas Il de transport

n>0,85 Super cas |l de transport

d) Modele de Kopcha

Le modele Kopcha permet d’évaluer et de quantifier la contribution de la diffusion et
I’érosion [171].
Q. = At'/?2 + Bt (3.8)

Ou : Qt est la quantité de principe actif libérée a I’instant t, A est le coefficient diffusionnel, B
est le coefficient d’érosion, t est le temps.

Si le coefficient diffusionnel "A™ est plus grand que le coefficient d’érosion "B", on peut
déduire que le la libération du PA a partir de la matrice est dirigée par le processus de
diffusion.

Si le coefficient d’érosion "B" est plus grand que le coefficient diffusionnel "A", on peut

déduire que le la libération du PA a partir de la matrice est dirigée par le processus d’érosion.
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Stratégie de travail

Cette partie présente le matériel, méthodes et techniques utilisés, elle est divisée en
deux chapitres, le premier est consacré pour la préparation et la caractérisation des
nanoparticules chargées d’ibuproféne destinées a la voie orale. Le deuxiéme chapitre porte sur
la préparation et la caractérisation des complexes d’inclusion du métronidazole et
I’incorporation du métronidazole sous forme de complexe dans des nanoparticules de
chitosane destinées a la voie orale. Toutes les méthodes et techniques décrites dans cette
partie sont basées sur celles présentées dans la partie théorique.

Le digramme ci-dessous (Digramme 1) résume la stratégie suivie dans notre travail, les

techniques et méthodes utilisées et les parametres recherches.
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Choix de PA modéles
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4.1

CHAPITRE IV
NANOPARTICULES CHARGEES D’IBUPROFENE

Liste des produits
Alginate de sodium (formule moléculaire : (CeH7NaOs)n ), produit par Sigma-Aldrich.
Chitosane (formule moléculaire : (CsH11NOa)n ; poids moléculaire : moyen ; degré de
désacétylation déterminé par *H RMN : 83,63% (voir ANNEXE A)), produit par
Sigma-Aldrich.
Ibuproféne (formule moléculaire : CisHigO2; poids moléculaire : 206,29 g mol™),
fournis par Biogalenic Constantine (L.I.C).
Sérum d’albumine bovine produit par VWR.
Trisma® chlorhydrique (formule moléculaire :  NH2C(CH20H)s.HCI;  poids
moléculaire : 157,60 g mol™?), produit par Fluka.
Lysozyme from chicken egg white produit par Sigma-Aldrich.
Chlorure de calcium (formule moléculaire : CaCly; poids moléculaire: 110,98 g mol™),
produit par Sigma-Aldrich.
Acide acétique (pureté 99% ; formule moléculaire : CH;COOH poids moléculaire :
60,052 g molt), produit par VWR.
Acide chlorhydrique 37% (formule moléculaire : HCI ; poids moléculaire : 36,46 g
mol™?), produit par VWR.
Hydroxyde de sodium (formule moléculaire : NaOH; poids moléculaire : 40 g mol™),
produit par Biochem Chemopharma.
Hydrogénophosphate de sodium (formule moléculaire : NaH2POs ; poids moléculaire
141,96 g mol™?), produit par Sigma-Aldrich.
Chlorure de sodium (formule moléculaire : NaCl ; poids moléculaire 58,44 g mol™),
produit par Sigma-Aldrich.
Phosphate de potassium monobasique (formule moléculaire : KH2POs ; poids
moléculaire 136,086 g mol™), produit par Sigma-Aldrich.
Chlorure de potassium (formule moléculaire : KCI ; poids moléculaire 74,55 g mol™),

produit par Sigma-Aldrich.
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4.2 Préparation des nanoparticules de I’alginate de sodium et de chitosane chargées
d’ibuproféne

Les NPs ont été préparées par la méthode de gélation ionique suivie par une
complexation polyélectrolyte [172].
0,075 g de NaAL est dissout dans 20 mL d’eau ultra pure (systéme Milli-Q) le pH de la
solution est ajusté jusqu’au 5,3 a 1’aide d’une solution d’acide chlorhydrique 37%. Une
solution de 36 mM de CaCl; a été préparée dans 1’eau ultra pure (systeme Milli-Q). 0,08%
(w/v) de CS a été préparée dans I’acide acétique 1% (v/v), le pH de la solution est ajusté a 5,5
avec une solution de NaOH 0,2 M. une quantité de 100 mg de I’IBP a été dissoute dans 2 mL
d’éthanol et ensuite versée dans la solution de NaAL et maintenue sous agitation magnétique.
Le CaCly est extrudé au travers d’une aiguille de seringue dans la solution du NaAL
comprenant I’IBP sous une homogénéisation a 11 000 tr min™ (PT 2100, POLYTRON). Les
gouttelettes tombées se transforment, aprés interaction entre le Ca?* et I’alginate, en
nanoparticules de gels piégeant I’IBP dans leurs réseaux tridimensionnels. Par la suite, la
solution de CS est ajoutée doucement dans la préparation précédente sous la méme vitesse
d’homogénéisation pour former un complexe polyélectrolyte entre le CS et le NaAL. La
suspension obtenue est soumise a une ultracentrifugation (Heraeus Biofuge Stratos, Thermo
Fisher Scientific) a 15 000 tr min pendant 40 min a 4 °C pour séparer les NPs. Le culot
récupéré est redispersé dans 1’eau ultra pure (systéme Milli-Q) et lyophilisée a I’aide d’un
lyophilisateur (Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ) pendant 15h (Figure 4.1).
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Figure 4. 1 : Description de la méthode de préparation des nanoparticules de NaAL/CS
chargées d’ibuproféne (Image créée sur BioRender).

4.3 Laspectroscopie infrarouge a transformee de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est utilisée pour identifier les groupements fonctionnels et leurs
éventuelles interactions pour former des NPs. Le spectre infrarouge de NPs chargées d’IBP
lyophilisées est analysé et comparé a ceux de NaAL, CS et IBP, libres. Les spectres sont

enregistrés par un spectrométre FTIR (FTIR-4100, Jasco) dans une plage de 500 & 4000 cm™,

4.4 Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

La DSC est utilisée pour vérifier I’encapsulation de I’IBP et étudier la cristallinité de
ce PA. Les thermogrammes ont été enregistrés a ’aide d’un calorimétre différentiel a
balayage (DSC 131 Evo, Setaram instrumentation). Les échantillons (NaAL, CS, IBP et les
NPs chargées d’IBP lyophilisées) sont placés dans un creuset en aluminium, puis fermés et
analyses sous un flux d'argon. L’analyse balaie une gamme de température entre 20 et 300 °C
avec une vitesse de 10 °C mint. Un creuset en aluminium vide, scellé de la méme maniére

que I'échantillon, a été utilisé comme référence.
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4.5 Microscopie électronique a balayage a émission de champs MEB-FEG

La taille et la morphologie des nanoparticules sont observées par un microscope
électronique a balayage a émission de champs (JSM-7100F, Jeol Ltd., Japan). Les NPs
Iyophilisées ont été déposées sur un support échantillon et fixées par un ruban adhésif en

carbone pour géneérer les électrons sous une tension d’accélération de 2 kV.

4.6 Efficacité d’encapsulation

La méthode indirecte est utilisée pour déterminer 1’efficacité d’encapsulation des NPs
chargées d’IBP.
La dispersion colloidale des NPs chargées d’IBP est soumise a une ultracentrifugation 15 000
tr min’t pendant 40 min. le surnagent est prélevé et analysé par un spectrophotométre UV-Vis
(Cary 60 UV—Vis, Agilent Technologies) a une longueur d’onde (A) égale a 265 nm pour
quantifier I’IBP non encapsulé. L’EE% et la CL% sont calculés & partir des Equations 3.3 et

3.4. L’analyse est reproduite trois fois.

4.7 Etude de Dissolution in vitro

L’étude de la libération in vitro de I’'IBP a été réalisée dans un bécher dans le fluide
gastrique simulé sans enzyme (FGS) pH=1,2 pendant 2h et durant 8h dans le fluide intestinal
sans enzyme (FIS) pH=6,8 et le phosphate buffered saline (PBS) pH=7,4. Le volume du
milieu de dissolution et la masse des NPs ont été fixes pour les trois milieux (volume = 200
mL, masse = 50 mg) & une température de 37 °C £ 0,5 °C et une vitesse d’agitation de 50 tr
mint. Une sonde a fibre optique du spectrophotométre UV-Vis (Cary 60 UV-Vis, Agilent
Technologies) a été immergée dans le milieu de dissolution. A des temps prédéterminés,
I’absorbance a été¢ mesurée a A=265 nm a ’aide de la sonde pour quantifier ’IBP libéré. Le

protocole de préparation des trois milieux de dissolution est inséré en Annexe B.

La cinétique de libération de I’IBP a partir de NPs de NaAL/CS a été étudiee en
utilisant les modéles mathématiques suivants : ordre zéro (Equation 3.5), premier ordre

(Equation 3.6), Korsmeyer-Pepass (Equation 3.7) et Kopcha (Equation 3.8).

4.8 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro

L’inflammation peut se traduire par une diminution de certaines protéines (par
exemple 1’albumine) die a leur dénaturation [173]. La dénaturation des proteines aboutie a la
perte irréversible de leur configuration tridimensionnelle, provoquée par plusieurs facteurs
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tels que la chaleur, les pH extrémes, les forces ioniques et les solvants organiques [174]. Les
AINS sont capable d’inhiber non seulement la synthése de prostaglandines mais aussi la
dénaturation de protéines [173]. De ce fait, I’activité anti-inflammatoire des NPs chargées
d’IBP a été évaluée in vitro en utilisant la méthode de dénaturation protéique du sérum
d’albumine bovine (en anglais, BSA pour bovine serum albumin) par la chaleur [175]. Cette
¢valuation a été réalisée en deux parties. La premiére partie consiste a examiner 1’activité
biologique des NPs dans 1’eau, alors que la deuxieme repose sur 1’évaluation des NPs dans les

trois milieux de dissolution étudiés (FGS, FIS et PBS).

a) Préparation des solutions pour I’étude de I’activité anti-inflammatoires in vitro
dans ’eau

Une solution mére de NPs chargées d’IBP est préparée a la concentration 2000 pg mL"

! dans I’eau ultra pure (systtme Milli-Q). Une dilution en cascade est effectuée dans de 1’eau

ultra pure (1000, 500, et 250 ug mL™). Parallélement, une solution d’IBP pur a 1000 ug mL™*

a été préparée dans 1’eau ultra pure.
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b) Préparation des solutions pour I’étude de I’activité anti-inflammatoires in vitro
dans FGS, FIS et PBS
Les NPs chargées d’IBP ont été dispersées dans FIS et PBS pendant 8h et dans le FGS
pendant 2h.
Toutes les solutions préparées dans les deux parties ont été filtrées (0,22 um) pour

¢liminer les produits qui n’ont pas réagi.
c) Description de la méthode

Une solution de BSA a 0,2% w/v a été préparée dans un tampon de trizma
hydrochloride (Tris-HCI) (pH=6,6). Une série de tube a été préparée en mettant 500 pL de
chaque solution préparée dans les deux parties et 500 uL de BSA (0,2% w/v). Un tube
controle a été préparé en mélangeant 500 pL de BSA avec 500 pL du solvant utilisé. Tous les
tubes sont ensuite incubés a 37 °C pendant 15 min et chauffés par la suite dans un bain mari
pendant 5 min & 72 °C. Apres refroidissement de 10 min, les absorbances de toutes les
solutions sont enregistrées a 660 nm en utilisant le Tris-HCI comme un blanc (Figure 4.2).
Chaque essai est répété trois fois et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation a été calculé

selon 1’équation suivante :

Inhibition de la dénaturation(%) = o> C°“Z‘;§ — 255 iehantition 5 10 (4.1)
Controéle
- TN T TN N 500 uL échantillon 500 uL solvant
? 500 NLBSA ¥500 uL BSA
L]
202 2 £
. ) E
=l 2 5 & g
SUHHEHENR; :
== g "
o I B%A H_J : ‘\
" 'i ¥ 15min "t
NPs d'IBP s | 37°C :
FGS FIS PBS O

e

Lecture 3 660 nm Esmin : E

Figure 4. 2 : Description de la méthode suivie pour I’évaluation de 1’activité anti-
inflammatoire (Image créée sur BioRender).
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4.9 La biodégradation in vitro

La dégradation des NPs chargées d’IBP par le lysozyme a ¢été déterminée selon la
méthode décrite par Gomathi et al. [176]. Des masses identiques de NaAL, CS et de NPs
chargées d’IBP ont été placées séparément dans des sachets a infusion et immergés chacun
par la suite dans une solution de PBS contenant le lysozyme a 10 mg L™ et incubés a 37 °C. A
des temps prédétermines (24, 48, 72, 96 et 120 h), les sachets a infusion sont prélevés, rincés
avec de I’eau ultra pure (systéme Milli-Q), séchés a 40 °C puis pesés. Le pourcentage de
dégradation de chaque échantillon a chaque point de mesure est déterminé a 1’aide de

I’équation suivante :

% Dégradation = = x 100 4.2

mo

Avec, mp est la masse initiale de I’échantillon, m¢est la masse de 1’échantillon a temps t.

4.10 Evaluation de la cytotoxicité in vitro sur les larves d'Artémia salina

a) Principe

La cytotoxicité des NPs a été examinée sur des larves d'Artémia salina selon la
méthode mise au point par Vanhaecke et al. [177]. Ce test s’appuie sur la survie des larves
d'Artémia salina en présence de 1’échantillon a tester dans 1’eau de mer. En effet, les résultats
de ce test corrélent avec ceux de la cytotoxicité sur les cellules A-549 du carcinome
pulmonaire, les cellules 9PS et 9KB (carcinome nasopharyngien humain) ainsi que les
cellules HT-29 du carcinome du c6lon [178,179]. Ce test présente les avantages d’étre simple,
économique et reproductible. Il est largement utilisé pour tester la toxicité des différents
produits tels que les nanostructures, les extraits de plantes, les produits pharmaceutiques, les

produits chimiques, les produits agroalimentaires, les métaux lourds et les pesticides [180].

b) Description de la préparation des Artémia

Les cystes d'Artémias (2 g) sont mis a éclore dans un litre d'eau de mer artificielle, et
placés ensuite dans un incubateur pendant 48 h (Parametres de culture : une salinité de 38 g L~
1 une température de 28 °C, une lumiére artificielle continue, une aération et un flux
d’oxygéne constant). Apres la période indiquée, Les nauplii ont été récoltés dans des boites de

Pétries en utilisant une micropipette sous loupe binoculaire aidant a séparer les larves des
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ceufs non éclos et des débris d'ceufs (le cycle de vie d’artémia salina est donné dans I’Annexe
C).

c) Préparation des solutions de NPs chargées d’IBP a tester

Les NPs ont été préparés a raison de 4000 pg mL* de solvant de dissolution (dimethyl
sulfoxide (DMSQ). Nous avons procédé ensuite a cing dilutions successives (2000, 1000,
500, 250 and 125 pg mL™). Une série de tubes a été préparée contenant les solutions de NPs
préparées (100 pL) et une colonie de dix larves nauplii. Le volume final de chaque tube est
ajusté a 5 mL avec l'eau de mer. Parallelement, des tubes témoins ne contenant pas de
substance a tester ont été préparés. Chaque test est répété trois fois pour chaque concentration.
Tous les tubes préparés ont été placés dans un incubateur pendant 24h sous les mémes
conditions de culture citées précédemment. Apres 24h, le comptage sous loupe binoculaire du
nombre de larves survivantes dans chaque tube (Figure 4.3) permet d'évaluer la toxicité de
I’échantillon testé et de calculer le pourcentage de mortalité en utilisant 1’équation suivante :

(Mortalité du Test —Mortalité du témoin)
(100—Mortalité du témoin)

Mortalité % = x 100 4.3)
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Figure 4. 3 : Description de la méthode suivie pour 1’évaluation de la cytoxicité sur les larves
d’Artémia salina (Image créée sur BioRender).

La toxicité de 1’échantillon est estimée en utilisant le tableau de corrélation associant
la concentration létale de 50% (CL50) des larves nauplii au degré de toxicité (Tableau 4.1)
[181,182].

Tableau 4. 1: Estimation de la toxicité des produits testés sur les larves d’Artémia salina
selon la concentration létale 50% (CL50) [178].

CLso Toxicité
CLs0>1000 pg mL*! Non cytotoxique
1000 pg mL*> CLso> 500 pg mL™*! Faiblement cytotoxique
500 pg mL*> CLs0> 250 ng mL™* Cytotoxicité modérée
250 pg mL*> CLs0> 100 pg mL™* Fortement cytotoxique.
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CHAPITRE V
NANOPARTICULES CHARGEES DE METRONIDAZOLE SOUS
FORME D’UN COMPLEXE

5.1 Liste des produits

e B-cyclodextrine (formule moléculaire : Ca2H70O3s poids moléculaire : 1135 g mol™),
produit par Sigma-Aldrich.

e 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrine (degré de substitution 0,8) produit par Sigma-
Aldrich

e Chitosane (formule moléculaire : (CsH1:NO4)n ; poids moléculaire : moyen ; degré de
désacétylation déterminé par *H RMN (voir ANNEXE A): 83,63%) produit par
Sigma-Aldrich.

e Métronidazole (formule moléculaire : CeHgN3Os . poids moléculaire : 171,16 g mol™)
fournis par HUP Pharma Constantine.

e Sodium tripolyphosphate (formule moléculaire : NasP3O10, poids moléculaire :
367,864 g mol™?) produit par Acros Organics.

e Acide chlorhydrique 37% (formule moléculaire : HCI ; poids moléculaire : 36,46 g
mol™), produit par VWR.

e Hydroxyde de sodium (formule moléculaire : NaOH; poids moléculaire : 40 g mol™),
produit par Biochem Chemopharma.

e Acide acétique (pureté 99 % ; formule moléculaire : CH3COOH poids moléculaire :
60,052 g mol?), produit par VWR.

e Chlorure de sodium (formule moléculaire : NaCl ; poids moléculaire 58,44 g mol™),
produit par Sigma-Aldrich.

e Chlorure de potassium (formule moléculaire : KCI ; poids moléculaire 74,55 g mol™),
produit par Sigma-Aldrich.

e Hydrogénophosphate de sodium (formule moléculaire : NaH2PQOs ; poids moléculaire
141,96 g mol™), produit par Sigma-Aldrich.

e Phosphate de potassium monobasique (formule moléculaire : KH2POs ; poids
moléculaire 136,086 g mol™?), produit par Sigma-Aldrich.

e Bouillon Mueller-Hinton produit par Scharlau Microbiology.
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5.2 Détermination de la steechiométrie par la méthode de variation continue

La méthode de job ou la méthode de variation continue [82,83] a été employée afin de
déterminer la stoechiométrie des deux complexes étudiés : BCD-MTZ et HPBCD-MTZ. Dans
notre travail la propriété physico-chimique suivie est I’absorbance (ABS) en UV-Vis.
Nous avons préparé dans 1’eau distillée une série de mélange BCD/MTZ et HPBCD/MTZ de
concentration différentes, tout en gardant [MTZ]+[CD]=constante=50 uM. L’absorbance a été
enregistrée pour chacune de ces solutions a 25 °C sur un spectrophotometre UV-Vis (Cary 60
UV-Vis, Agilent Technologies) (Figure 5.1). La steechiométrie des deux systémes est obtenue

en rapportant AABS x R en fonction du R.

[MTZ]= 50 uM [MTZ]= 45 uM [MTZ]= 40 uM [MTZ]= 35 M
[BCD]=0 uM [BCD]=5 uM [BCD]=10 uM [BCD]=15 uM
Somme=50 pM Somme=50 yM Somme=50 pM Somme=50 M 5_\
——
[MTZ]= 30 pM [MTZ]= 25 pM [MTZ]=20 pM [MTZ]= 15 uM H
[BCD]=20 uM [BCD]=25 pM [BCD]=30 pM [BCD]=35 uM
Somme=50 pM Somme=50 pM Somme=50 pM Somme=50 uM
e
Spectrophotométre UV-Visible
[MTZ]= 10 uM [MTZ]=5 pM [MTZ]= 0 pM
[BCD]=40 uM [BCD]=45 pM [BCD]=50 pM
Somme=50 pM Somme=50 pM Somme=50 yM

Figure 5. 1: Protocole expérimental suivi pour la détermination de steechiométrie par UV-Vis
(Image creee sur Chemix).

5.3 Détermination des constantes d’association et les parameétres thermodynamiques
par UV-Visible

Dans notre travail, nous avons utilisé la spectroscopie UV-Vis pour déterminer les
constantes d’association (Ka) [86,88] ainsi que les autres grandeurs thermodynamiques (AG,
AH et AS) a quatre différentes températures (293,15, 303,15, 308,15, 313,15 et 318,15 K) en
utilisant 1’eau distillée comme solvant.

Nous avons realise une série de mélange pour les deux systemes BCD-MTZ et HPBCD-MTZ

ou le MTZ (molécule titrée) est maintenue a une concentration fixe de 25 uM alors que les

58



Partie 2 : Matériels et méthodes
Chapitre V : Nanoparticules chargées de métronidazole sous forme d’un complexe

deux CDs (molécule titrante) sont ajoutées a des concentrations croissantes 50-300 uM.
L’absorbance de chaque solution a été mesurée sur un spectrophotometre UV-Vis (Cary 60
UV-Vis, Agilent Technologies) (Figure 5.2).

29315
303,15
Température (K). 308,15
313,15
318,15 :
Gl - s - N - —
e
Spectrophotométre UV-Visible
Az [MTZ]=25 pM MTZ]=25 M
[CDI= H [CD]= 250 pM [CD]= 300 pM

Figure 5. 2 : Protocole expérimental suivi pour la détermination des grandeurs
thermodynamiques par UV-Vis (Image créee sur Chemix).

5.4 Etude de phase de solubilité

Une étude comparative entre la capacité de solubilisation de la BCD et ’HPBCD a été
faite selon la méthode décrite par Higuchi et Connors [89]. Un excés du MTZ (70 mM) est
ajouté a des solutions de CD a des concentrations croissantes (14-70 mM) dans des flacons
ambrés. Les mélanges sont ensuite soumis a une agitation de 120 tr min® a 25 °C pendant
cing jours pour atteindre 1’équilibre. Toutes les solutions ont été filtrées (0,22 um), diluées et
analysées en spectroscopie UV-Vis (Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies) a A max =320 nm

pour déterminer la concentration du MTZ (Figure 5.3).
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a a a 0 a
[MTZ]= 70 mM - =
- [MTZ]= 70 mM [MTZ]= 70 mM [MTZ]= 70 mM [MTZ]= 70 mM
[CD]= 14 mM [CDJ= 28 mM [CD]= 42 mM [CD]= 56 mM [CDJ= 70 mM
Filtration ———pm Dilution —-Fp»-
_ -

Spectrophotomeétre UV-Visible

Figure 5. 3 : Protocole expérimental suivi pour I’étude de phase de solubilité (Image créée
sur Chemix).

5.5 Préparation des mélanges physiques et complexes d’inclusion CD-MTZ

La préparation des mélanges physiques ainsi que les complexes d’inclusion du BCD-
MTZ et HPCD-MTZ est basée sur les résultats obtenus dans les parties de méthode de
variation continue, diagramme de solubilité et Benesi-Hildebrand suggérant un rapport
molaire CD:MTZ de 1:1.

5.5.1 Préparation des mélanges physiques CD-MTZ
Les mélanges physiques sont préparés en mélangeant dans un mortier les quantités

correspondantes de CDs et MTZ.

5.5.2 Préparation des complexes d’inclusion CD-MTZ

Dans un volume d’eau distillée précis, le MTZ et les CDs sont mélangés selon le
rapport molaire CD:MTZ (1:1). Les solutions sont ensuite soumises a une agitation douce de
120 tr min? pendant 24 h a 25 °C suivi d’une filtration de 0,45 um. Les filtrats sont
lyophilisés a 1’aide d’un lyophilisateur (Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ) pendant 18h. Les

poudres récupérées sont considérées comme les complexes d’inclusion solides.
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5.6 Caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion

5.6.1 La résonnance magnetique nucléaire (RMN)

Les spectres 'H RMN du MTZ, BCD, HPBCD et leurs complexes d’inclusion ainsi
que les expériences de 2D ROESY et 2D NOESY ont été enregistrés sur un spectrometre
(Bruker Avance 400 MHz) a 25 °C. Tous les échantillons ont été préparés dans 1’eau deutérée
a 99,98 % (D20), filtrées (0,22 um) et dégazées avant analyse. Les déplacements chimiques

(8) sont exprimés en ppm (parties par millions).

5.6.2 Laspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est utilisée pour évaluer la formation des complexes
d’inclusion du MTZ avec la BCD et I’HPBCD a I’aide d’un spectrométre (Nicolet iS5,
Thermo Fischer Scientific Inc, USA) équipé avec un accessoire ATR (réflexion totale

atténuée) iD7 dans un intervalle de fréquence entre 4000 et 400 cm™.

5.6.3 La calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Le comportement thermique des échantillons a été étudi¢ a I’aide d’un appareil DSC
(Q2000, TA Instruments) dans le but de vérifier la formation des complexes en comparant les
courbes DSC du MTZ, BCD et HPBCD libres a ceux de leurs complexes, ainsi que leurs
mélanges physiques. Pour chaque mesure, une masse d’échantillon est introduite dans un
creuset en aluminium scellées hermétiquement. Un creuset vide est utilisé comme référence.
Les thermogrammes ont été enregistrés dans un intervalle de température allant de 25 a 300

°C avec une vitesse de montée de 10 °C min, sous un flux gazeux inerte d’azote.

5.6.4 Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’ATG a été employée pour dévoiler le phénomene de formation du complexe. En
s’appuyant sur [’observation des différents changements qui se produisent sur les
thermogrammes des complexes d’inclusion ainsi que les mélanges physiques et les comparer
a ceux des produits de départ. Les analyses thermogravimétriques sont realisées sur un
appareil (Q50, TA Instruments). Les échantillons sont pesés et chauffés de la température

ambiante & 500 °C avec une vitesse de 10 °C mint.
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5.6.5 Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les images MEB ont été enregistrées a 1’aide d’un microscope électronique a balayage
(TESCAN, VEGA3) a une tension d’accélération de 30 kV. Avant la visualisation des
échantillons, une étape de métallisation au carbone est nécessaire pour augmenter la

conductivité et permettre d’acquérir les images.

5.7 Etude de dissolution in vitro

L’étude de dissolution a été menée pour évaluer 1’effet de I’inclusion du MTZ dans les
deux cavités de CDs sur sa vitesse de dissolution. Elle a été également suivie et comparée a
celle des mélanges physiques. Les études de dissolution ont été effectuées dans 1’eau distillée
et phosphate buffer saline (PBS) pH=7,4 (Température=37 °C + 0,5 °C, vitesse
d’agitation=70 tr min). A des temps prédéterminés, des échantillons de 5 mL étaient
prélevés et remplacés par le méme milieu de dissolution. Les échantillons prélevés sont filtrés
(0,22 pum) et analysés a I’aide d’un spectrophotométre UV-Vis (Cary 60 UV-Vis, Agilent
Technologies) a A=320 nm.

5.8 Activité antibactérienne

Pour évaluer I’effet de I’inclusion du MTZ sur son pouvoir antibactérien, une étude
comparative entre 1’activité antibactérienne du MTZ libre et ses deux complexes d’inclusion a
été réalisée, en utilisant la technique de microdilution [183,184], dans une plaque de
microtitration de 96 multipuits contre quatre souches bactérienne de réfrence ATCC
(American type culture collection), deux de gram négatif: Escherichia coli (E.coli) 25922 et
Salmonella 13076. Deux de gram positif : Staphylococcus aureus (S.aureus) 25923 et
Bacillus cereus 10876. Les échantillons ont été préparés dans I’eau distillée stérile avec une
concentration du MTZ identique dans les trois échantillons & évaluer (170 pg mL™). Deux
dilutions ont été réalisées a 85 et 42,5 ug mL™. Dans chaque puits nous avons disposé 100 pL
de bouillon Mueller-Hinton (MHB) inoculé avec 108 UFC mL™ de bactérie et 100 uL de
chaque échantillon préparé. Le témoin comporte 200 uL de MHB inoculé avec 10 UFC mL™.
Chaque test a été réalisé en trois fois. Toutes les microplaques ont été recouvertes de leurs
couvercles, placées dans un agitateur de microplaque pendant 15s & 200 tr min?, puis
incubées a 37 °C pendant 24h. La croissance bactérienne a été déterminée par mesure de la

densité¢ optique (DO) a 630 nm a l’aide d’un lecteur microplaque (ELx800, BioTek
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Instruments, USA) (Figure 5.4). Les résultats sont exprimés en moyenne de pourcentage de
’activité antibactérienne + les écart-types.

Le pourcentage d’activité antibactérienne du MTZ libre et les deux complexes d’inclusion
pour chaque concentration est calculé selon I’équation 5.1.

(DO -DO)

S (.1)

% Activité antibactérienne =

Avec :
DO:x : la densité optique de la culture bactérienne du témoin

DO : la densité optique de la culture bactérienne de 1’échantillon a tester

Figure 5. 4 : Description de la méthode suivie pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne

par la technique microdilution (Image créée sur BioRender).

5.9 Préparation des nanoparticules de CS chargées de MTZ sous forme d’un complexe
HPBCD-MTZ

5.9.1 Préparation des nanoparticules CS vides
Les nanoparticules du CS sont préparées au moyen de la gélation ionique en utilisant

le TPP comme agent de réticulation selon les méthodes décrites dans la littérature [185-187].
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0,1% (w/v) du CS a été préparé dans I’acide acétique 3% (v/v). Ensuite, le pH de la solution
est ajusté jusqu’au 4,5 a I’aide d’une solution de NaOH (1 N). Le TPP est dissout dans 1’eau
déionisée a une concentration de 1 mg mL™, Le pH de la solution est ajusté & 4,1 avec une
solution concentrée de ’HCI. La solution du TPP (1 mL) est extrudée lentement au travers
d’une aiguille de seringue dans la solution du CS (5 mL) sous une homogénéisation a grande
vitesse (8 000 tr min'), les NPs se forment spontanément via les interactions entre les groupes
NHs" et les groupes négatifs du TPP. Pour assurer la réticulation, la suspension reste sous
agitation pendant 30min additionnelle. La suspension obtenue est soumise & une
ultracentrifugation (Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Fisher Scientific) a 15 000 tr min™
pendant 40 min a 4 °C pour separer les NPs. Le culot récupéré est redispersé dans 1’eau ultra
pure (systeme Milli-Q) et soniqué pendant 5min. La dispersion obtenue est ensuite lyophilisée
a I’aide d’un lyophilisateur (Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ) pendant 16h (Figure 5.5).

5.9.2 Préparation des nanoparticules du CS-TPP chargées du complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ

Les NPs chargées de complexe d’inclusion HPBCD-MTZ ont été préparées de la
méme méthode que la préparation des NPs vides citée au-dessus. Brievement, le complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ a été meélangeé avec la solution du TPP avant la formation des NPs.
Ce mélange est ensuite extrudé lentement au travers d’une aiguille de seringue dans la
solution du CS, conduisant a la formation spontanée des NPs piégeant le complexe

d’inclusion (Figure 5.5).
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Figure 5. 5 : Description de la méthode de préparation des nanoparticules de CS-TPP vides et
des nanoparticules de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ (Image créée
sur BioRender).

5.10 Caractérisation des nanoparticules du CS-TPP chargées de complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ

5.10.1 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie FTIR est utilisée pour vérifier la réticulation ainsi que
I’encapsulation du complexe.
Les spectres FTIR du CS, TPP, complexe d’inclusion HPBCD-MTZ lyophiliseé, NPs du CS-
TPP vides lyophilisées et des NPs du CS-TPP chargées du complexe d’inclusion HPBCD-
MTZ lyophilisées sont enregistrés sur un spectrometre (Nicolet iS5, Thermo Fischer
Scientific Inc, USA) équipé avec un accessoire ATR (réflexion totale atténuée) iD7 dans une
plage de 4000 a 500 cm™™.
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5.10.2 Microscopie électronique en transmission (MET) des NPs chargées du complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ

Pour 1’étude de la taille et la morphologie des NPs de CS-TPP chargées du complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ, une dispersion dans 1’cau ultra pure de NPs lyophilisé est passée 5
min dans un bain a ultrason a température ambiante. Une goutte de la dispersion est déposée
par la suite sur une grille en cuivre avec un film de carbone ultrafin, et traitée a l'acétate
d'uranyle (coloration négative) afin d’augmenter la visibilité de I’échantillon. Apres séchage
de la goutte, La grille est examinée avec un microscope électronique en transmission (G2,
Tecnai) travaillant a 200 kV.

5.10.3 Microscopie électronique a balayage a émission de champs (MEB- FEG) des NPs
chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ

La taille et la morphologie des NPs chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ
sont observées par un microscope électronique a balayage a émission de champs (JSM-7100F,
Jeol Ltd., Japan). Les NPs lyophilisées ont été déposées sur un support échantillon et fixées
par un ruban adhésif en carbone pour générer les électrons, en appliquant une tension

d’accélération de 2 kV.

5.10.4 La diffusion dynamique de la lumiere (DLS) des NPs chargées du complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ

Les mesures de DLS ont été effectuées sur un dispositif Zetasizer (Zetasizer Ultra,
Malvern Panalytical) pour déterminer le diametre hydrodynamique et la distribution de taille
des NPs. Les NPs de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ lyophilisées

ont été dispersées dans ’eau ultra pure (Systeme Milli-Q) et analysées par la suite.

5.10.5 Etude de libération in vitro

L’étude de la libération in vitro des NPs de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ a été réalisée dans un bécher dans le PBS (pH=7,4) pendant 8ha une
température de 37 °C + 0,5 °C et une vitesse d’agitation de 70 tr min™t. A des temps
prédeterminés, des échantillons de 5 mL étaient prélevés et remplacés par le méme milieu.
Les échantillons prelevés sont filtrés (0,22 um) et analysés a 1’aide d’un spectrophotométre
UV-Vis (Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies) a A=320 nm.
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La cinéetique de libération du MTZ a partir de NPs CS-TPP chargées du complexe
HPBCD-MTZ a été étudiée en utilisant les modeles mathématiques suivants : ordre zéro

(Equation 3.5), premier ordre (Equation 3.6) et Korsmeyer-Pepass (Equation 3.7).
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CHAPITRE VI
NANOPARTICULES CHARGEES D’IBUPROFENE

6.1 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres FTIR de NaAL, CS, IBP et de NPs chargées d’IBP sont illustrés dans la
(Figure 6.1).

Le spectre FTIR de NaAL montre deux pics caractéristiques a 1601 et 1419 cm
correspondent respectivement aux vibrations d’élongation asymétrique et symétrique des
anions carboxylate (COO"). La large bande a 3263 cm™ est due aux vibrations de valence de
la liaison de groupes O-H. Les vibrations d'élongation asymétrique de la liaison C-H
apparaissent autour de 2916 cm™*. Les pics caractéristiques de la structure du polysaccharide
sont apparus autour de 1300 cm ™t et 1030 cm™ correspondent respectivement aux vibrations
d’élongation des liaisons C-O et C-O-C. La bande a 1098 cm™* est attribuée aux vibrations
d’¢élongation du C—C et du C-O du noyau pyranose. Un autre pic caractéristique de l'alginate
de sodium (Na*/O") est apparu 4 818 cm™* [188,189].

Le spectre du CS présente une bande de vibration d’élongation des groupements
hydroxyle (OH) a 3357 cm™ et une bande de vibrations d’élongation amine N—H ainsi que les
liaisons hydrogéne inter et intramoléculaires (O—H) a 3284 cm™. Les bandes a 2916 et 2871
cm ! sont attribuées respectivement aux vibrations d’élongation asymétrique et symétrique
des groupements CH. Les pics caractéristiques du CS sont repérés a 1656, 1570 et 1308 cm™,
correspondent respectivement aux vibrations de déformation de C=0, aux vibrations de
déformation des groupements NH (amide Il) et aux vibrations de déformation des
groupements CO-NH (amide Ill). Les pics du CS caractéristiques des polysaccharides
détectés a 1149, 1070 et 1030 cm™ sont associés respectivement aux vibrations de
déformation asymetrique du bridge C—O—C, aux vibrations d’élongation de C—O du C3 et aux
vibrations d’élongation de C—O du C6. Le pic di aux vibrations de déformation de CH est
apparu a 889 cml. Le pic a 1376 cm™ est attribué & la déformation symétrique des
groupements CH3 [188,190-192].

Dans le cas d’IBP, une bande attribuée aux vibrations d’¢longation des groupements
hydroxyle est apparue a 3728 cm™. Un pic intense caractéristique 1ié a la liaison C=0 d’un
acide carboxylique (COOH) est repéré a 1702 cm™. Les bandes a 2952 et 2866 cm
correspondent respectivement aux vibrations d’élongation asymétrique de CHz et aux

vibrations d’élongation symétrique de CHz. Le pic a 1503 cm™ est associé aux vibrations
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d’élongation du C=C du cycle aromatique. Les pics a 929et 775 cm? présentent
respectivement les vibrations de déformation avec rotation du CHs et CH».[193]

Dans le spectre des NPs chargées d’IBP nous avons remarqué le déplacement du pic
caractéristique des groupes COO™ de 1419 & 1400 cm™, ce changement est dii aux échanges
ioniques entre le Na* et les Ca?" qui s’associent préférentiellement aux fragments poly-
guluronate. La bande liée aux vibrations d’élongation de la liaison O—H des NPs est apparue
plus étroite par rapport a celle de NaAL et CS libres, indiquant la formation des liaisons
hydrogene intramoléculaires entre les deux polysaccharides. Un nouveau pic est apparu a
1637 cm™ confirmant la formation du groupe —NHsC suite a la formation du complexe
polyélectrolyte via les interactions entre les groupes NH* et COO™, de ce fait le pic associé
aux groupements amine protonés est décalé vers 1546 cm™ [188]. Nous pouvons conclure par
les changements cités ci-dessus que les groupes COO™ de I’alginate sont des groupes
bifonctionnels qui participent a la fois dans la réticulation avec les ions Ca®* et la formation
du complexe polyélectrolyte. La liaison glycosidique caractéristique des polysaccharides n’a
subi aucun changement, cela indique qu’elle ne participe ni dans la le processus de la gélation
ionique ni dans la formation du complexe polyélectrolyte [194,195]. Le pic caractéristique de
’IBP (1702 cm™) est apparu mais avec une trés faible intensité. Le pic responsable des
vibrations de déformation avec rotation du CH; est déplacé a 794 cm™. Tous les autres pics
caractéristiques de I’IBP ont disparu. La disparition, la diminution de l'intensité ainsi que le
déplacement des bandes caractéristiques de I’IBP indiquent que ce dernier est bien incorporé a
I’intérieur des NPs. Toutes ces observations confirment trois points essentiels: la formation
des NPs par la gélation ionique, la formation du polyélectrolyte complexe et I’encapsulation

de ’IBP [196].
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Figure 6. 1 : Spectroscopie FTIR de NaAL, CS, IBP et les NPs de NaAL/CS chargées d’IBP.

6.2 Calorimétrie différentielle & balayage (DSC)

Les thermogrammes obtenus des échantillons analysés sont illustrés dans la (Figure
6.2) Le thermogramme de I’IBP libre montre un pic caractéristique a 78,5 °C, indiquant la
température de fusion de ce PA.
Dans le cas de NaAL, la déshydratation était a 122 °C. Des pics exothermiques sont apparus a
241, 260 et 297 °C correspondent a la décomposition du polymere et la décarboxylation des
groupes COO™ [194]. Le thermogramme du CS présente une bande a 102 °C attribuée a
I’évaporation des molécules d’eau. Le pic exothermique a 288 °C est le résultat de la
décomposition des groupes amines présents dans le CS [191].
Les nanoparticules présentent un pic endothermique a 119 °C correspondant a la
déshydratation des nanoparticules, les pics endothermiques a 207 °C et le pic exothermique a
290 °C correspondent a la degradation du complexe polyélectrolyte par une déshydratation
des groupes hydrophiles présents dans les polyméres ainsi qu’une dépolymérisation par
oxydation et décarboxylation [194]. Le pic caractéristique du point de fusion de I’IBP est
apparu a 70 °C avec une tres faible intensité. Ce changement se traduit par la diminution de la

cristallinité d’IBP suite a son encapsulation dans les NPs [196].
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Figure 6. 2 : Thermogrammes DSC de NaAL, CS, IBP et les NPs de NaAL/CS chargees
d’IBP.

6.3 Microscopie électronique a balayage a émission de champs (MEB-FEG)

Les NPs ont présenté une forme sphérique réguliere avec une taille autour de 100 nm
(Figure 6.3).
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Figure 6. 3: Image MEB-FEG de NPs chargées d’ibuproféne.

6.4 Efficacité d’encapsulation

Les valeurs de I’EE% ainsi que LC% déterminées par spectroscopie UV-Vis sont listées dans
le Tableau 6.1.

Tableau 6. 1 : Résultats de I’efficacité d’encapsulation (EE%) et capacité de charge (LC%)
des nanoparticules chargées en I1BP.

Expérience EE% LC%
1 98,4557 32,8185
2 98,5503 32,8501
3 98,0436 32,6812
Moyenne écart-type 98,3498 £ 0,2041 32,7832 +0,06804

Les nanoparticules chargées en IBP ont présenté une efficacité d’encapsulation tres élevée.

6.5 Dissolution in vitro

Le profil de dissolution de I’IBP dans les trois milieux de dissolution est présenté dans
la (Figure 6.4). Au bout de 2h, seulement 8,47% du PA a été libéré dans le FGS. A pH= 6,8 et
7,4 les NPs libérent respectivement 88,74 81,52% d’IBP au bout de 8h. Cela suggére que les
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nanoparticules présentent un comportement pH-sensibles. Les NPs ont pu retenir la majorité
du PA encapsulé et minimiser les pertes dans le milieu gastrique. Cela est d0 au revétement
des NPs avec du CS qui n’est pas sensible aux milieux acides (FGS) et limite leur pénétration
au sein des NPs [4]. Une autre barriére physique contre la libération de I’IBP dans le milieu
gastrique est attribuée au réseau tridimensionnel étroit de 1’alginate qui se forme dans le FGS
[4].

Au bout de 2h les NPs libérent dans FSI et PBS respectivement 31,04 et 41,66% d’IBP. Dans
les milieux FSI et PBS, le CS est plus sensible, il facilite la pénétration de ces milieux dans le
réseau tridimensionnel du NaAL, ou des échanges d’ions se déroulent entre le Ca?* liés aux
groupes COO™ et le Na* du milieu, en générant des forces électrostatiques répulsives entre les
groupes COO™, conduisant & une relaxation de la chaine, ce qui a pour effet d’augmenter le

gonflement des nanogels et par conséquent le relargage de I’'IBP [197].

100
‘n-hh
[ ]
L ]
80 4 ..--ﬁ
- A
& Ak
e un
;‘-“5‘- ED- ‘ALL"
[ &
ase®
E ‘-"““"-
2 40 - .s®
o -
w1] al
= tt FGS
20 - FIS
A PBS
. f
T ] T | T T
0 100 200 300 400 200
Temps (min)

Figure 6. 4: Profil de libération de I’'IBP a partir de NPs de NaAL/CS dans FGS (pH= 1,2),
FSI (pH= 6,8) et PBS (pH=7,4).

Plusieurs phénomenes peuvent intervenir en méme temps dans la libération d’un
principe actif. Pour mieux définir ces phénomeénes qui gérent la libération de I’IBP a partir de

NPs de NaAL/CS dans chaque milieu de dissolution étudié, nous avons eu recours aux
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modeles mathématiques suivant : ordre zéro (Equation 3.5), premier ordre (Equation 3.6),
Korsmeyer-Pepass (Equation 3.7) et Kopcha (Equation 3.8).

Les valeurs obtenues de coefficients de corrélation (R?), de constantes de vitesse ainsi que
I’exposant caractéristique du modéle de Korsmeyer-Peppas « n » sont regroupées dans le
Tableau 6.2.

Tableau 6. 2: Paramétres cinétiques de la libération de I’IBP a partir de NPs de NaAL/CS
dans FGS, FIS et PBS.

Ordre zéro Premier ordre Korsmeyer-Pepass
Milieu R? K R? K R? K n
FGS 09808 10,0852 0,8059 0,0377 09836 2,28x10*  1,7762
FIS 0,9919 0,1792 10,9176 0,0041 0,9795 2,6521 0,5185
PBS 0,942  0,1452 0,6365 0,0039 0,9424 1,1948 0,7056

La comparaison entre les coefficients de détermination (R?) permet d’identifier le modéle
s’ajustant le mieux aux données. Le modele qui présente la valeur la plus élevée est considéré
comme le plus adéquat.

En analysant ces résultats, on constate en premier que le modele cinétique de premier ordre ne
peut étre considéré comme acceptable pour aucun milieu de dissolution étudié vu que ses
coefficients de détermination (R?) sont inférieurs aux autres modéles. Les modéles qui
décrivent le mieux les profils de libération dans les trois milieux sont la cinétique d’ordre zéro
et Korsmeyer-Pepass.

La libération d’ordre cinétique zéro signifie que la vitesse de libération de I'IBP est
indépendante de sa concentration dissoute. Ce profil de libération contrélée avec une vitesse
de libération qui compenserait 1’élimination, correspond au cas « profil idéal » recherché,
servant a réduire les prises journalieres et diminuer les effets indésirables [169].

Le modéle de Korsmeyer-Pepass est appliqué sur les valeurs expérimentales de Qi/Qw
inférieures ou égales a 60%, comme décrit dans la section « Modéles mathématiques pour les
études de la libération d’un principe actif ». Lorsque n <0,43 le PA est libéré par diffusion
dite de type Fickienne. Dans la région 0,43 <n<0,85, plusieurs mécanismes sont impliqués,
une combinaison de diffusion et une érosion ou des phénomenes d’hydratation et gonflement
de matrices polymériques (diffusion anormale). Dans le cas ou « n » est supérieur a 1 le
mécanisme de libération est contrdlé par un gonflement et une relaxation des chaines de

polymére (érosion) « Le transport super cas I1» [170].
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La valeur de « n » obtenue dans le milieu gastrique est supérieure a 1. Cela indique que le
mode de libération dans ce milieu est dépendant de gonflement et d’érosion.

On remarque que les valeurs de « n » obtenues pour les milieux FIS et PBS sont dans la
région 0,43 <n<0,85. Ce qui nous permet de conclure que le mécanisme de libération dans
ces milieux est non-Fickien ou anormal. C’est-a-dire que ce mode de libération est regi
simultanément par la diffusion et 1’érosion.

Le modele de Kopcha est quant a lui appliqué aux résultats expérimentaux pour quantifier la
contribution de la diffusion et celle de 1’érosion.

Les résultats obtenus (Tableau 6.3) indique que la libération de I’IBP dans le FIS et le PBS est
principalement due a la diffusion avec des valeurs de A beaucoup plus grandes que celle de B.
En effet, méme si le phénomene d’érosion contribue plus au moins au transport de I’IBP, la
diffusion reste le phénoméne majeur dans la libération de I'IBP dans ces deux milieux.

En milieu gastrique, la valeur de B est plus importante que celle de A suggérant que le
mécanisme prédominant est 1’érosion. Ce résultat est en cohérence avec celui obtenu dans le
modele Korsmeyer-Pepass.

Tableau 6. 3 : Le coefficient diffusionnel (A) et le coefficient d’érosion (B) obtenus pour le

modéle de Kopcha.

Milieu de dissolution A B
FGS —0,2532 0,0949
FIS 2,9413 0,0191
PBS 1,0897 0,1872

6.6 Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vitro

a) Résultats de I’étude de I’activité anti-inflammatoires in vitro dans I’eau

Les pourcentages d’inhibition de NPs chargées d’IBP a différentes concentrations et de
I’IBP libre contre la dénaturation protéique de la BSA par la chaleur sont présentés dans le
Tableau 6.4. Les résultats montrent qu’a la plus faible concentration étudiée (250 pg mL™?) le
pourcentage d’inhibition de NPs chargées d’IBP atteint 76,01% par rapport & 56,13% de celui
de I’IBP libre (1000 ug mL™Y). La faible solubilité aqueuse de 1’IBP est la principale cause de

son pourcentage d’inhibition faible par rapport a celui de I'IBP encapsulé. La
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nanoencapsulation augmente la solubilité des agents actifs et par conséquent leur activité

biologique.

Tableau 6. 4 : Résultats de ’activité anti-inflammatoire in vitro de NPs chargées d’IBP et de

I’IBP pur par la méthode de dénaturation du sérum d’albumine bovine.

NPs chargées d’IBP
Concentration (ug mL™?) Inhibition de dénaturation (%) + écart-type
2000 101,7311907 + 1,9220
1000 101,3659606 + 4,9122
500 92,64207451 + 2,4324
250 76,01899196 + 2,4978
IBP libre a 1000 pg mL* 56,135026 + 3,6657

b) Résultats de I’étude de ’activité anti-inflammatoires in vitro dans FGS, FIS et
PBS

Les résultats de I’étude comparative entre le pouvoir inhibiteur de la dénaturation
thermique de la BSA de NPs chargées d’IBP dans les différents milieux de dissolution sont
montrés dans la Figure 6.5. L’histogramme indique que seulement 26,45% d’inhibition de
dénaturation de BSA est présenté par les NPs chargées d’IBP dans FGS. Tandis que, 88,81 et
61,63% d’inhibition de dénaturation de BSA sont présentés respectivement par les NPs
chargées d’IBP dans FIS et PBS. Ces résultats sont coherents avec ceux reportés par 1’étude
de la libération in vitro, indiquant le comportement pH sensible des NPs généré par les
polyméres intelligents (NaAL/CS).
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Figure 6. 5 : Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro des NPs chargées d’IBP dans
FGS (pH=1,2), FIS (pH=6,8) et PBS (pH=7,4) par la méthode dénaturation protéique.

6.7 La biodégradation in vitro

Les résultats de la dégradation in vitro par lysozyme sont illustrés dans la Figure 6.6.
Les NPs chargées d’IBP présentent un pourcentage de dégradation in vitro par lysozyme de
40%, cela est di a I’incorporation de I’IBP dans un systéeme nanométrique a base des

polymeres biodégradable.
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Figure 6. 6 : Biodégradation in vitro du CS, NaAL et NPs chargées d’IBP par lysozyme

6.8 Evaluation de la cytotoxicité in vitro sur les larves d'Artemia salina

Le pourcentage de mortalité des larves d’Artemia salina est déterminé aprés une
exposition de 24h aux NPs testées, rapportée a la mortalité moyenne a six concentrations entre
125 & 4000 pg mL, & raison de trois réplicas par concentration (Tableau 6.5). A partir de ces
résultats, la valeur de CL50 déterminée par régression linéaire de la courbe qui exprime le
pourcentage des larves tuées en fonction de la concentration de NPs est de 0,2485 mg mL™ .
Selon le tableau d’estimation de toxicité (Tableau 4.1), les NPs chargées d’IBP ne présentent
pas de toxicité a la dose appliquée car la CL50 obtenue est largement supérieure a 1000 ug
mL [181]. En considérant les corrélations entre le test de toxicité larvaire (brine shrimp) et
les tests de toxicité appliqués sur les cellules A-549 du carcinome pulmonaire , les cellules
HT-29 du carcinome du colon et les cellules 9PS et 9KB (carcinome nasopharyngien humain)
[178,179] on peut dire sous réserve de poursuite des investigations, que les NPs chargées

d’IBP testées ne présentent pas d'activité cytotoxique et peuvent donc étre employées sans
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aucun risque de toxicite. Ce test de toxicité constitue alors un pré-screening pour déterminer
le degré toxicité [198].

Tableau 6. 5 : Pourcentage de mortalité des larves d’Artemia salina apres une exposition de
24h aux NPs chargées d’IBP.

Concentration (ug mL1)  Test 1 Test 1 Test 1 Mortalité (%)

4000 1 1 0 1,33
2000 0 0 1 0,66
1000 0 1 0 0,33
500 0 1 1 0,66
250 1 0 0 0,33
125 1 0 0 0,33

80



Partie 3 : Résultats et discussion

Chapitre VII : Nanoparticules chargées de métronidazole sous forme d’un complexe

CHAPITRE VII
NANOPARTICULES CHARGEES DE METRONIDAZOLE SOUS
FORME D’UN COMPLEXE D’INCLUSION

7.1 Détermination de la steechiométrie par la méthode de variation continue

Les courbes des deux systémes sont présentées sur la Figure 7.1. Un maximum a
R=0,5 est observé pour les deux systemes. Donc le MTZ forme un complexe de
steechiométrie 1:1 avec la BCD et ’HPBCD.
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Figure 7. 1: Courbes de Job a 25 °C et A max=320 nm des systemes (a) BCD-MTZ et (b)
HPBCD-MTZ.
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7.2 Détermination des constantes d’association et les paramétres thermodynamiques
par UV-Visible

Les grandeurs thermodynamiques obtenues pour les systemes (MTZ-BCD) et (MTZ-
HPBCD) sont récapitulées dans le Tableau 7.1
La linéarité des tracés de Benesi-Hildebrand (Figure 7.2) des deux systemes et a toutes les
températures étudiées, confirme que la steechiométrie des deux systémes est de 1:1 [86]. Les
graphes de van’t Hoff (Figure 7.3) présentent une relation linéaire entre In (Ka) et (1/T). Le
Tableau 7.1 montre que les constantes d’association pour les deux systémes diminuent avec
I’augmentation de la température, cela indique que les interactions entre (BCD:MTZ) et
(HPBCD:MTZ) pour la formation des complexes d’inclusion sont de nature exothermique
[88]. Toutes les valeurs de AG calculées sont négatives, cela signifie que
thermodynamiquement [’inclusion du MTZ dans la cavité de la BCD et ’'HPBCD est un
processus spontané [88].
Pour les deux associations (BCD:MTZ) et (HPBCD:MTZ) une augmentation d’entropie a été
enregistrée, ce qui est favorable pour la spontanéité et la stabilité des deux systémes. Donc les
deux systemes sont enthalpiquement et entropiquement favorable (AH < 0 et AS > 0), ce qui
rend le processus de formation des complexes entre le MTZ et les deux CDs
thermodynamiquement favorable.
Habituellement, une augmentation de la valeur d’entropie est un signe de la présence
d’interactions hydrophobes. Une combinaison d’une valeur positive de AS et une valeur
négative de AH peut suggérer que les interactions hydrophobes, les liaisons hydrogene et les
interactions de Van der Waals interviennent lors de la formation des complexes d’inclusion.
Aussi, une valeur positive de AS et une valeur négative élevée de AH peuvent étre un indicatif
de la présence de liaisons hydrogene et de forces électrostatiques. De ce fait, les forces
intervenant durant la formation des deux complexes (MTZ-BCD) et (MTZ —-HPBCD) sont
probablement les interactions hydrophobes, les liaisons hydrogene et les forces
¢lectrostatiques. Une valeur positive de AS est fort probablement due a 1’expulsion des

molécules d’eau de la cavité des CDs [199-202].
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Tableau 7. 1: Les constants d’association (Ka) et les grandeurs thermodynamiques obtenus

durant I’association du MTZ avec la BCD et ’HPBCD.

BCD HPBCD
Temperature Kax10® AG AH AS Kax103 AG AH AS
(K) (MY (kImol?) (kIJmol?) @.KImol?) (M1 (kIJmol?t) (kIJmol?) (J.K1mol?)
293,15 9,635 -22,357 3,071 -19,629
303,15 7,625 -22,530 2,728 -19,857
308,15 7,171 -22,744 -12,159 34,53 2,452 -19,971 -12,943 22,807
313,15 6,823 -22,984 2,257 -20,085
318,15 6,488 -23,217 2,020 -20,199
15
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Figure 7. 2 : Tracé de Benesi-Hildebrand pour les systéemes (a) BCD-MTZ et (b) HPBCD-
MTZ.
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Figure 7. 3: Tracé de Van’t Hoff pour les systémes (a) BCD-MTZ et (b) HPBCD-MTZ.

7.3 Etude de phase de solubilité

Les courbes de la phase de solubilité obtenues sont présentées dans la Figure 7.4. Dans
le domaine des concentrations étudiées, Nous constatons que la solubilité aqueuse du MTZ
augmente linéairement avec la concentration de I’HPBCD, tandis que le profil de solubilité du
MTZ en présence de BCD se divise en deux parties. La premiére partie présente une
augmentation linéaire de la solubilité du MTZ en fonction de la concentration de BCD, suivie
de la deuxiéme partie représentée d’un plateau ou le systéme formé atteint sa solubilité
maximale. Cela peut étre dii a la faible solubilit¢ aqueuse de la BCD a 25 °C. Selon la
classification de Higuchi et Connors, le profil de solubilité du MTZ en présence de la BCD est
classe Bs, alors que le profil du systtme HPBCD-MTZ est de type A [89].
Les pentes de la courbe du systeme HPBCD-MTZ et la portion linéaire du profil Bs sont
inférieure & un, suggérant une formation de complexe CDs :MTZ de steechiométrie 1:1 [203],

en cohérence avec les résultats reportés par la méthode de Job et Benesi-Hildebrand.
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Figure 7. 4: Profils de phase de solubilité de (a) BCD-MTZ et (b) HPBCD-MTZ.

Un paramétre important lors des études de phase de solubilité est ’efficacité de
complexation (CE) calculé conformément a 1’équation 2.4. Ce parametre permet de traduire le
potentiel solubilisant de CDs vis-a-vis le MTZ. En se basant sur la CE nous pouvons estimer
le rapport molaire optimal (MTZ:CD) selon 1’équation 2.5. Ce paramétre est trés utile pour les
formulations incluant les complexes d’inclusion de CDs pour des visées pharmaceutiques
[79]. Les valeurs obtenues sont reportées dans le Tableau 7.2.

Nous pouvons remarquer que CE gecp < CE wpecp. Cela confirme que le dérive de la BCD
(HPBCD) est un meilleur agent de solubilisation que la BCD native. Le rapport molaire
optimal (MTZ:CD) montre qu’une sur sept molécules de la BCD sont capables de former un
complexe soluble dans 1’eau, tandis que seulement une sur trois molécules de ’HPBCD sont

capable de le former [204].
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Tableau 7. 2: Efficacité de complexation (CE) et rapport molaire optimal (MTZ:CD) obtenus
a partir des diagrammes de phase de solubilité.

BCD HPBCD

CE 0,17 0,42

Le rapport molaire optimal (MTZ:CDs) 1.7 1:3

7.4  Caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion

7.4.1 Larésonnance magnétique nucléaire (RMN) du proton monodimensionnelle

La spectroscopie RMN est une technique remarquable pour vérifier le phénoméne
d’inclusion. En effet, cette technique est basée sur la comparaison des spectres *H RMN des
especes libres avec celui du complexe d'inclusion et 1’observation des variations de
déplacements chimiques (Ad). L’insertion de I’invité dans la cavité des CDs perturbe les
déplacements chimiques (0). La spectroscopie RMN est le seul outil qui offre la possibilité de
suivre les réponses spectrales des deux composés présents simultanément en solution. En
partant de ce principe, nous avons €tudi¢ les variations des déplacements chimiques (Ad) de la
BCD et ’HPBCD sous forme libre et complexée dans I’eau deutérée. Un récapitulatif des
variations de déplacement chimique de la BCD et de ’THPBCD est reporté dans le Tableau
7.3.

Tableau 7. 3: Attributions et variations des déplacements chimiques (3) des protons de la

BCD et de ’'HPBCD en présence et en absence du MTZ.

BCD HPBCD

" 3 (Libre) & (Complexy  Ad® i O (Libre) O (Complex)y  AS®@

®PM)  (PPM)  EpM) ®PM),  (PPM)  (Ppm)
H1 4974 4942 -0,032 H1 51616 5,1594  -0,0022
H2 3,565 3,534 -0,031 H2 3,5387 3,5345  -0,0042
H3 3,85 3,786  -0,064 H3 3,938 3,927 -0,011
H4 3493 3453  -0,04 H4 3,4198 3,4156  -0,0042
H5 3,782 3,726  -0,056 H5 3,8505 3,8366  -0,0139
H6 3,785 3,744 -0,041 H6 3,8732 3,8581  -0,0151

@:A8= 8(complex) - S(free)
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Pour les deux complexes d’inclusion, la présence du MTZ a induit une variation vers les
champs forts de la valeur du déplacement chimique de tous les protons de la BCD ainsi que
I’HPBCD (Figure 7.5). Ces changements sont principalement attribués a 1’effet anisotropique
dans la cavité des deux CDs issu de 1’incorporation des groupements riche en ¢électrons-n du
MTZ [95]. Cela suggere que le noyau aromatique du MTZ se trouve dans la cavité apolaire
des deux CDs. De plus, ces variations vers les champs forts suggerent la présence
d’interactions hydrophobes entre le MTZ et la cavité des deux CDs [205].

Les protons trouvés dans la cavité hydrophobe des deux CDs (H3 et H5) (Figure 7.6) ainsi
que le proton situ¢ a I’entrée étroite de la cavité (H6) présentent une variation de déplacement
chimique plus considérable par rapport a celle des protons localisés a la surface externe de la
cavité (H1, H2, et H4).

Dans le cas du complexe BCD-MTZ, le proton H3 a présenté la variation la plus importante
(AS = -0,064 ppm), suivi par le proton H5 (Ad = -0,056 ppm) et en dernier on trouve le H6
(A5 = -0,041ppm). A la vue de cet ordre, nous pouvons supposer que le MTZ a pénétré a
travers le coté large de la cavité de la BCD.

D’autre part, les protons pointés vers I'intérieure de la cavité de ’HPBCD ont présenté un
ordre opposé a celui de la BCD, ou la variation du proton H6 (Ad = -0,015 ppm) était plus
grande par rapport a celle de H5 et H3 (A3 = -0,0139 et AS = -0,011 ppm, respectivement).
Dans ce cas, deux hypotheses se présentent. Soit le MTZ a une préférence d’introduction dans
la cavité hydrophobe de ’HPBCD via le coté le plus étroit, ou le MTZ a été bien introduit en

profondeur jusqu’au c6té étroit de la cavité.

Le faible changement de Ad observé chez les protons externes (H1, H2, et H4) des deux CDs
a été aussi reporté dans la littérature, ce faible décalage est di aux réarrangements des CDs

apres I’insertion des molécules actives dans leur cavité.

Tous les changements de déplacement chimiques des protons des deux CDs observés
confirment que le MTZ a intéragit avec la cavité hydrophobe de la BCD ainsi que ’'HPBCD

et il est bien inclus dedans [88].
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Figure 7. 5: Les spectres RMN 'H de (a) BCD, MTZ et BCD-MTZ CI (b) HPBCD, MTZ et
HPBCD-MTZ CI dans D20.
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Figure 7. 6 : Structure chimique de (a) métronidazole (b) B-cyclodextrine (c) 2-
Hydroxypropyl-B-cyclodextrine.

7.4.2 RMN 2D 'H-'H NOESY et ROESEY

Sur la carte 2D NOESY et ROESY du complexe BCD-MTZ (Figure 7.7) nous avons
repéré des taches de corrélation NOE entre le H3’du MTZ et le H3 de la BCD. En outre, le
H2’ du MTZ était en corrélation avec le H3 et H5 de la BCD.
L’inspection des deux cartes de 2D NOESY et ROESY du complexe HPBCD-MTZ (Figure
7.8) montre la présence de série d’interactions entre les protons H2’et H3’(Figure 7.6) du
MTZ et tous les protons de la cavité hydrophobe de ’HPBCD (H3, HS, et H6). Contrairement
a la BCD, le proton H6 de ’'HPBCD a interagi avec les deux protons du MTZ, ce résultat est
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en cohérence avec celui reporté par *H RMN, ol nous avons trouvé que le H6 était le proton

le plus affecté par rapport aux autres.

LCP Sarra BCD-MTI noesy
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Figure 7. 7 : Expansion de la carte RMN 2D du complexe d’inclusion BCD-MTZ dans D,O
(a) NOESY (b) NOESY durant 5h (c) ROESY durant 9h.
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Figure 7. 8: Expansion de la carte RMN 2D du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ dans
D20 (a) NOESY (b) ROESY (c) ROESY durant 6h.

La variation des déplacements chimiques des protons internes de la BCD et ’THPBCD,
le faible déplacement des protons localisés a la surface externe et I’apparition des taches de
corrélations entre les protons du MTZ et les protons de la cavité interne des deux CDs,
confirment I’insertion du MTZ dans la cavité de la BCD ainsi que ’HPBCD et la formation

des deux complexes d’inclusion.

7.4.3 Laspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres FTIR du MTZ, BCD, HPBCD et de leurs complexes d’inclusion sont
illustrés dans (Figure 7.9).
Le spectre du MTZ présente des pics caractéristiques a 1533, 1366, 1187 cm™* correspondent
respectivement aux vibrations d’élongation des groupes NO2/NO, de la liaison N=0, et du

groupe amine tertiaire. Les pics liés aux vibrations d’élongation de la liaison O—H et les
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vibrations sp2 des liaisons CH/C=CH sont apparus respectivement a 3210et 3102cm™. Les
vibrations d’élongation des liaisons CO/C—OH et C-NO2 sont détectés respectivement & 1072
et 863 cm™[206,207].

Le spectre du BCD (Figure 7.9a) montre une bande a 3284 cm™ liée aux vibrations
d’élongation de la liaison O—H. Les pics apparus a 2924, 1647, 1152, 1076 et 1020 cm™ sont
attribués respectivement aux vibrations d’élongation asymétrique du CH, vibrations de flexion
de la liaison H-O-H, vibrations d’élongation de la liaison glycosidique C—O-C, vibrations
d’¢élongation de la liaison C—C et aux vibrations d’élongation de la liaison C—O [208-210].

Le spectre de ’HPBCD (Figure 7.9b) présente des pics a 3343, 2968, 1080, et 1022 cm™
générés respectivement par les vibrations d’élongation de la liaison O-H, vibrations
d’¢élongation antisymétriques du groupe méthyle présent dans 1’hydroxypropyl, les vibrations
d’¢longation de la liaison C-O— de I’hydroxypropyl et par les vibrations d’¢longation de la
liaison glycosidique C-O-C. Les pics situés entre 950-530 cm™ sont des pics caractéristiques
de I’anneau des deux CDs [209].

Les spectres des deux complexes d’inclusion (Figure 7.9) ressemblent beaucoup plus aux
spectres des deux CDs libres, dans lesquels la majorité des pics caractéristiques du MTZ ont
disparu et masqués par les pics de CDs. La disparition de la bande caractéristique du MTZ
correspond aux vibrations de valence O—H est un indicateur de la formation de liaisons
hydrogene entre le MTZ et les deux CDs [211]. Toutefois, quelques pics caractéristiques du
MTZ sont reproduits dans les deux spectres de complexes d’inclusion mais avec une tres
faible intensité. La disparition et la diminution d’intensité des pics du MTZ est probablement
dd a la restriction du MTZ dans la cavité de CDs, ce qui par conséquent limite ses vibrations.
La présence du pic correspond aux vibrations d’élongation de la liaison glycosidique C-O-C
avec la méme intensité dans les deux spectres de complexes d’inclusion indique que le MTZ
est incorporeé a travers la ligne axiale des deux cavites [207].

Les bandes caractéristiques de la BCD et ’HPBCD n’ont pas subi de changements
significatifs et tous les déplacements sont dus aux réarrangements des deux CDs et la
libération des molécules d’eau des deux cavités.

Aucun nouveau pic ou une nouvelle bande n’est apparue, cela signifie qu’aucune liaison
chimique n’a été formée entre le MTZ et les deux CDs [212].

Tous les changements cités au-dessus comme la disparition ou la diminution d’intensité des
pics caracteristiques du MTZ confirment que ce dernier est bien introduit dans la cavité de la
BCD et ’'HPBCD.
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Figure 7. 9 : Spectres FTIR de (a) MTZ, BCD et BCD-MTZ CI (b) MTZ, HPBBCD et
HPBCD-MTZ CI.
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7.4.4 La calorimétrie différentielle & balayage (DSC)

La courbe DSC du MTZ (Figure 7.10) présente un pic étroit endothermique a 160 °C
attribué a son point de fusion.
Les thermogrammes des deux CDs montrent deux pics endothermiques, le premier est di a
I’évaporation des molécules d’eau situés a I’intérieure de la cavité, le deuxiéme est le résultat
de la décomposition et la dégradation des macrocycles.
Pour les deux thermogrammes des complexes d’inclusion une disparition ou une diminution
du pic caractéristique du MTZ a été observée, signifiant la disparition de la maille (réseau)
cristalline du MTZ et sa conversion a 1’état amorphe, ce qui pourrait étre attribué a la
complexation. Tandis que les spectres des mélanges physiques étaient en superposition des
pics caractéristiques des composés libres dans lesquels on observe le pic caractéristique du
MTZ. Cela indique que la préparation d’un mélange physique (hote:invité) ne suffit pas pour
inclure I’invité dans la cavité de la CD [213].
Les analyses thermiques ont montré, que suite au processus d’inclusion le MTZ est stabilisé et

protégeé contre la dégradation thermique au sein de la cavité des CDs.
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Figure 7. 10: Thermogrammes DSC de (a) MTZ, BCD, BCD-MTZ MP et BCD-MTZ CI (b)
MTZ, HPBBCD et BCD-MTZ MP HPBCD-MTZ ClI.

7.4.5 Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les thermogrammes du MTZ, BCD et ’'HPBCD a I’état libre sont présentés dans la
(Figure 7.11a). Le thermogramme du MTZ montre un seul processus de perte de masse di a
sa fusion ou il a perdu 72,64 % de sa masse initiale. Les thermogrammes de la BCD et
I’HPBCD ont présenté deux phénoménes de perte de masse. Le premier s’étend de la
température ambiante a environ 120 °C correspondant essentiellement a 1’évaporation des
molécules d’eau présentes a I’intérieur de la cavité. Le deuxieme domaine de perte de masse
est d0 a la dégradation et la décomposition des CDs. Sur les thermogrammes des mélanges
physiques (Figure 7.11b, c) nous avons détecté tous les événements thermiques
caractéristiques du MTZ, BCD, et HPBCD a I’état libre. En outre, les thermogrammes des
deux complexes (Figure 7.11 b, ¢) ont montré une disparition du pic caractéristique du MTZ,

suggerant que le principe actif est protégé thermiquement au sein de la cavité.
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Le processus d’évaporation des molécules d’eau des CDs libres a fait perdre la BCD et
I’HPBCD environ 13,03 et 4,82%, respectivement de leur poids initial, tandis que les deux
complexes BCD-MTZ et HPBCD-MTZ ont perdu respectivement 5,4 et 2,4%. Cela indique
que la majorité¢ des molécules d’eau de la BCD et HPBCD ont été libérées et remplacées par

le MTZ et par conséquent I’inclusion du MTZ dans la cavité des deux CDs.
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Figure 7. 11: Thermogrammes ATG de (a) MTZ, BCD et HPBCD (b) BCD-MTZ Cl et
BCD-MTZ MP (c) HPBCD-MTZ Cl et HPBCD-MTZ MP.
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7.4.6 Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les images de microscopie électronique a balayage du MTZ, BCD, HPBCD, de leurs
complexes d’inclusion ainsi que leurs mélanges physiques sont illustrées dans (Figure 7.12).
Les images du MTZ montrent qu’il se présente sous forme cristalline avec des formes
prismatiques et un aspect lisse. La BCD est apparue sous forme de cristaux de taille différente
alors que ’HPBCD possede une forme de spheres poreuses et cassées.

Les images MEB des deux mélanges physiques étaient une simple accumulation des deux
structures du MTZ et la CD en question, ou on peut facilement les différencier. Cela indique
I’absence d’interaction entre le MTZ et les deux CDs. Tandis que les deux complexes
d’inclusion ont présenté un changement radical au niveau de la structure et de 1’aspect, nous
pouvons observer la disparition de la cristallinité du MTZ, ainsi que la morphologie
caractéristique de la BCD et ’'HPBCD, et I’apparition d’une nouvelle structure amorphe qui
se présente sous forme de particules de trés petite taille qui ont une tendance a s’agglomérer,
cela révele la formation d’une seule phase et la probabilité de la formation de complexes

d’inclusion

SEM HV: 30.0 kV WD: 14.98 mm VEGA3 TESCAN SEMHV: 30.0kV VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 200 x Det: SE SEM MAG: 653 x

SEM HV: 30.0 kV WD: 31.28 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 30.0 kV WD: 31.56 mm
SEM MAG: 654 x Det: SE SEM MAG: 651 x Det: SE
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Figure 7. 12 : Images MEB de (a) métronidazole (MTZ), (b) B-cyclodextrine (BCD), (c) 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrine (HPBCD), (d) BCD-MTZ MP, (e) HPBCD-MTZ MP, (f)
BCD-MTZ Cl, et (g) HPBCD-MTZ CI.

7.5 Etude de dissolution in vitro

Les profils de libération du MTZ a partir du MTZ libre, des complexes d’inclusion et
des mélanges physiques sont présentés dans la Figure 7.13.
Les résultats démontrent que la complexation du MTZ avec les CDs étudiées permet
d’accroitre considérablement la vitesse de dissolution du MTZ vis-a-vis du principe actif pur
ainsi que les mélanges physiques correspondants. Un récapitulatif du pourcentage du MTZ
libéré a partir des formulations évaluées est représenté dans le Tableau 7.4.
Le complexe d’inclusion HPBCD-MTZ a libéré au bout de 10 min, 89,15 et 90,55% du MTZ
respectivement dans 1’eau distillée et PBS. D’autre part, le complexe d’inclusion avec la BCD
montre des pourcentages de libération du MTZ de 80,83 et de 82,22% respectivement, dans
I’eau distillée et dans le PBS. En dernier lieu, des proportions de 47,39% et 44,18% ont été
respectivement observes dans 1’eau distillée et PBS pour le MTZ libre.

L’augmentation de la vitesse de dissolution du MTZ est due principalement a

I’incorporation du MTZ dans la cavit¢ des CDs qui a amélioré les propriétés du PA.
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L’absence de la maille cristalline du MTZ et sa transformation en état amorphe (prouvée par
les analyses thermiques DSC/ATG et la MEB). Cet état conduit a une trés grande mobilité

moléculaire di a la haute énergie de I’état amorphe. En effet, ce haut niveau d’énergie

présente plusieurs propriétés intéressantes qui sont principalement une solubilité et un taux de

dissolution élevé [214-216]. L’habilité¢ des CDs est de solubiliser les agents actifS, agissant

comme surfactant et de diminuer la tension superficielle entre le milieu de dissolution et le

MTZ augmentant ainsi le taux de dissolution [217].
La quantité du MTZ libérée a partir du complexe HPBCD-MTZ était un peu plus grande que

celle libérée a partir du complexe BCD-MTZ. Cela peut étre da a la valeur élevée du rapport
optimal invité:CD formé dans le systeme HPBCD-MTZ (1:3) par rapport a celle obtenue dans
le systeme BCD-MTZ (1:7) (obtenu dans la partie diagramme de solubilité)
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Figure 7. 13 : Profil de libération du MTZ a partir du : MTZ libre, BCD-MTZ CI, HPBCD-
MTZ CI, BCD-MTZ MP et HPBCD-MTZ MP dans (a) Eau distillée (b) PBS pH=7,4.

Tableau 7. 4 : Le pourcentage du MTZ libéré a partir du MTZ libre, BCD-MTZ MP,
HPBCD-MTZ MP, BCD-MTZ Cl et HPBCD-MTZ ClI.

Echantillon MTZ libéré (%)

10 min 20 min 120 min

Eau distillée PBS Eau distillée PBS Eau distillée PBS

MTZ libre 47,39 44,18 51,86 50,55 74,97 70,17
BCD-MTZ MP 45,85 53,28 52,63 55,00 74,66 71,18
HPBCD-MTZ MP 48,16 53,38 52,01 56,42 76,05 72,40
BCD-MTZ ClI 80,83 82,22 81,60 86,83 90,23 90,55
HPBCD-MTZ ClI 89,15 90,55 91,00 92,19 94,23 95,76

7.6 Activité antibactérienne

Le pourcentage de I’activité antibactérienne du MTZ et les complexes d’inclusion
BCD-MTZ et HPBCD-MTZ a différentes concentration est illustré dans la Figure 7.14. Dans
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la gamme des concentrations étudiées, I’activité antibactérienne (AAB) du MTZ et de ses
complexes d’inclusion était proportionnelle & la concentration du principe actif.

Dans le cas du complexe HPBCD-MTZ, I’incorporation du MTZ dans la cavité de ’THPBCD
a un effet significatif sur son AAB, & 170 pg mL™, elle a doublé son AAB vis-a-vis
Salmonella. A la méme concentration I’AAB du complexe HPBCD-MTZ était supérieure & 25
% contre S.aureus, de 9 % contre E. coli et de 8 % contre Bacillus cereus par rapport a celle
du MTZ pur. Méme a la plus faible concentration étudiée (42,5 pg mL™Y), le complexe
HPBCD-MTZ a présenté une activité importante par rapport a celle du MTZ pur. A cette
faible concentration, Salmonella et S.aureus étaient les plus sensibles a ce complexe ou le
pouvoir antibactérien était respectivement 5 et 4 fois supérieur a celui du MTZ libre.
Toutefois, 4 42,5 pg mL™, ’AAB contre Bacillus cereus était quasiment identique a celle du
MTZ pur.

A 85 ug mL, ’AAB du complexe BCD-MTZ était le double vis-a-vis S.aureus et supérieure
de 10 % contre E.coli par rapport a celle du MTZ pur. A 42,5 ug mL, PAAB du complexe
était supérieur de 4 % contre Salmonella et de 3% contre E.coli par rapport a celle du MTZ
pur. Cependant, I’inclusion du MTZ dans la cavité de la BCD n’a aucun effet sur son AAB
contre Bacillus cereus a toutes les concentrations testées.

En comparant I’AAB du complexe HPBCD-MTZ avec celle du BCD-MTZ, nous constatons
que la complexation par la BCD n’entraine pas une augmentation considérable de I’AAB du
MTZ.

En général, I’inclusion du MTZ dans ’'HPBCD et la BCD a augmenté son AAB contre la
majorité de bactéries étudiées avec des proportions différentes. En effet, S. aureus et
Salmonella étaient les plus sensibles. Cela est di principalement a 1’augmentation de la
solubilité du MTZ dans 1’eau suite a son inclusion dans la cavité des CDs. Ce qui a permis a

des quantités importantes du MTZ de traverser les cellules membranaires des bacteéries.
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Figure 7. 14: Histogramme d’activité antibactérienne du métronidazole libre et encapsulés

avec la BCD et ’'HPBCD a (a) 170 ug mL™ (b) 85 ug mL™? et (c) 42,5 pg mL™,

7.7 Caractérisation des nanoparticules de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ

7.7.1 Laspectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres FTIR du CS, TPP, complexe d’inclusion HPBCD-MTZ lyophilisé, NPs de CS-
TPP vides lyophilisées et des NPs de CS-TPP chargées de complexe d’inclusion HPBCD-
MTZ lyophilisées sont présentés dans la (Figure 7.15).

Le spectre du CS présente différentes bandes attribuées aux vibrations d’élongation de la
liaison O-H (3357 cm™), vibrations d’élongation des fonctions N-H/ O—-H (3284 cm™),
vibrations d’élongation des liaisons C—H asymétrique (2916 cm™) et symétrique (2871 cm™),
vibrations d’élongation des fonctions C=0 (1656 cm™), vibrations d’élongation des liaisons
N-H (1570 cm™), vibrations d’élongation des liaisons C-N (1308 cm™), vibrations
d’élongation de la liaison C—O—C (1030 cm™) [188,190-192].
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Le spectre du TPP montre plusieurs pics liés essentiellement aux vibrations d’élongation des
fonctions P=0 (1207 cm™), vibrations d’élongation symétrique et asymétrique des groupes
PO, (1131 cm?), vibrations d’élongation symétrique et asymétrique des groupes POz (1087
cm™), vibrations d’¢élongation asymétrique de la liaison P-O-P (879 cm™) [218].

En comparant le spectre des NPs du CS-TPP vides avec celui du CS libre, nous remarquons
I’apparition des deux pics liés aux vibrations d’¢longation de la liaison P=0 (1263 et 1194
cm™) et le pic des vibrations d’élongation asymétrique des liaisons P-O—P (809 cm™).
L’apparition du pic intense a 1542 cm™ est générée par les vibrations d’élongation de la
liaison N—O—P, suggérant I’interaction entre les groupes NH3* du CS et les groupes phosphate
du TPP [219] et la protonation des groupes amines du CS [220]. Le pic étroit apparu a 1650
cm?t est le résultat du fusionnement des deux pics caractéristiques du CS correspondant aux
CO-N amide | (1650 cm™) et N-H amide Il (1586 cm™), indiquant la participation des
groupes amines dans le processus de la réticulation [221]. Toutes ces altérations confirment
I’interaction entre les groupes positifs (NH3z") du CS et les groupes négatifs (PO?) du TPP, et
par conséquent la formation des NPs. Le spectre des NPs du CS-TPP chargées du complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ était un peu similaire a celui du complexe d’inclusion HPBCD-
MTZ. 11 a montré I’apparition des pics caractéristiques de la réaction de réticulation générés
par les vibrations d’élongation P-O—P (891.79 cm™), P=0 (1232.58 cm™?) et N—O—P (1548
cm1). Cela indique le piégeage du complexe dans les NPs du CS-TPP. L’absorption de la
liaison glycosidique a été observée avec un pic large et intense, suggérant que I’anneau des
deux polysaccharides (CS et HPBCD) n’a pas été détruit durant 1’encapsulation du complexe
dans les NPs du CS-TPP.
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Figure 7. 15 : Spectres FTIR de (a) CS, TPP, et NPs de CS-TPP vides (b) HPBCD-MTZ Cl,
NPs de CS-TPP vides et NPs de CS chargées du complexe HPBCD-MTZ.
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7.7.2 Morphologie et taille des NPs de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ

Les images de NPs de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ

obtenues par MEB-FEG et MET sont représentées dans la (Figure 7.16). La distribution de
taille des NPs est illustrée dans la (Figure 7.17).
La Figure 7.15 montre que les NPs se présentent sous une forme sphérique réguliere bien
dispersee, avec une taille autour de 100 nm. La Figure 7.16 devoile que les NPs se présentent
sous une seule population de diametre autour de 229 nm. Le diametre de NPs mesuré par la
DLS est different a celui mesuré par le MEB-FEG et MET, cela est d0 au fait que, le MEB-
FEG et MET mesurent la taille réelle, tandis que la DLS mesure le diametre hydrodynamique
[222].
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Figure 7. 16 : Images de NPs de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ
obtenues par (a) microscopie électronique en transmission (b) microscopie électronique a

balayage a émission de champs.
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Figure 7. 17: Distribution de taille de NPs de CS-TPP chargées du complexe d’inclusion
HPBCD-MTZ obtenue par DLS.

7.7.3 Etude de dissolution in vitro

Le profil de libération du MTZ a partir des NPs de CS-TPP chargées du complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ est illustré dans la Figure 7.18. Il est caractérisé par la présence
d’un effet initial étant obtenu par dissolution rapide du PA. Pres de 26 % du MTZ a été libéré
dans les 30 premieres minutes, cela est probablement di a une certaine quantité du MTZ
proche de la surface des NPs ou dii a ’amélioration de la solubilité du MTZ [223].

Nous pouvons supposer que le profil de dissolution du MTZ est un processus biphasique.
Dans un premier temps, le MTZ se libere de la surface des NPs, ensuite, il se libére a partir du
complexe d’inclusion HPBCD-MTZ et les NPs [34].

En comparant le pourcentage de libération du MTZ a partir des NPs chargées du complexe a
celui du MTZ a partir du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ, nous remarquons que les NPs
chargées du complexe ont libéré 31,65% du MTZ durant 2h et 97,54% pendant 8h. Tandis
que le pourcentage du MTZ libéré a partir du complexe d’inclusion était 95,76%. L’effet de
I’inclusion du MTZ dans la cavité de ’HPBCD était I’amélioration de sa solubilité et sa
stabilité thermique. Alors que, la nanoencapsulation permet de contrdler sa libération.
Généralement, les NPs a base du CS permettent la libération des molécules actives par

gonflement (VPT, volume phase transitions). Le CS facilite la pénétration des milieux de
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dissolution alcalins. A pH=7,4 les groupes —~NHs" du CS se convertissent en une forme non
ionisée, conduisant & une reduction de la réticulation du CS par le TPP et une augmentation
du gonflement du CS, et par conséquent la libération des molécules actives encapsulées. Un
autre facteur qui favorise le gonflement du CS est la présence du NaCl (milieu externe : PBS)
a des concentrations modérées qui peut affaiblir les interactions ioniques entre le CS et le TPP
[224].
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Figure 7. 18: Profil de libération du MTZ a partir de NPs de CS-TPP chargées du complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ dans PBS pH=7 4.

Pour mieux connaitre le phénomeéne qui gére la libération du MTZ a partir de NPs,
nous avons eu recours aux modeles mathématiques suivant: ordre zéro (Equation 3.5),
premier ordre (Equation 3.6) et Korsmeyer-Pepass (Equation 3.7). Les coefficients de
régression calculés sont présentés dans le Tableau 7.5. L’évaluation du coefficient de
régression nous a permis de conclure que la cinétique de libération du MTZ a partir de NPs

s’ajuste le mieux avec le modele d’ordre zéro.
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Chapitre VII : Nanoparticules chargées de métronidazole sous forme d’un complexe

Tableau 7. 5: Les coefficients de corrélation (R?) des différents modéles appliqués au profil

de dissolution in vitro de NPs de CS-TPP chargées de complexe HPBCD-MTZ dans PBS
(pH=7,4).

Ordre zéro Premier ordre Korsmeyer-Peppas
y =0,1816x + 14,051 y =-0,0029x + 2,1826 y =0,5019x + 0,5809
R2=0,9836 R2=0,8395 R2=0,8558 n=0,5019

Si la formation du complexe d’inclusion « substance active-CD » est faisable avant la
nanoencapsulation, elle sera considérée comme un support pour les nanostructures pour
libérer le PA, qui va étre facilement solubilisé dans le milieu de dissolution d’une maniere

contrdlée, et donc une amélioration de la biodisponibilité dans les situations in vivo.

114



Conclusion générale et perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude s’intégre dans le contexte de la mise en valeur de nouveaux systémes de

délivrance des médicaments.

Nos travaux de thése ont permis d’ouvrir la voie vers 'utilisation de deux types de
systeme de delivrance des médicaments destinés & la voie orale : 1) Des nanoparticules
polymeres chargées d’ibuproféne a base de 1’alginate de sodium et de chitosane pour former
un complexe polyélectrolyte. 2) un systéme d’encapsulation mixte a base de complexe
d’inclusion de CD et de nanoparticules de chitosane chargées de MTZ sous forme de

complexe.

Les nanoparticules développées pour les deux PA étudiés ont été préparées par la
méthode de gélation ionique vue sa simplicité, sa reproductibilité et pour éviter au maximum

I’emploi de solvants organiques et par conséquent diminuer la toxicité.

Dans le but de résoudre le probleme de courte durée de demi-vie et la faible solubilité

aqueuse de I’ibuproféne, un systéme nanopolymérique a base de 1’alginate de sodium et de
chitosane a été développé. Ce systeme a assuré une efficacité d’encapsulation trés élevé de
98,45 %. Les nanoparticules formées ont présenté une excellente distribution de taille avec
une forme sphérique réguliére de 100 nm de diametre. La caractérisation physico-chimique
par FTIR et DSC confirme la formation du complexe polyélectrolyte et 1’encapsulation de
I’IBP dans les nanoparticules. L’évaluation de la dissolution in vitro ainsi que I’activité anti-
inflammatoire in vitro de I’IBP dans différents milieux (FGS, FIS et PBS) a montré que les
nanoparticules peuvent retenir la majorité de I’IBP en milieu gastrique et le libérent d’une
maniere controlée dans FIS et PBS. Une augmentation considérable de 1’activité biologique
de ’IBP est notée dans FIS, PBS et I’eau distillée, due a ’augmentation de sa solubilité grace
a la nanoencapsulation a base de deux biopolyméres qui ont présenté un comportement pH-
sensibles.
Les modéles mathématiques appliqués aux trois profils de libération indiquent que la
libération de I’IBP & partir des NPS dans les trois milieux (FGS, FIS et PBS) ne suit pas le
méme mécanisme, cela est lié¢ aux différents facteurs comme I’interaction du PA au sein de la
matrice polymérique, le comportement du polymére qui change selon la variation des
paramétres du milieu de dissolution (pH, température). Le profil de libération de I’IBP a pu
atteindre le profil quasi ordre zéro pendant une durée de 8h.
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Les résultats obtenus dans 1’étude de la biodégradation in vitro et de la cytotoxicité indiquent
que ce systéme n’est pas nocif et il ne présente aucune toxicité pour les larves d’Artémia.
Cette partie présente un systeme efficace pour surmonter les limites rencontrées pour
la forme conventionnelle de I'IBP. Ce systeme est facilement extrapolable a 1’échelle
industrielle pour une formulation destinée a la voie orale pour controler la libération de I’IBP,
ameliorer sa biodisponibilité et minimiser les doses répétitives et par conséquent diminuer les

effets indésirables.

Concernant les nanoparticules chargées de MTZ sous forme de complexe d’inclusion
une étude comparative a été réalisée pour évaluer les différentes interactions entre le MTZ et
les deux CDs étudiées (BCD et HPBCD) pour choisir le meilleur candidat a encapsuler dans
les nanoparticules de CS.

Dans la premiere phase de préparation et caractérisation physico-chimique des complexes
d’inclusion BCD-MTZ et HPBCD-MTZ, nous avons démontré que la BCD et son dérivé sont
capables d’incorporer le MTZ en solution et a 1’état solide dans leur cavité. Les deux
complexes d’inclusion ont été préparés dans une solution aqueuse a une steechiométrie 1:1
selon la méthode de variation continue. Des études au niveau structural (*H RMN, RMN 2D
NOESY et RMN 2D ROESY) ont permis de démontrer la réalité de I’inclusion du
métronidazole au sein de la cavité des deux CDs suivant une orientation bien précise et
d’élucider également la structure tridimensionnelle des deux complexes d’inclusion. En outre,
nous avons mis en évidence par les techniques de caractérisation usuelles (FTIR, DSC, ATG
et MEB) la formation des complexes d’inclusion a I’état solide. Ces analyses ont montré que
le MTZ sous forme de complexe présente des propriétés physico-chimiques meilleures que
celles du MTZ libre.

La préparation des deux complexes d’inclusion du MTZ, en utilisant la BCD et ’'HPBCD, a
permis d’améliorer la solubilité et la vitesse de dissolution du MTZ et par conséquent son
pouvoir antibactérien. En effet, "HPBCD a démontré une meilleure capacité de solubilisation
et une activité antibactérienne significative que la BCD native, ce qui est reliée
principalement a la solubilité aqueuse élevée de ’"HPBCD.

L’estimation des paramétres thermodynamiques indique la faisabilité de la formation des deux
complexes. Les valeurs négatives du AG et AH ainsi que le gain d'entropie démontrent que les
deux systemes formes sont stables et thermodynamiquement favorables. Les forces dirigeant
le processus de complexation sont essentiellement les liaisons hydrogenes, les interactions

hydrophobes et les forces électrostatiques.
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Les datas obtenues dans les études de diagramme de solubilité et de parameétres
thermodynamique pourront étre essentiels pour choisir les conditions les plus favorables pour
une formulation a 1’échelle industrielle.

Les resultats présentés dans cette phase montrent que les CDs peuvent non seulement
résoudre le probleme de solubilité et de stabilitt du MTZ mais également améliorer et
moduler sa libération. Cela permet de mettre en ceuvre des systémes d’encapsulation assurant
la solubilisation et la protection des PA ainsi qu’une modification de leur cinétique de
libération.

Par la suite, le complexe d’inclusion HPBCD-MTZ a été incorporé dans les nanoparticules de
CS réticulées avec du TPP. Ce rapport présente pour la premiéere fois I’utilisation des
nanoparticules de chitosane-TPP chargées du complexe d’inclusion HPBCD-MTZ comme un
systtme de délivrance du métronidazole. La caractérisation physico-chimique des
nanoparticules confirme 1’incorporation du complexe au sein des nanoparticules de CS. Les
nanoparticules formées ont présenté une forme sphérique et réguliere et ont assuré une
meilleure distribution de taille.

Le profil de libération a montré une faible libération initiale avec une libération contr6lée
d’ordre zéro, un profil idéal pour la libération d’un PA, capable de fournir des taux de

libération relativement constants de MTZ librement solubles dans le milieu aqueux.

Cette partie met en ¢évidence I’utilisation de la nanoencapsulation des complexes
d’inclusion (substance active:CD) qui constitue un potentiel systeme permettant le contréle de
la libération de la substance active qui va étre librement solubilisée dans les milieux aqueux

grace a I’effet de solubilisation fourni par les CDs.

A travers ces résultats, nous pouvons conclure que les nanoparticules polyméres et les
complexes d’inclusion de CDs constituent des systémes alternatives potentiels pour surmonter
les lacunes des formes conventionnelles. En plus, la nanoencapsulation des PA permet
d’envisager des systémes de libération contr6lée permettant d’améliorer leur biodisponibilité,
moduler leur durée d’action, améliorer le rapport bénéfice/risque et une meilleure observance

du traitement.

Comme perspectives de ce travail, des études complémentaires visant a confirmer
et/ou approfondir les résultats obtenus dans la partie liée aux nanoparticules chargées

d’ibuproféne peuvent étre envisagées :
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- Afin d’évaluer le potentiel des nanoparticules chargées d’IBP pour la vectorisation, la
biodisponibilité et I’amélioration de leurs propriétés pharmacocinétiques, des études in vivo
seront recommandées.

- Des études de stabilité a long terme seront intéressantes afin d’augmenter la durée de
stockage et de conservation.

- 1l serait intéressant de visualiser 1’état des nanoparticules par microscopie électronique en
transmission afin de suivre le mécanisme de libération de I’ibuproféne a partir de ces

nanoparticules.

Concernant les nanoparticules contenant le MTZ sous forme d’un complexe nos
perspectives seront les suivantes :
- 1l serait intéressant de tester 1’activité antimicrobienne des deux complexes d’inclusion du
MTZ, des nanoparticules chargées de MTZ sous forme d’un complexe et des nanoparticules
chargées de MTZ pur et de les comparer avec celle du MTZ libre in vitro et in vivo contre les
microorganismes suivants : Clostridium difficile, Clostridium, Clostridium perfringens et
autres.
-Afin d’augmenter la durée de vie des formulations, il serait nécessaire d’étudier la stabilité
des complexes d’inclusion et les nanoparticules chargées de MTZ sous forme de complexe a
long terme.
- Des études in vivo peuvent étre envisagées afin d’évaluer la toxicité des complexes
d’inclusion et les nanoparticules chargées de MTZ sous forme de complexe avant sa

formulation.
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ANNEXE A

Détermination du degré de désacétylation du CS par la spectroscopie *H RMN

Le spectre *H RMN a été enregistré par un appareil Bruker Avance spectrometer 400
MHz a 60 °C. Une masse de 5 mg du CS a été dissoute dans un mélange d’eau deutérée (D20)
et de I’acide chlorhydrique deutéré (DCI) (volume de D,O=1940uL/ volume de DCI=60 puL).
La solution préparée est passee 30 min dans un bain a ultrason a température ambiante, filtrée
(0,22 um) et transférée dans un tube RMN de 5 mm.
Le DD % a été déterminé a partir de 1’équation 3.1, en se basant sur l'intégrale du pic de

résonance correspondant aux protons du groupe acétyle H-AC et I'intégrale correspondant aux
protons H2-H6

DD % = (1 -3 HAC/%HZ_G)) x 100 (3.1)

Le spectre *H RMN du CS est présenté dans la Figure A.1. Le DD % calculé est de 83,63% et

il est dans I’intervalle mentionné par le producteur.
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Figure A.1 : Spectre 'H RMN du CS dans D>O/DCI & 60 °C.
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ANNEXE B

Préparation des milieux de dissolution FGS, FIS et PBS

Les milieux de dissolution utilisés pour les études de dissolution in vitro ont été

préparés selon le protocole suivant :

Fluide gastrique simulé sans enzyme (FGS) pH =1,2 : Dissoudre 2g de NaCl, ajouter 7 mL
de HCI 37% et compléter a 1000 mL avec de 1’cau ultra pure.

Fluide intestinal simulé sans enzyme (FIS) pH =6,8 : dans un volume de 1000 mL d’eau
ultra pure ajouter 11,45 g de KH2POg4 et 28,2 de Na;HPOa.

Phosphate-buffered saline (PBS) pH =7,4 : dans un volume de 800 mL d’eau ultra pure
ajouter 8 g de NaCl, 1,4 g de Na2HPO4, 200 mg de KH2PO4 et 245 mg de KCI.
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Cycle de vie d’Artémia salina

Figure C.1 : Cycle de vie d’Artémia salina.

139



Arabian Journal for Science and Engineering
https://doi.org/10.1007/513369-020-04720-2

RESEARCH ARTICLE-CHEMICAL ENGINEERING q

Check for
updates

Evaluation of Anti-inflammatory Activity and In Vitro Drug Release
of Ibuprofen-Loaded Nanoparticles Based on Sodium Alginate
and Chitosan

Sarra Bensouiki' - Fouzia Belaib' - Michéle Sindt? - Pierre Magri® - Sandrine Rup-Jacques? - Chawki Bensouici’ -
Abdeslam-Hassen Meniai'

Received: 31 January 2020 / Accepted: 14 June 2020
© King Fahd University of Petroleum & Minerals 2020

Abstract

Ionotropic gelation followed by polyelectrolyte complexion was used for the synthesis of nanoparticles based on sodium
alginate (NaAL) and chitosan (CS) for encapsulation of ibuprofen (IBP), Fourier transform infrared spectroscopy, differen-
tial scanning calorimetry, field-emission scanning electron microscopes, percentage of encapsulation efficiency and loading
capacity have been used to confirm the synthesis and encapsulation of IBP. The results obtained show that they have a size
of around 100 nm. In vitro drug release and evaluation of anti-inflammatory activity in different media indicate that the
nanoparticles are pH-sensitive and permit the protection of the drug against total dissolution in the gastric medium, control
its release, and it increases the solubility and biological activity of IBP. The analytical data of the in vitro drug release in the
simulated gastric fluid (SGF), simulated interstitial fluid (SIF) and phosphate buffered saline (PBS) were fitted to the different
kinetic models (zero-order, first-order, Higuchi, Korsmeyer—Pepass and Kopcha), and the results indicate that IBP is released
by diffusion-controlled in SIF and PBS, and by erosion-controlled in the SGF. The toxicity of nanoparticles was tested
against Artemia salina that displayed non-toxicity effects. In vitro biodegradation by lysozyme and all the results obtained
indicated that a NaAL/CS nanoparticles are a promising system for IBP release that can achieve pseudo-zero-order kinetics.

Keywords Sodium alginate - Chitosan - Ibuprofen - Anti-inflammatory activity - lonotropic gelation

1 Introduction

Ibuprofen (IBP) is a nonsteroidal anti-inflammatory drug
(NSAID) classified in category II “highly permeable but
poor water solubility” according to biopharmaceutics clas-
sification system (BCS) which classifies drugs according to
solubility and permeability. This low solubility limits its dis-
solution rate and hence its oral bioavailability. Short half-life
plasma (1-3 h) of IBP leads to multiple administrations that
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can cause real problems such as gastric irritation, dyspep-
sia and even gastric bleeding [1]. To enhance the biological
activity of IBP and increase its half-life time, its introduction
into a nano-polymeric system is recommended. According
to the Noyes—Whitney, the nanoencapsulation decreases the
particle size and therefore increases the surface area which
contributes to the enhancement of drug solubility [2]. Poly-
meric nanoparticles (PNPs) based on polysaccharide are
considered as a relevant tool for the drug delivery system
compared to the other nanoparticles due to their biocom-
patibility, biodegradability, non-toxicity and small size (in
the range of 10-1000 nm) [3, 4]. PNPs can be synthesized
by several techniques such as nanoprecipitation [5], solvent
evaporation [6], salting out procedure [7] and ionic gelation
[8].

Ionic gelation is a very simple technique without organic
solvents compared to the other techniques, and nanoparti-
cles can be formed from a very dilute solution of charged
polysaccharides when ionically cross-linked with oppositely
charged ions and permit the encapsulation of the drug [9],



http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s13369-020-04720-2&domain=pdf

Arabian Journal for Science and Engineering

among the most used biopolymer for this method is sodium
alginate (NaAL).

NaAL is a mucoadhesive, biodegradable and biocom-
patible polymer with low immunogenicity, which has
attracted the attention of researchers for its use in the syn-
thesis of drug delivery systems and especially nanoparti-
cles. NaAL is an anionic biopolymer with a linear chain
composed of f-(1 —4)-linked D-Mannuronic acid (M) and
o-(1 — 4)-linked 1-Guluronic (G) residues [10], due to the
presence of the G residues arranged in side-by-side blocks
which can be cross-linked with divalent cations such as Ca>*
leading to the pre-gel phase [11, 12]. The addition of a poly-
cationic solution to pre-gel contributes to the stabilization of
intermolecular complexes and the formation of nanoparticles
by polyelectrolyte complexation technique. The most suit-
able polymer for this mission is chitosan (CS) because it is
a naturally occurring polymer and it has almost the same
properties as NaAL such as biodegradability, non-toxicity,
mucoadhesive and biocompatibility, which has the conse-
quence of not altering the system [13, 14].

CS is the product of partial acetylation under alka-
line conditions of chitin, a biopolymer extracted from the
shell of crustaceans and cell walls of fungi. CS is a lin-
ear hydrophilic copolymer composed of f-(1 — 4)-linked
2-acetamido-2-deoxy-p-D-glucopyranose and 2-amino-2-
deoxy-f-D-glucopyranose. It is widely used in several fields
such as wastewater treatment, food processing, cosmetics,
pharmaceutical industry and agriculture [15, 16].

The objective of this study is to develop an oral PNPs
based on NaAL and CS by ionotropic gelation followed by
polyelectrolyte complexation for the encapsulation of IBP,
and this technique permits the synthesis of nanoparticles
under gentle conditions without the use of organic solvents.
The cross-linking of NaAL by Ca** coated with CS can
entrap IBP, increase its solubility and prolonged drug release
and therefore avoid the repeat administrations and minimize
side effects, due to the smart behavior of both polymers and
their mucoadhesive properties. The efficiency of synthesis,
infrared spectrum, thermal behavior and the morphology of
nanoparticles, in vitro drug release, biodegradability, cyto-
toxicity and evaluation of the anti-inflammatory activity of
nanoparticles in different media were also studied.

2 Materials and Methods
2.1 Materials

The sodium alginate (lot number: MKBZ5563V) and the
chitosan medium molecular weight (190,000-310,000 Da)
(lot number: MKBF1336V) were provided by (Sigma-
Aldrich, USA). Ibuprofen was a kind gift from Biogalenic
(L.1.C), calcium chloride (Sigma-Aldrich, USA), bovine
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serum albumin (VWR, lot: 64-1219), trizma hydrochloride
(Fluka, lot: BCBD1011V), lysozyme from chicken egg white
(Sigma-Aldrich, lot number: BCBJ2814). All other chemi-
cals were of analytical grade. All products were used without
further purification.

2.2 Determination of Degree of Deacetylation
(DD%) of CS by "H NMR Spectroscopy

The '"H NMR spectrum of CS was obtained with Bruker
Avance 400 MHz at 60 °C by dissolving 5 mg of CS in
a mixture of D20/DCl (Vg =1940 pL/Vp =60 pL), the
solution was sonicated for 30 min and filtered through a 0.2-
pm syringe filter, and 800 pL of the solution was poured into
a tube NMR of 5 mm.

2.3 Preparation of Ibuprofen Polymeric
Nanoparticles (IBP-PNPs)

The IBP-PNPs were prepared by ionotropic gelation fol-
lowed by polyelectrolyte complexation technique [8]. 0.08%
(w/v) of CS was dissolved in 1% acetic acid; the pH of the
obtained solution was modified to 5.5 using 0.2 M NaOH.
0.075 g of NaAL was dissolved in 20 mL of Milli-Q water,
and the pH was modified to 5.3 using HCI 37%. 36 mM of
CaCl, solution was also prepared by dissolving it in Milli-Q
water. 100 mg of IBP was dissolved in a small volume of
ethanol, and then, it was added to the NaAL solution and
maintained under stirring until obtaining a homogeneous
suspension; the CaCl, solution was added dropwise through
aneedle syringe into the NaAL containing IBP under a high-
speed homogenization (11.000 rpm) to entrap the IBP in the
matrix gel, and 10 mL of CS solution was added slowly into
the alginate pre-gel and stirred for an additional 3 h under
the same speed to form a polyelectrolyte complex. The nan-
oparticles were recovered by centrifugation at 15,000 rpm
for 40 min at 4 °C by (Heraeus Biofuge Stratos, Thermo
Fisher Scientific, Inc.); the obtained pellet was dispersed in
Milli-Q water and freeze-dried using (Alpha 1-4 LD plus,
Martin Christ) for 15 h. The lyophilized powder was stored
for further study.

2.4 Encapsulation Efficiency (EE%) and Loading
Capacity (LC%)

To determine the (EE%) and (LC%), 100 mg of IBP-PNPs
was dispersed in 15 mL of distilled water, the solution was
put in an ultrasonic bath for 10 min followed by centrifuga-
tion at 15,000 rpm for 40 min at 4 °C, the absorbance of the
supernatant was measured at 265 nm using distilled water
as a blank, and the concentration of free non-entrapped IBP
was calculated from the calibration curve. Experiments are
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done in triplicate, and the mean of EE% and LC% were cal-
culated from Egs. (1) and (2):

EE% = ((Total drug added—Free non entrapped drug)
/Total drug added) x 100 (1)

LC% = (Entrapped Drug/Nanoparticles weight) x 100 (2)

2.5 Characterization of IBP-PNPs
2.5.1 Fourier Transform Infrared (FT-IR) Analysis

In order to study the different interactions between drug and
polymers, the NaAL, CS, IBP and IBP-PNPs were scanned
over a range of 500-4000 cm™! by FT-IR spectrophotometer
(FTIR-4100, Jasco).

2.5.2 Differential Scanning Calorimetry (DSC) Analysis

The thermograms of NaAL, CS, IBP and IBP-PNPs were
obtained by differential scanning calorimetry (DSC 131 Evo,
Setaram instrumentation), and a quantity of each product
was sealed in a hermetic aluminum pan. All samples were
subjected to a heating rate of 10 °C.min"! in a temperature
range from 20 to 300 °C under argon atmosphere. An empty
aluminum pan sealed in the same manner as the sample was
used as a reference.

2.5.3 Field-Emission Scanning Electron Microscopy
(FE-SEM)

A field-emission scanning electron microscope (JSM-7100F,
Jeol Ltd., Japan) has been used to determine the morphology
and size of IBP-PNPs at accelerating voltage 2 kV. A small
amount of freeze-dried nanoparticles was deposited on leit
adhesive carbon tabs.

2.6 InVitro Drug Release

The in vitro drug release of IBP was carried out a simu-
lated gastric fluid without enzyme (SGF pH =1.2), simu-
lated intestinal fluid without enzyme (SIF pH=6.8) and
phosphate buffer saline (PBS pH=7.4), a dip probe of UV
spectrophotometer (Cary 60 UV-Vis spectrophotometer,
Agilent Technologies) was immersed into the medium,
during a predetermined period of the in vitro release
experiment the absorbance is measured at a wavelength
of 265 nm in order to determinate the amount of IBP, and
the temperature and stirring of the system were maintained
at 37 °C and 50 rpm. The volume of the medium and the
mass of freeze-dried IBP-PNPs were fixed for the three

dissolution media (v=200 mL, m =50 mg). The results
were presented in terms of percentage drug release as a
function of time Eq (3):

Drug release (%) = (C,/Cy) X 100 ?3)

where C, represented the amount of IBP released into the
medium at time ¢ and C, represented the initial amount of
IBP loaded in the nanoparticles.

2.7 Kinetic and Mechanism of Release Analysis

In order to determine the kinetics and mechanism of IBP
release from nanoparticles, the analytical data of the
in vitro drug release study in the three dissolution media
were plotted and fitted to the following kinetic models:
zero-order, first-order, Higuchi, Korsmeyer—Pepass and
Kopcha (Table 1) [17-19].

2.8 InVitro Anti-inflammatory (Al) Activity

The (AI) activity of IBP-PNPs was assessed by using the
inhibition of the bovine serum albumin (BSA) denatura-
tion method [20] with slight modification, and the study
of (Al activity is divided into two parts: The first one is
the evaluation in water and the second one in the different
dissolution media (SGF, SIF and PBS).

2.8.1 Preparation of Samples for (Al) Activity Study
in Water

Stock solution of 2000 pg mL~! of IBP-PNPs is pre-
pared by using Milli-Q water as a solvent, and from this
solution three different concentrations of 1000, 500 and
250 pg mL~! were prepared. On the other hand, a solu-
tion of pure IBP at 1000 ug mL~" was prepared using the
same solvent.

Table 1 Mathematical equations of the models used to determine the
kinetics and mechanism of IBP release from nanoparticles

Zero-order 0, =0 + Kyt

First-order log Q, =log Q, + K;1/2.303
Higuchi 0, =Ky \/t
Korsmeyer—Pepass 0O, = Kypt"

Kopcha 0, = At'/? + Bt

@ Springer
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2.8.2 Preparation of Samples for (Al) Activity Study in SGF,
SIF and PBS

The IBP-PNPs were dispersed in SGF for 2 h, SIF and PBS
for 8 h.

All solutions prepared in both parts were centrifuged fol-
lowed by filtration through a 0.2-pm syringe filter to elimi-
nate the unreacted IBP.

2.8.3 Method of Evaluation of (Al) Activity

A solution of 0.2% w/v of BSA was prepared in a trizma
hydrochloride (Tris—HCI) buffer (pH=6.6, C=0.05 M).
500 pl of each sample prepared in Sects. 2.8.1 and 2.8.2
was transferred to a glass test tube, and 500 pl of 0.2% w/v
of BSA was added to the entire above tubes. The control tube
consists of 500 pl of 0.2% w/v BSA solution with 500 pl of
solvent used. The blank tubes contain 500 pl of each sample
and 500 pl Tris—HCI buffer. All the tubes were incubated
at 37 °C for 15 min and then heated at 72 °C for 5 min in
a water bath and then cooled for 10 min. Each experiment
was carried out in triplicate, and the mean absorbance was
recorded. The absorbance of these solutions was determined
at a wavelength of 660 nm using Tris—HCI buffer as blank.
The percentage of inhibition was determined using Eq (4):

% of inhibition =

absorbance of control — (absorbance of sample — absorbance of blanc)

ventilation) for 48 h for hatching. The mature nauplii are
selected in Petri dishes using a micropipette under an opti-
cal microscope. To undergo the cytotoxicity test, six con-
centrations were prepared (4000, 2000, 1000, 500, 250 and
125 ug mL™Y) using dimethyl sulfoxide (DMSO) as a sol-
vent, each tube contains ten mature nauplii, 500 uL DMSO,
100 pL of sample and 5000 pL of artificial seawater, and
on the other hand, a control tube without sample has been
prepared. Each concentration was done in triplicate. All the
tubes were placed in the incubator under the same conditions
mentioned above. After 24 h, the number of surviving larvae
was counted in each tube and the mortality was calculated
from Eq (6):

Mortality % = ((Test mortality — Control mortality)
/(100 — Control mortality)) X 100 (6)

3 Results and Discussion
3.1 DD% of CS by "H NMR Spectroscopy

DD% is among the characteristic parameters of CS because
it indicates the mole fraction of N-acetyl glucosamine units

x 100 “)

absorbance of control

2.9 InVitro Biodegradation

The rate of degradation of the IBP-PNPs was measured
according to the method [21]. Equal initial masses of NaAL,
CS and IBP-PNPS noted as m, were immersed in a solution
of PBS containing 800 mg.L~! of lysozyme and incubated
at 37 °C. At different intervals (24, 48, 72, 96 and 120 h)
samples are removed, washed with Milli-Q water to remove
all residues and then oven-dried at 40 °C and weighed, and
the weight of each product at different point is noted m,.
The percentage of degradation was calculated from Eq (5):

Degradation % = ((mg — m,) /mg) x 100 5)

2.10 Cytotoxicity by Brine Shrimp Lethality Assay

The brine shrimp lethality test suggested by Michael et al.
[22] is a simple, cheap and available tool for testing the
toxicity of different materials such as nanoparticles, plant
extracts, pharmaceuticals and food products [23]. The eggs
of Artemia salina are put in artificial seawater (with 38 g L™
salinity) [24] and placed in an incubator under the following
conditions (T=28 °C, constant flow of oxygen, light and

@ Springer

present in the polymeric chain. There are several techniques
for the determination of DD%, among them the most accu-
rate is NMR spectrometer. The NMR spectrum of CS is
shown in (Fig. 1). DD% was calculated from Eq (7) [25]
using the integral of methyl group signal residue of an acetyl
group (H-AC) and the sum of integral intensities of H-(2-6).

DD% = (1- (%HAC/ éH(z_é))) x 100 %)

The DD% obtained from the NMR spectrum is 83.63%,
and it is in the range mentioned by the supplier.

3.2 Encapsulation Efficiency (EE%) and Loading
Capacity (LC%)

The (EE%) of IBP-PNPs was calculated (Table 2), and the

result shows a very high encapsulation of 98.45% with
LC=32.81%.

3.3 FT-IR Analysis

To confirm the success of the synthesis of IBP-PNPs by
polyelectrolyte complexation, two points are taken into
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Fig.1 'H NMR spectrum of chitosan (CS) in D20/DCI at 60 °C

Table 2 Encapsulation efficiency (EE%) and loading capacity (LC%)
of IBP loaded nanoparticles

EE% LC%
Experiment 1 98.4557 32.8185
Experiment 2 98.5503 32.8501
Experiment 3 98.0436 32.6812
Mean+SD 98.3498 +0.2041 32.7832+£0.06804

our consideration: the interactions between two poly-
electrolytes and IBP entrapment. The FT-IR spectra of
CS, NaAL, IBP and IBP-PNPs are shown in (Fig. 2). CS
spectrum presents a peak to 3357.14 cm™! assigned to
—OH stretching vibrations, a large band at 3284.64 cm™!
represents the extension vibration of N-H and intermo-
lecular O—H bands, and the three peaks to 1656, 1570 and
1308.72 cm™~! indicate, respectively, C=0 stretching, N-H
stretching and C—N stretching, 2916.48 and 2871.89 cm™!
corresponding, respectively, to C—H asymmetric and sym-
metric vibration, 1030 cm~! indicate C—O-C stretching
vibration, at 1376.68 cm™' a CH, bending of amid group
[26-29]. In the case of NaAL, there are two characteris-
tic peaks at 1601.25, 1419.05 cm™" which are attributed

3.5 3.0 2.5

to the stretching vibrations of asymmetric and symmet-
ric bands of carboxylate anions (COO™), respectively, a
large band at 3263.63 cm™! correspond to —OH stretch-
ing vibrations, and the peak at 1300 cm™' is due to the
C-O stretching and the intense peak at 1030 cm™! cor-
responding to C—O-C stretching [26]. For IBP, the peak
at 3728 cm™! corresponds to —OH stretching vibrations,
the very intensive peak at 1702 cm~! due to the C=0
(COOH) stretching, to 1223 cm™" a peak correspondent to
C—C stretching, and the second intense peak at 775 cm™!
represents CH, rocking vibration, another intense peak at
929 cm~! due to CH; rocking vibration [30]. The spec-
trum of IBP-PNPs shows a shift in the characteristic peak
of the COO~ group from 1419.05 to 1400 cm™!, and this
change was due to the ion exchange between Na™ pre-
sent in the G residues and Ca’*. The band due to O-H
stretching vibration in CS and NaAL was a large band,
but in the IBP-PNPs spectrum became narrower and
this due to the increase in intermolecular O-H bending
between CS and NaAL, the appearance of a new peak at
1637.17 cm™" confirms the formation of -NH;C group
through the polyelectrolyte complexation, and the peak
responsible for the protonated amino group in CS also
shifted to 1546.19 cm™' [26]. It can be confirmed that the

@ Springer
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Fig.2 FT-IR spectra of sodium
Alginate (NaAL), chitosan —— NaAL
(CS), ibuprofen (IBP) and ibu- —CS8S
profen polymeric nanoparticles IBP-PNPs
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Fig.3 Thermograms of sodium
alginate (NaAL), chitosan (CS), NaAL
ibuprofen (IBP) and ibuprofen cS
polymeric nanoparticles (IBP-
PNPs) —IBP
IBP-PNPs
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COO™ group of NaAL is multifunctional and has a role in
cross-linking with Ca?* and the formation of polyelectro-
lyte by reacting with the amino group (-NH;*) of CS. The
responsible peak of the C—O-C stretching vibration of the
polysaccharide structure has not undergone any change,
and it has also appeared at 1030 cm™! in the IBP-PNPs
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spectrum; it suggest that glycosidic linkage does not play
any role, neither in ionic gelation or in polyelectrolyte
formation [31, 32]. The characteristic peak of IBP at
1702 cm™! appeared, but with very low intensity, the peak
due to CH, rocking vibration was shifted to 794 cm™!

s
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and all other peaks of IBP disappeared, of these changes
confirmed the encapsulation of IBP [33].

3.4 DSC Analysis

The physical state of NaAL, CS, IBP and IBP-PNPs was
examined by DSC, and their thermograms are shown in
Fig. 3. The IBP showed an endothermic peak correspond-
ing to its melting point at 78.5 °C. In the case of NaAL, the
dehydration of the polymer was at 122.4 °C with an endo-
thermic peak. At 241.69, 260.73 and 297.5 °C, the exother-
mic peaks correspond to the decomposition of polymer and
the decarboxylation of COO™ groups [31]. The thermogram
of CS showed a large endothermic peak at 102.08 °C which
corresponds to the evaporation of water, and the exothermic
peak at 288 °C is the result of the decomposition of the
amine groups present in CS [28]. The IBP-PNPs thermo-
gram showed an endothermic peak at 119 °C, this one is the
result of the dehydration of the nanoparticles, the endother-
mic peak at 207 °C and exothermic peak at 290 °C corre-
sponding to the degradation of the polyelectrolyte complex
by dehydration of the hydrophilic groups are present in the
polymers as well as the depolymerization by oxidation and
decarboxylation [31]. The endothermic peak corresponding
to the melting point of IBP was shifted to 70 °C with a very
low intensity; this change is reflected in a decrease in IBP
crystallinity [33]. The DSC confirmed the encapsulation of
the drug and polyelectrolyte complexation.

3.5 FE-SEM

The IBP-PNPs have a regular spherical shape with a size of
approximately 100 nm (Fig. 4), an optimal size for the drug
delivery system to enhance permeability, retention, cross

- 100nm JEOL
2.00kV LED SEM

11/11/2018
WD 9.7mm 15:50:15

x35,000

Fig.4 FE-SEM of ibuprofen polymeric nanoparticles (IBP-PNPs)

the blood-brain barrier and facilitate the clearance by the
body [34, 35].

3.6 InVitro Drug Release

The drug release profile of the IBP in different dissolution
media from the nanoparticles is shown in Fig. 5, as observed
8.47% of IBP was released at pH 1.2 after 2 h, the nanopar-
ticles can still retain a large amount of IBP, and they have
minimized the total loss of the drug in the gastric medium
due to the coating of the nanoparticles by the positive charge
of CS and its low swelling in the acidic medium and con-
sequently the imprisonment of the drug in the narrow 3D
network of nanoparticles. In the SIF and PBS, 88.74 and
81.52% of IBP, respectively, were released in 8 h, the release
in alkaline media (SIF and PBS) was faster, respectively,
31.04 and 41.66% of IBP released for 2 h compared to the
gastric medium which released 8.47% only during the same
period, and this suggests that the nanoparticles are pH-sen-
sitive. A medium with a higher pH was more responsive to
the positive charge of CS, and this facilitates the penetration
of the medium into the nanoparticles and consequently the
release of IBP [36]. The second factor that contributes to
the release of IBP is the swelling of NaAL cross-linking
by CaCl, due to the ion exchange between the Ca>* which
are binding with COO~ groups with Na* ions present in the
external solution, as a result of the electrostatic repulsion
among —COO™ groups increases which ultimately causes
the chain relaxation and enhances the release of drug [37].

100
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Fig.5 In vitro drug release of ibuprofen (IBP) in simulated gas-
tric fluid without enzyme (SGF pH=1.2), simulated intestinal fluid
without enzyme (SIF pH=6.8) and phosphate buffer saline (PBS
pH=7.4)
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Table 3 Regression coefficients

5 Zero-order First-order Higuchi Korsmeyer—Pepass
(R") and the release rate
constants (K) of each model R? K R? K R? K R? K n
SGF  0.9808 0.0852 0.8059 0.0377 09375 1.1706 0.9836 2.28x10™*  1.7762
SIF 09919  0.1792 09176  0.0041 0.9634 4.8035 0.9795 2.6521 0.5185
PBS  0.942 0.1452  0.6365 0.0039 0.9908 4.0533 0.9424  1.1948 0.7056

Table 4 Values for the exponent n of the Korsmeyer—Peppas equation
and the drug release mechanism from spherical nanoparticles [18]

Table 6 Anti-inflammatory activity of IBP-loaded nanoparticles in
Milli-Q water

n Mechanism
0.43<n Fickian diffusion
043<n<0.85 Non-Fickian transport
(anomalous diffu-
sion)
n=0.85 Case II transport
n>0.85 Super case II transport
Table 5 Diffusion and erosion pH A B
constants of Kopcha model for
each medium 1.2 -0.2532 0.0949
6.8 2.9413 0.0191
74 1.0897 0.1872

3.7 Kinetic and Mechanism of Release Analysis

Table 3 presents the different parameters obtained for
each model. In all three dissolution media studied, the
coefficient of correlation R? in the zeroth order is higher
than the first order, which means that the drug release is
independent of its concentration. Zero-order release with
which the drug is released with a constant speed is the
ideal goal in the drug release because the plasma con-
centration is well-controlled while avoiding repeated
administrations [17]. To evaluate the mechanisms of IBP
release a combination of three models was used. Higuchi
model is based on Fick’s law where the quantity of the
drug released is proportional to the square root of time
[17], in some cases, the mechanism may deviate from
Fickian diffusion and following another mechanism, in
this case, another complementary model was developed
by Korsmeyer—Peppas employed [18], and this model uses
the exponent release (n) (Table 4) to determinate by which
mechanism the drug is released. In SIF and PBS, the value
of n is, respectively, 0.5185 and 0.7056 so the mechanism
that controls the release of IBP in these two dissolution
media is non-Fickian transport. (The mechanisms of IBP
release can be diffusion controlled or erosion controlled.)
The value of n in SGF is 1.7762; it indicates super case 11
transport (or drug release that is erosion-controlled). The

@ Springer

Concentration (pug mL™") % Inhibition + SD

2000 101.7311907 +£1.9220
1000 101.3659606 £4.9122
500 92.64207451+£2.4324
250 76.01899196 +2.4978

Pure IBP (1000 pg mL ™) 56.135026 +£3.6657

results of the Kopcha model (Table 5) indicate that the
release mechanism in SIF and PBS is diffusion-controlled
(A diffusional constant > B erosion constant) and confirms
that IBP is released by erosion controlled (B erosion con-
stant > A diffusional constant) [19].

3.8 In Vitro Anti-inflammatory Activity

To confirm the effectiveness of nanoencapsulation and its
influence on the solubility of IBP, the in vitro drug release
study is not enough, and it is necessary to evaluate the (Al)
activity of IBP-PNPs. Among the pharmacological actions
of (NSAID), it is the inhibition of protein denaturation [20];
this point has been exploited to calculate the ability of IBP-
PNPs to inhibit inflammation in water and in the different
dissolution media.

3.8.1 Evaluation of (Al) Activity in Water

The (AI) activity of pure IBP and IBP-PNPs at different
concentrations is illustrated in Table 6. The results indi-
cate that the IBP-PNPs reached a percentage inhibition of
76.01% for the lowest concentration mentioned in the table
(250 pg mL™!) compared to 56.13% for 1000 pg mL~! of
pure IBP. The low solubility of IBP in water is the main
cause of the low percentage inhibition, the nanoencapsula-
tion increased the biological activity, and this is due to the
increase in the solubility of the drug.

3.8.2 Evaluation of (Al) Activity in SGF, SIF and PBS
The results of the comparative study of the (AI) activity of

the IBP-PNPs in the three dissolution media are illustrated
in Fig. 6. The histogram indicates a low activity of 26.45%
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Fig. 6 In vitro anti-inflammatory (Al) activity of ibuprofen polymeric
nanoparticles (IBP-PNPs) in simulated gastric fluid without enzyme
(SGF pH=1.2), simulated intestinal fluid without enzyme (SIF
pH=6.8) and phosphate buffer saline (PBS pH=7.4)

80 -

70

% Of biodegradation

24 48 72

Time (h)

in the SGF and a good activity in the SIF and PBS, respec-
tively, (88.81 and 61.63%) which confirms once again that
the IBP-PNPs are pH-sensitive. In the SIF and PBS, there
is a large amount of IBP that has spread compared to the
SGF where the IBP-PNPs have retained a large amount of
the drug due to the stimuli-responsive behavior of smart
polymers (NaAL/CS).

Nanoencapsulation decreases the particle size and there-
fore increases the surface area, and the particle size of IBP-
PNPs is around of 100 nm which means the greater surface
area that contributes to the enhancement of drug solubility
according to the Noyes—Whitney equation (Eq 8) relates the
rate of dissolution to the proprieties of the solid [2].

dx A D

Fr @(Cs -C) 8)

dx/dt: Dissolution rate (mol s™'), A: Surface area (m?), D:
Diffusion coefficient (m?s™"), hp: Diffusional distance (m),
Cs: Saturation solubility (mol L™!), C,: Concentration of
drug dissolved at r (mol L™"), which dx/dt is proportional to
the surface area (A) and the difference between the saturation
solubility and instantaneous concentration.

mCS
B Na-AL
7 IBP-PNPs

96 120

Fig. 7 In vitro biodegradation of chitosan (CS), sodium alginate (NaAL) and ibuprofen polymeric nanoparticles (IBP-PNPs) by lysozyme
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3.9 InVitro Biodegradation

The IBP-PNPs showed biodegradation of 40% (Fig. 7), and
this is due to the incorporation of the active ingredient which
is non-biodegradable in NaAL and CS two macromolecules
which are known for their biodegradability.

3.10 Brine Shrimp Lethality Assay

The cytotoxicity study of the IBP-PNPs gives us information
to determine the effect of the toxicity on the targeted cells.
The cytotoxicity of IBP-PNPs was studied on the Artemia
salina. The percentage of mortality was calculated, and the
results are listed in Table 7. The IBP-PNPs have no risk of
toxicity even at very high concentrations; the highest per-
centage of mortality was 1.33% which is almost negligible.
The encapsulation of IBP in a non-toxic polymeric system
has a remarkable effect on the cytotoxicity of IBP-PNPs.

4 Conclusion

In order to solve the problem of the short plasma half-life
and poor solubility of IBP, the (NSAID) most prescribed
and used, a nano-polymeric system based on NaAL and CS,
two mucoadhesive polymers have been developed by a sim-
ple technique which offered the higher encapsulation effi-
ciency of 98.45% with an adequate size for the drug delivery

Table 7 Percentage mortality of Artemia salina after exposed to vari-
ous concentrations of IBP-PNPs

Concentration Test 1 Test 1 Test 1 % Mortality
(ug mL™")

4000 1 1 0 1.33

2000 0 0 1 0.66

1000 0 1 0 0.33

500 0 1 1 0.66

250 1 0 0 0.33

125 1 0 0 0.33

@ Springer

system. FT-IR, DSC and FE-SEM confirm the polyelectro-
lyte formation and nanoencapsulation of the drug. The study
of the (AI) activity shows that the incorporation of IBP in
NaAL and CS increases its solubility and consequently its
biological activity. Mathematical models indicate that the
release of the drug is not done with only one mechanism in
the different media, one can have several at a time, and this
is related to several factors such as the interactions of the
drug with the polymeric system in which it is encapsulated;
the behavior of polymers that changes with the properties of
each medium that will cross them (pH, temperature). IBP-
PNPs can achieve pseudo-zero-order release for a period of
8 h. In vitro biodegradation and brine shrimp lethality tests
and all the tests cited above confirm that NaAL nanoparticles
coated with CS are a highly effective system for IBP delivery
with no toxic effects.
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ABSTRACT

Inclusion complexes (ICs) of metronidazole (MTZ) with B-cyclodextrin (BCD) and its derivative 2-
hydroxypropyl-8-cyclodextrin (HPBCD) were prepared to improve its apparent solubility. A 1:1 stoichiom-
etry has been proposed for both ICs according to the Job’s plots. The estimation of association constants
and thermodynamic parameters demonstrated that the incorporation of MTZ in both cavities of cyclodex-
trins (CDs) is a spontaneous exothermic process. Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), two-
dimensional (2D) NMR, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and scanning electron microscopy
(SEM) investigations were used to ascertain the structure of ICs and that prove their formation. Ther-
mal analysis showed that the thermal stability of MTZ was improved in the presence of both CDs. The
in vitro drug release of ICs showed a considerable increase in the dissolution rate in comparison with
the pure MTZ. An improvement of antibacterial activity was observed after encapsulation, especially for
MTZ-HPBCD IC. Then chitosan (CS) nanoparticles (NPs) were prepared from the preformed MTZ-HPBCD
IC by ionic gelation method. FTIR confirmed that MTZ-HPBCD IC has successfully entrapped in CS NPs.
Transmission electron microscopy (TEM), field emission scanning electron microscopy (FE-SEM) images
and dynamic light scattering (DLS) show that the NPs have a spherical shape with a uniform diameter.
The in vitro release profile of NPs showed a controlled-release of MTZ suggesting that such MTZ-HPBCD
IC-loaded CS NPs can be an efficient alternative to modify the MTZ release and increase its solubility.

© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

lation for DDS, but it is recommended that the materials used for
their synthesis have certain properties such as being biocompati-

Drug delivery systems (DDS) have been proposed to overcome
conventional drug constraints such as limited aqueous solubility
and lack of targeting, improve therapeutic indices in humans or
animals, enhance the bioavailability and bioactivity of the drug,
and protect drugs from degradation [1-5]. In the literature differ-
ent DDS have been proposed in different formulations such as lipo-
somes, hydrogels, cyclodextrins, films, nanoparticles, microspheres,
and some others [1]. However, there is no ideal structure or formu-
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ble, nontoxic, non-immunogenic, non-carcinogenic, have an accept-
able biodegradation time, easily cleared from the body, and can
protect the drug until the target site [1,5]. Polymeric nanoparti-
cles (NPs) and cyclodextrins (CDs) are considered relevant systems
in DDS due to their unique and promising behaviors. NPs can en-
hance the bioavailability and stability of the drug, modify drug re-
lease profile, and facilitate uptake of the drug by the cells. On the
other hand, CDs can improve certain properties of the drug such
as solubility, thermal stability, taste, chemical reactivity, and pro-
tect photosensitive drugs from degradation [1].

NPs are colloidal systems smaller than 1 pm in diameter size
which facilitates their passage through cell barriers to reach the
target site [6]. NPs based on chitosan (CS) are considered among
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Fig. 1. Chemical structure of (a) S-cyclodextrin and (b) 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin.

promising DDS due to the mucoadhesive, biocompatibility, non-
toxicity, and biodegradability of CS [7]. They can be synthesized
by various techniques such as ionic gelation [8], emulsification
crosslinking, coacervation, and solvent evaporation [7].

CDs are nontoxic cyclic oligomers of glucose family composed
of a-D-glucopyranose units linked by «-(1,4) bonds, obtained in
1903 by bacterial digest (Bacillus amylobacter and Bacillus macer-
ans) of potato starch digestion by Franz Schardinger. CDs are pro-
duced by a relatively simple enzymatic degradation of starch by cy-
clodextrin glycosyl transferase (CGT-ase) [9-11]. CDs have a struc-
ture that looks like a truncated cone or donut with two open ends
due to their chair conformation of glucopyranose units. They are
containing six units («-cyclodextrin), seven (f-cyclodextrin), eight
(y-cyclodextrin) or more «-(1, 4)-linked «-D-glucopyranose units
[12,13]. Due to their high biocompatibility and lack of biotoxicity,
they were exploited in several areas such as the chemical industry,
cosmetics, food [14], nucleic acids delivery [9,15], and as protein
stabilizers to protect them against denaturation [16]. In the phar-
maceutical field, they have been used to develop potential drugs
[13] where they can be found in commercially available drugs in-
cluding eye drops, tablets, and ointments, or more [14]. CDs dis-
play a hydrophilic outer surface and a hydrophobic environment
inside the cavity. This unique property is due to the presence of
the primary hydroxyl groups located at the narrow edge of the ex-
terior cone and the secondary hydroxyl groups at the wider edge,
whereas the lipophilic cavity is due to the presence of the oxygen
atoms and skeletal carbons of the glycosidic bonds [10,13,14]. This
unique behavior allows CDs to incorporate hydrophobic molecules
or hydrophobic moieties and the formation of host-guest inclusion
complexes (ICs) in solution or solid-state [9,14]. The inclusion com-
plexation brings several changes to the physicochemical properties
of the guest molecule entrapped within the CD cavity which ex-
plains their widespread applications in various areas [17].

B-cyclodextrin (BCD) (Fig. 1a) is one of the most used
native CDs in the formation of ICs (solubility in water at
25 °C = 18.5 mgmL-') [18]. Several derivatives of the BCD
have been synthesized, the most used in the pharmaceutical field
are the heptakis (2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin (DIMEB), (2,3,6-
tri-O-methyl)- 8-cyclodextrin (TRIMEB), randomly methylated-g-
cyclodextrins (RAMEB), low methylated-S-cyclodextrin (CRYSMEB),
sulfobutylether B-cyclodextrin (SBE-BCD) and 2-hydroxypropyl-g-
cyclodextrin (HPBCD). HPBCD (Fig. 1b) is one of the hydrophilic
derivatives of BCD [10,19] obtained by chemical modification of al-
kaline solution of BCD with propylene oxide (solubility in water at
25 °C = 500 mg.mL~') [20].

Metronidazole [1-(2-hydroxyethyl)—2-methyl 5-nitroimidazole]
(MTZ) (Fig. 2) is one of the most important antibiotics in the group
of 5-nitroimidazoles. It was discovered in 1950 at Poulenc research
laboratories. At first, it proved its effectiveness against infections

HO

N CHs

\

N

02N

Fig. 2. Chemical structure of metronidazole.

caused by Trichomonas vaginalis. Currently, it is prescribed to treat
several infections caused by various microorganisms [21-23]. MTZ
is widely used in oral administration but other forms exist such
as gels, ointments, suppositories, and also for periodontal diseases
[23,24]. The weak apparent solubility of MTZ in water limits its use
for aqueous formulations [21,25]. Repetitive oral administration of
MTZ causes real problems in patients such as vomiting and nausea,
and provokes concerns about its carcinogenicity [23,24]. Therefore,
the introduction of MTZ into a DDS is recommended to reduce its
side effects, extend or control its release for good compliance, im-
prove its solubility, and reach the required bioactivity. Many re-
search studies used MTZ as a model drug to develop a DDS for
oral administration, among them; we have those who have formed
ICs with CDs to enhance its water solubility and stability [25-27].
Apart from CDs, others used NPs as an incorporating matrix to
control and sustain the release behavior of MTZ [28,29].

Very limited studies have been worked on the introduction of
(active compounds -CDs) IC in nanostructures such for drug deliv-
ery [1,15,21,30], essential oils [31], food chemistry [32], flavors and
fragrances such as vanillin [33] and menthol [34]. That showed a
prolonged shelf life and stability at high temperatures when they
have been incorporated into the CDs cavity before being encapsu-
lated in nanosystems.

In this study, MTZ was complexed with BCD and HPBCD to
form ICs using an aqueous solution-stirring method followed by
lyophilization. The study focused firstly on assessing the potential
of the two CDs to improve MTZ’s apparent solubility and investi-
gate their ability to enhance its antibacterial activity against var-
ious bacteria. Association constants and thermodynamic parame-
ters have been estimated to deliver quantitative data concerning
the incorporation of MTZ while complexed with the two CDs. The
structure and physicochemical properties of both ICs were evalu-
ated by nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) studies,
2D NMR, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM), thermal analysis, and in vitro drug re-
lease studies. The second part of this study was the development
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of the first time carried out of MTZ-HPBCD inclusion complex -
loaded chitosan nanoparticles by ionic gelation to control its re-
lease. The obtained nanoparticles were characterized by FTIR, and
in vitro dissolution study was carried out. The morphology and
size distribution were determined using transmission electron mi-
croscopy (TEM), field emission scanning electron microscopy (FE-
SEM), and dynamic light scattering (DLS).

2. Experimental
2.1. Materials

Metronidazole (MTZ) was supplied by AAHP Co.Ltd. (Con-
stantine, Algeria). B-cyclodextrin (BCD), 2-hydroxypropyl-gS-
cyclodextrin (HPBCD) (molecular weight, 1460 Da/ degree of
substitution, 0.8), and chitosan (CS) medium molecular weight
(190,000-310,000 Da) were purchased from Sigma-Aldrich. Sodium
tripolyphosphate (TPP) was purchased from Acros Organics.
Mueller-Hinton broth (MHB) was purchased from Scharlau Mi-
crobiology. All other reagents are of analytical grade. All products
were used without further purification.

2.2. Stoichiometry by Job’s plot (continuous variation method)

The stoichiometry of MTZ-BCD and MTZ-HPBCD ICs was deter-
mined by the continuous variation method (Job’s plot) [35]. Us-
ing this method we vary the concentrations of the guest and host
molecule and we examine the physical property (P), which could
be either a chemical shift (A §) for NMR [36], an intensity for
fluorescence spectroscopy (I) [37], or absorbance (ABS) for UV-VIS
spectroscopy [35]; the latter which was used in this work. A so-
lution series was prepared at 293.1 K for each CD and MTZ in
various concentrations provided that the sum of the concentra-
tions ([MTZ] + [CDs]) was kept constant. ABS was measured at
A max for each solution with a UV-Vis spectrophotometer (Var-
ian Cary 60, Agilent Technologies). The stoichiometry of the ICs
was obtained by plotting A ABS x R against R, where R = [MTZ]/
([MTZ] + [CDs]) and A ABS is the difference in absorbance of MTZ
with and without CDs. The value of R corresponds to the maxi-
mum deviation giving us the stoichiometry (i.e., the MTZ:CDs ratio
is 1:1if R = 0.5, 1:2 if R = 0.33, and 2:1 if R = 0.66) [38].

2.3. The association constants (Ka) and thermodynamic parameters

The association constants (Ka) of MTZ-BCD and MTZ-HPBCD
ICs have been calculated by UV-VIS spectroscopy. As the MTZ
molecule goes from the polar aqueous solution to the apolar cav-
ity of CDs to form ICs, a change in the molar extinction coeffi-
cient (A¢) of the chromophore of MTZ occurs. The changes in ab-
sorbance (A A) of MTZ were studied against increasing concen-
trations of CDs at different temperatures [38,39]. The double re-
ciprocal plots have been obtained using (Eq. (1)), according to the
reliable Benesi-Hildebrand method for 1:1 host-guest IC.

1 1 1 1 ]
AA~ Ae[MIZIK, < [CD] T Ae[MTZ] (1)

Where A A is the difference in absorbance of MTZ with and
without BCD or HPBCD.

The enthalpy and entropy changes (AH and AS) of MTZ-BCD
and MTZ-HPBCD ICs have been calculated using the van’'t Hoff
equation (Eq. (2)). The free Gibbs energy change (AG) was ob-
tained from the Gibbs-Helmholtz equation (Eq. (3))

AH®  AS°

ke = = + = )

AG = AH —TAS 3)
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Where, R stands for the gas constanf[J.K-1.mol-'] and T de-
notes the absolute temperature [K].

2.4. Phase-solubility study

A phase-solubility study was carried out to compare the solu-
bilization effect between BCD and HPBCD on the solubility of MTZ
according to Higuchi and Connors [40]. An excess amount of MTZ
(70 mM) was mixed with increasing amounts of CDs (14-70 mM)
in amber glass vials using distilled water as a solvent. Vials were
sealed and shaken at 25 °C under mild agitation (120 rpm) for five
days until reaching equilibrium. After the indicated period, all sam-
ples were filtered through a 0.22 pm syringe filter and appropri-
ately diluted. Then, the concentration of MTZ for each sample was
spectrophotometrically determined at 320 nm (Varian Cary 60, Ag-
ilent Technologies). The complexation efficiency (CE) and the molar
ratio to form a water-soluble complex (MTZ:CDs) have been calcu-
lated from the straight line of phase solubility diagrams using the
following equations.

Slope
CE= 1 — Slope ()
) .. (CE+1
MTZ.CDs_l.( G ) (5)

2.5. Preparation of physical mixtures (PMs) and inclusion complexes
(ICs)

The syntheses of physical mixtures (PMs) and inclusion com-
plexes (ICs) were based on the results obtained in the Job’s plot,
phase solubility studies, and Benesi-Hildebrand with a molar ratio
of 1:1.

Physical mixture (PM): Physical mixtures were prepared by mix-
ing the masses of MTZ and CDs at a 1:1 molecular ratio in a mortar
until a mixture of homogeneous appearance was obtained.

Inclusion complexes by the freeze-drying method: Freeze-dried in-
clusion complexes (ICs) were prepared by mixing the required sto-
ichiometric amount of MTZ (1 mmol) with CDs (1 mml) using dis-
tilled water (30 mL) as a solvent under mild stirring (120 rpm) for
24 h at 25 °C. The resulting solution was lyophilized with a freeze
dryer (Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ) for 18 h. The lyophilized
products were used for all characterization analyse.

2.6. Characterization of ICs

2.6.1. TH NMR and two-dimensional (2D) NMR spectra analysis

To confirm the inclusion of MTZ within CDs and examine the
spatial disposition of MTZ into the CDs cavity, 'H NMR spectra as
well 2D nuclear overhauser effect spectroscopy (NOESY) and rotat-
ing frame overhauser effect spectroscopy (ROESY) were recorded at
25 °C in D,0 solvent with Bruker Avance 400 MHz spectrometer.

2.6.2. FTIR analysis

FTIR spectra of MTZ, HPBCD, MTZ-BCD IC, and MTZ-HPBCD IC
were obtained between 500 and 4000 cm~! by a spectrometer
(iD7 ATR Nicolet iS5, Thermo Fischer Scientific Inc, USA).

2.6.3. Thermogravimetric analysis (TGA) and differential
thermogravimetric analysis (DTG)

The thermal decomposition of the samples was studied in terms
of percentage of weight loss using a thermogravimetric analyzer
(Q50, TA Instruments) at a heating rate of 10 °C.min~! from 25 °C
to 500 °C under a nitrogen gas flow.
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2.6.4. Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC (Q2000, TA Instruments) was used to study the thermal
behavior of MTZ, BCD, and HPBCD, as well as their PMs and ICs
between 25 and 300 °C at a heating rate of 10 °C.min~! under ni-
trogen gas.

2.6.5. Scanning electron microscopy (SEM)

To study the various changes brought about by the inclusion of
MTZ in CDs on the morphology of complexes. MTZ, BCD, HPBCD,
MTZ-BCD PM, MTZ-BCD IC, MTZ- HPBCD PM, and MTZ-HPBCD IC
were visualized by scanning electron microscope (TESCAN, VEGA3).
The samples were deposited on copper adhesive tape with an ac-
celerating voltage of 30.0 kV.

2.6.6. In vitro release studies of ICs

In vitro drug release of MTZ from pure MTZ, MTZ-BCD PM, MTZ-
BCD IC, MTZ-HPBCD PM, and MTZ-HPBCD IC was carried for about
2 h time in 300 mL of PBS (pH = 7.4) and distilled water (Tem-
perature = 37 °C £ 0.5 °C, shaking rate = 70 rpm). Every 5 min,
5 mL of dissolution medium was taken and replaced by 5 mL of
fresh dissolution medium. The samples taken were filtered through
a 0.22 pm syringe filter to measure the amount of MTZ released
with a spectrophotometer (Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies)
at 320 nm.

2.7. Antibacterial activity (ABA)

To highlight the antibacterial capacity of both ICs, a compar-
ative study between the antibacterial activity (ABA) of pure MTZ
and their corresponding ICs was carried out by micro-well dilu-
tion assay [41,42] against four ATCC (American type culture col-
lection) bacterial strains: Gram-negative (Escherichia coli (E.coli)
25922, Salmonella 13076) and Gram-positive (Staphylococcus aureus
(S. aureus) 25923, Bacillus cereus 10876). The MTZ concentration
was the same in all three samples. Bacterial strains were cultivated
at 37 °C in Mueller-Hinton broth (MHB) for 18 h of incubation. Mi-
crobial suspensions were made in sterile saline (0.9% NaCl) and
their turbidity was standardized to 0.5 McFarland (corresponding
106 CFU.mL-!). The stock solutions (170 ug.mL~!) of the samples
were prepared in sterile distilled water and two serial dilutions
were performed (85 and 42.5 pg.mL-1). The 96-well plates were
prepared by dispensing into each well a 100 pL of MHB inoculated
with 106 CFU.mL-! and 100 pL aliquot from the stock or the se-
rial dilutions solution. The negative control consists of 200 pL of
MHB inoculated with 106 CFU.mL-'. The plates were mixed on a
microplate shaker at 200 rpm for 15 s and then incubated at 37 °C
for 24 h. Microbial growth was determined by reading optical den-
sity at 630 nm using a microplate reader (ELx800, BioTek Instru-
ments, USA).

2.8. Entrapment of MTZ-HPBCD IC into CS-TPP NPs

2.8.1. Synthesis of NPs

Synthesis of CS-TPP blank NPs: blank NPs were synthesized by
ionic gelation technique with TPP crosslinking as described in pre-
vious reports [43-45]. CS was dissolved in 3% acetic acid solution
at 0.1% (w/v). Then, the pH of the CS solution was adjusted to 4.5
using 0.1 N NaOH. TPP was dissolved in deionized water to yield a
concentration of 1 mg.mL~! at pH = 4.1 (pH was adjusted by hy-
drochloric acid). NPs were spontaneously formed by pouring (drop-
wise) TPP solution (1 mL) into CS solution (5 mL) under a high-
speed stirring (8000 rpm). To ensure the crosslinking process the
mixture was stirred for an additional 30 min. The obtained sus-
pension was subsequently centrifuged at 15.000 rpm for 40 min
at 4 °C by (Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Fisher Scientific). The
pellet was dispersed in Milli-Q water and sonicated for 5 min, then
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freeze-dried with (Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ) for 16 h. The
freeze-dried NPs were either re-dispersed in Milli-Q water or, used
directly for characterization and other experiments.

Synthesis of MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs: MTZ-HPBCD IC -
loaded CS-TPP NPs were prepared and recovered using the similar
procedure as described above for preparing the CS-TPP blank NPs.
The MTZ-HPBCD IC (1 mL) was mixed with TPP solution (1 mL)
before the nanoparticles formation. This mixture was then added
dropwise into the CS solution (5 mL) which leads to the sponta-
neous formation of NPs and the encapsulation of the IC into NPs.

2.8.2. Characterization of MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs

2.8.2.1. FTIR analysis. The FTIR spectra of CS, TPP, MTZ-HPBCD IC,
CS-TPP blank NPs, and MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs were
recorded using a Nicolet iS5 Spectrometer equipped with an iD7
ATR accessory (Thermo Fischer Scientific Inc, USA), over a scan
range of 500-4000 cm™1,

2.8.2.2. Morphology and size. The particle size and morphology of
NPs were evaluated by transmission electron microscopy (TEM)
and field emission scanning electron microscopy (FE-SEM). Di-
luted suspension of MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs was ultra-
sonicated for 5 min to avoid aggregation and then dropped onto
the carbon-coated copper grid. The grid was examined under
200 kV accelerating voltage with a transmission electron micro-
scope (G2, Tecnai). Freeze-dried MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP
NPs was deposited on carbon adhesive tape. FE-SEM images were
recorded with a field emission scanning electron microscope (JEOL
JSM-7100F JEOL Ltd, Japan) at an acceleration voltage of 2 kV. Hy-
drodynamic size and distribution of NPs were examined by dy-
namic light scattering (Zetasizer Ultra, Malvern Panalytical).

2.8.3. In vitro drug release and kinetic analysis of dissolution data of
NPs

The in vitro drug release from MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP
NPs was investigated in phosphate buffer saline (PBS) pH = 7.4
(Temperature = 37 °C £+ 0.5 °C, shaking rate = 70 rpm). At reg-
ular time intervals, 5 mL were withdrawn from the suspension
and replaced by an equal volume of fresh PBS. Samples were fil-
tered through a 0.22 um syringe filter. The amount of MTZ released
was determined spectrophotometrically at A = 320 nm (Cary 60
UV-Vis, Agilent Technologies). To describe the release kinetics and
mechanism of NPs, the release data were fitted to the following
models: zero-order (Eq. (6)), first-order (Eq. (7)), and Korsmeyer-
Pepass (Eq. (8)) [46].

Qr = Qo4 Kot (6)
log Q: = log Qo + K;t/2.303 (7)
Q¢ = Kypt" (8)

Where Q; is the quantity of drug released in time t and Qg is
the initial quantity of the drug. K, K;, and Kgp are the speed con-
stants of each model. n is the release exponent.

3. Results and discussion
3.1. Stoichiometry by Job’s plot (continuous variation method)

For both curves (Fig. 3), the maximum value of R was 0.5 which
indicates a stoichiometry of 1:1 between MTZ and both CDs.
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Fig. 4. Benesi-Hildebrand plots of (a) MTZ-BCD system and (b) MTZ-HPBCD system.
Table 1
Association constant (Ka) and thermodynamic parameters during the association of MTZ with BCD and HPBCD.
BCD HPBCD
Temperature  Ka x 10>  AG AH AS Ka x 10> AG AH AS
(K) [M-1] [kl.mol-']  [Kl.mol']  [JK'.mol-'] [M] [kJ.mol-']  [KL.mol~']  [J.K'.mol™!]
293.15 9.635 —22.357 3.071 —19.629
303.15 7.625 —22.530 2.728 -19.857
308.15 7171 —22.744 -12.159 34.53 2.452 -19.971 12.943 22.807
313.15 6.823 —22.984 2.257 —20.085
318.15 6.488 —23.217 2.020 —20.199

3.2. The association constants (Ka) and thermodynamic parameters

The association constant values of each system have been de-
termined from Benesi-Hildebrand plots over the temperature range
from 293.15 K to 318.15 K (Fig. 4) by dividing the intercept by the
slope of the straight line of 1/AA = f([CDs]) plots [38,39]. The lin-
earity of the plots (Fig. 4) suggests 1:1 stoichiometry for both ICs.
The van’t Hoff graphs (Fig. 5) plotted over a short range of tem-
perature (293.15-318.15 K) show a linear function for both systems
between In (Ka) and (1/T). The Ka values decreased with increas-
ing temperature, with negative values of AH for MTZ-BCD and
MTZ-HPBCD ICs (Table 1), suggesting that the inclusion process is

exothermic. The values of AG (Table 1) were found negative, in-
dicating that the inclusion of MTZ in BCD and HPBCD takes place
spontaneously [39]. For both systems, entropy gain was observed
(Table 1) which is favorable for spontaneity and stability of com-
plex formation and making the overall process thermodynamically
favorable. Usually, an increase in entropy value is considered as a
sign of the presence of hydrophobic interactions between host and
guest. A combination of a positive value of AS and a negative value
of AH means that the hydrophobic interactions, hydrogen bond-
ing, and van der Waals forces take places in ICs formation. In the
same respect, a positive value of AS with a higher negative value
of AH suggests that the driving forces for the formation of com-
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Fig. 6. Phase solubility diagrams of MTZ with BCD and HPBCD at 25 °C.

plexes are essentially hydrogen bonds and electrostatic forces [47].
Thus, it's very likely that the hydrogen bonding, hydrophobic in-
teractions, and electrostatic forces are present in the MTZ-BCD and
MTZ-HPBCD complexes formation. The positive value of entropy is
also probably due to the incorporation of MTZ in the CDs cavity
and the release of water molecules [47,48].

3.3. Phase solubility study

The phase solubility diagrams for MTZ-BCD and MTZ-HPBCD
complex formation were illustrated in Fig. 6. The first portion of
the MTZ-BCD solubility curve shows an increase in the apparent
solubility of MTZ as a function of BCD before the plateau region is
reached, while the MTZ solubility increased linearly with the con-
centrations of the HPBCD. This might be due to the low solubility
of BCD in the water at 25 °C compared with HPBCD, which is sol-
uble in water due to the hydroxyl groups present in the molecule.
The solubility curve of MTZ in the presence of HPBCD is classi-
fied as AL-type and the solubility diagram of MTZ-BCD belongs to

Table 2
The complexation efficiency (CE) and molar ratio to form a water-soluble com-
plex (MTZ:CDs).

BCD HPBCD
CE 017 0.42
Molar ratio to form a water-soluble complex (MTZ:CDs) 1:7 1:3

a B-type according to the classification introduced by Higuchi and
Connors [40]. The ascending linear portion of MTZ-BCD and MTZ-
HPBCD curves had a slope of less than one, suggesting that 1:1
stoichiometry was formed between MTZ and the two CDs [49].
The complexation efficiency (CE) and the molar ratio to form a
water-soluble complex (MTZ:CDs) have been calculated and listed
in (Table 2). The (MTZ:CDs) was 1:7 for BCD and 1:3 for HP-
BCD, which means that one in seven BCD molecules in an aqueous
medium was able to form a soluble complex with MTZ, while only
one out of three HPBCD molecules was able to form it [50].
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Fig. 7. Proton nuclear magnetic resonance ('H NMR) spectra of (a) metronidazole (MTZ), B-cyclodextrine (BCD), and their corresponding inclusion complexes (MTZ-BCD IC)
in D,0. (b) metronidazole (MTZ), 2-hydroxypropyl-S-cyclodextrin (HPBCD), and their corresponding inclusion complexes (MTZ-HPBCD IC) in D,0.

3.4. Characterization of ICs

3.4.1. TH NMR and 2D NMR spectra analysis

3.4.11. 'H Chemical shifts. The 'H NMR spectra of the MTZ, BCD,
HPBCD, and their corresponding inclusion complexes are shown in
Fig. 7. The chemical shifts (§) data in parts per million (ppm) of
BCD and HPBCD before and after the inclusion complexation were
listed in Table 3. In the presence of MTZ, all CDs protons reso-
nances were modified compared to those of raw CDs. A marked
upfield displacement for the internal protons of CDs (H3, H5, and
H6) was observed, this shielding effect might be due to the incor-
poration of the aromatic rings of MTZ that are rich in 7 electrons
[51]. As expected, weak chemical shifts for protons of the external
cavity (H1, H2, and H4) were observed , which could be due to the
rearrangement of CDs after inclusion. For MTZ-HPBCD IC the dis-
placement order of the inner protons was as follows A § H3<A §

H5 <A § H6. In this situation, there are two assumptions: either
the MTZ was well included up to the narrow rim or it was incorpo-
rated into the HPBCD cavity via the narrow rim. On the other hand,
the order for MTZ-BCD IC was as follows A § H3>A § H5>A § H6,
which means that MTZ was introduced through the wider rim.

3.4.1.2. 2D NOESY and ROESY experiments. 2D NMR spectroscopy is
a relevant technique to determine the spatial closeness between
the guest protons and the inner CDs protons based on the nuclear
overhauser effect (NOE) [38,52,53]. NOE cross-peaks may appear
between the inner CDs protons and the protons of the guest if they
are close to each other in a less than 3- 4 A internuclear distance
[51]. 2D 'H NOESY and ROESY spectra of MTZ-CDs ICs were in-
vestigated to provide decisive evidence about the spatial proxim-
ity of MTZ to the inner protons of the CDs cavity. The inspection
of the NOESY and ROESY maps (Fig. 8a and c) of the MTZ-BCD IC
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Table 3

"H RMN Chemical shifts (§) data in ppm of BCD and HPBCD.
BCD HPBCD
H assignment 8 (free) O (complex)y A 8@ H assignment 8 (ree) 8 (complex) A 8@
H1 4974 4.942 —0.032 H1 5.1616 5.1594 —0.0022
H2 3.565 3.534 —0.031 H2 3.5387 3.5345 —0.0042
H3 3.85 3.786 —0.064 H3 3.938 3.927 -0.011
H4 3.493 3.453 —0.04 H4 3.4198 3.4156 —0.0042
H5 3.782 3.726 -0.056 H5 3.8505 3.8366 -0.0139
H6 3.785 3.744 —0.041 H6 3.8732 3.8581 -0.0151
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Fig. 8. Expanded region of two-dimensional (2D) nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy of MTZ-BCD IC in D,0 (a) NOESY (b) NOESY for 5 h (c) ROESY for 9 h.
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indicates that the H3’ of MTZ was in correlation with tthe H3 of
BCD. The expansion of the NOESY spectra for 5 h (Fig. 8b) shows
intermolecular cross-peaks between H2'of MTZ and the inner pro-
tons (H3, H5, and H6) of BCD. The expansions of the NOESY and
ROESY spectra (Fig. 9a-c) show a set of cross-peaks between H3’ of
MTZ and the inner protons (H3, H5, and H6) of HPBCD. ROE signals
(Fig. 9¢) were observed between H2'of MTZ protons and the inner
protons of HPBCD.

The weak chemical shifts of the external protons, the upfield
displacement of the inner protons of both CDs, and their interac-
tion with MTZ protons demonstrate that the MTZ is deeply inter-
nalized in both CDs cavity.

3.4.2. FTIR analysis

The MTZ, HPBCD, MTZ-BCD IC, and MTZ-HPBCD IC FTIR spectra
are shown in Fig. 10. The MTZ spectrum shows peaks at 3210.20,
3102.22, 1533.74, 1366.10, 1187.64, 1072.99, and 863.16 cm~! indi-

cating respectively, OH stretching vibration, sp2 CH/C=CH stretch-
ing, NO2/NO stretching vibration, N = O stretching vibration,
stretching vibration of a tertiary amine group, CO/C-OH stretching
vibration, and C-NO2 stretching vibration [54,55]. The BCD spec-
trum (Fig. 10a) shows a band of OH stretching at 3284.43 cm™!
and other peaks at 2924.46, 1647.12, 1152.01, 1076.07, and 1020.52
cm~! are due respectively to asymmetrical CH stretching vibration,
H-0-H bending vibration, C-O-C glucosidic stretching vibration, C-
C stretching vibration, and C-0 stretching link [56-58]. The HPBCD
spectrum (Fig. 10b) shows peaks at 3343.72, 2968.68, 1080.31, and
1022.00 cm~! corresponding respectively to O-H stretching vibra-
tion, anti-symmetric vibration of methyl groups in hydroxypropyl,
C-0- vibration of the hydroxyl group, and stretching link C-O-
C. Peaks between 950 and 530 cm~! show the ring of both CDs
(Fig. 10a and b) [57]. The spectra of MTZ-BCD IC (Fig. 10a) and
MTZ-HPBCD IC (Fig. 10b) are similar to the spectra of pure CDs, the
narrow peak corresponding to the O-H stretching vibration of MTZ
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Fig. 10. FTIR spectra of (a) metronidazole (MTZ), S-cyclodextrine (BCD) and their corresponding inclusion complexes (MTZ-BCD IC), (b) metronidazole (MTZ), 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), and their corresponding inclusion complexes (MTZ-HPBCD IC).

has disappeared in both ICs and a large band of O-H stretching
vibration with less intensity appeared in the two complexes. This
suggests the formation of intermolecular hydrogen bonds between
the MTZ and the CDs. The characteristic peaks of MTZ at 1533.74,
1366.10, and 1187.64 cm~! appeared, but with a very low intensity
due to its incorporation in the cavity of the CDs and the participa-
tion of the aromatic cycle in the formation of H-bonding with CDs
for the formation of MTZ-CDs ICs [59]. All other MTZ peaks disap-
peared. Disappearance and reduction in the MTZ peak intensity in-
dicate the restriction of the stretching vibrations. This is the result
of MTZ insertion into the CDs cavity, which consequently limits the
movement of the incorporated molecule.The intense peak corre-
sponding to the C-0-C stretching link of CDs was observed with
the same intensity, which confirms the inclusion of MTZ in the
CDs cavities through their axial line [55]. No new peaks appeared
in both ICs spectra (Fig. 10a and b) which means that no chemical
reaction between MTZ and CDs took place and all changes in the
characteristic peaks of pure products are due to the formation of
ICs [60].

3.4.3. TGA/DTG analysis

The thermal decomposition of pure products was illustrated in
Figs. 11 and 12. The MTZ presented a single decomposition process
where it lost 72.64% of its initial weight. BCD and HPBCD had two
processes corresponding to the dehydration of water molecules lo-
cated in the cavity and the decomposition of macrocycles. BCD lost
13.03% to 110.12 °C due to the evaporation of water molecules and
76.79% to 310 °C related to its decomposition. HPBCD dehydration
was at 71 °C with a mass loss of 4.82%, and it lost 85.64% of its
weight attributed to its degradation at 296 °C. The thermograms of
the two PMs (Fig. 11b, c¢) and (Fig. 12) are an overlap of the ther-
mograms of pure products, where we have three mass loss pro-
cesses corresponding respectively to the dehydration of CDs, degra-
dation of MTZ, and decomposition of CDs, while the thermograms
of ICs (Figs. 11b, c and 12) look much more like the thermograms
of pure CDs with only two processes (dehydration and decompo-
sition of CDs). The water loss was about 5.4% for MTZ-BCD IC and
2.4% for MTZ-HPBCD IC; the decrease in water loss of ICs com-
pared to the pure CDs might be attributable to the existence of
MTZ instead of water in the CDs cavities. The absence of the peak
corresponding to the degradation of MTZ in ICs suggests that the
inclusion complexation increases the thermal stability of MTZ and
proves the successful formation of both ICs.
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3.4.4. Differential scanning calorimetry

MTZ (Fig. 13) shows a narrow endothermic peak at 160.27 °C
which corresponds to its melting point. BCD and HPBCD have
two endothermic peaks corresponding to the dehydration of water
molecules located in the cavity and the decomposition of the CDs
macrocycles. The thermograms of PMs were overlay thermograms
of pure products, meaning that there was no interaction between
the MTZ and CDs. While the peak corresponds to the melting point
of MTZ disappeared in ICs thermograms, which means that its
crystallinity has been reduced and it has been well included in the
cavity of the CDs [61]. MTZ-CDs ICs show crystalline structure re-
sulting from the crystalline nature of CDs, different from that of
the pure MTZ, further confirming the formation of the ICs.

3.4.5. Scanning electron microscopy (SEM)

The SEM is not a conclusive analysis but it remains a comple-
mentary qualitative analysis that gives important information on
the morphological aspect of the complexes [62]. The SEM images
Fig. 14 show a difference between the morphology of the pure MTZ
compared to its two ICs and PMs with BCD and HPBCD. Fig. 14a
shows that the MTZ was in the form of crystals that have a pris-
matic shape with a smooth surface. BCD (Fig. 14b) was of a crys-
tals form of different shapes and sizes. HPBCD (Fig. 14c) appeared
as broken hollow spheres. The two PMs (Fig. 14d, e) were an over-
lay of MTZ and CDs which components can be easily differentiated
. The MTZ-BCD IC (Fig. 14f) and MTZ-HPBCD IC (Fig. 14g) show the
disappearance of the crystalline form of MTZ and the appearance
of a new product that has an amorphous structure. This might be
due to the interaction between MTZ and CDs.

3.5. In vitro drug release studies

Fig. 15 shows the percentage of MTZ released over 2 h in dis-
tilled water and PBS. The MTZ release profile indicates both ICs’
faster rates and bigger quantities in comparison to those of the
pure MTZ and PMs. Table 4 indicates that after 10 min the dis-
solved amount of MTZ from MTZ-HPBCD IC was 89.15% in distilled
water and 90.55% in PBS, and from MTZ-BCD IC was 80.83% in dis-
tilled water and 82.22% in PBS compared to 47.39% in distilled wa-
ter and 44.18% in PBS from pure MTZ. The increase in the disso-
lution rate is mainly due to the inclusion of MTZ in CDs which
brought about changes in physicochemical properties such as the
transformation of MTZ from the crystalline to the amorphous state
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approved in sections 3.4.4 and 3.4.5 (SEM and DSC analysis). The
high energy of the amorphous state leads to greater molecular
mobility; therefore, an increase in the apparent solubility and the
rate of dissolution [63-65]. The presence of both CDs, which have
surfactant-like properties decreases the interfacial tension between
MTZ and the dissolution media and therefore, increases the dis-
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solution rate [66]. The formation of hydrogen bridges during the
MTZ-CDs ICs formation assumes dehydration of the guest molecule
[67] by an increase in entropy (obtained in thermodynamics pa-
rameters section), and therefore, improving the affinity towards
water [47,67]. During the drug-CD IC formation, no-covalent bonds
are formed or broken. The main driving forces directing the for-
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Fig. 14. Scanning electron microphotographs of (a) metronidazole (MTZ), (b) S-cyclodextrine (BCD), (c) 2-hydroxypropyl-S-cyclodextrin (HPBCD), (d) MTZ-BCD PM, (e) MTZ-

HPBCD PM, (f) MTZ-BCD IC, and (g) MTZ-HPBCD IC.
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mation of IC are the relief of the conformational strain, the release
of enthalpy-rich water molecules from the cavity, van der Waals-
London dispersion force, hydrophobic interaction, electrostatic in-
teraction, hydrogen bonding, and changes in solvent-surface ten-
sion [68-70]. All the forces and interactions listed above are rel-
atively weak, allowing free MTZ to be in rapid equilibrium with

MTZ incorporated within the CDs cavity.

MTZ + CDs & MTZ - CDs Inclusion complexes
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The quantity of MTZ released from MTZ-HPBCD IC was slightly
higher than MTZ-BCD IC, which could be due to the water-soluble
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Table 4
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The percentage of released MTZ from: pure MTZ, MTZ-BCD PM, MTZ-HPBCD PM, MTZ-BCD IC, and MTZ-

HPBCD IC at 10, 20, and 120 min.

Product The percentage of released MTZ (%)

10 min 20 min 120 min
Distilled water PBS Distilled water PBS Distilled water PBS
Pure MTZ 47.39 4418 51.86 50.55  74.97 70.17
MTZ-BCD PM 45.85 5328  52.63 55.00  74.66 71.18
MTZ-HPBCD PM  48.16 53.38  52.01 56.42  76.05 72.40
MTZ-BCD IC 80.83 8222  81.60 86.83  90.23 90.55
MTZ-HPBCD IC 89.15 90.55  91.00 9219 9423 95.76
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Fig. 16. Antibacterial activity expressed as percentage of inhibition of pure MTZ, MTZ-BCD IC, and MTZ-HPBCD IC at (a) Cyrz = 170 pg.mL~", (b) Cyrz = 85 pg.mL-'and (c)

Cmrz = 42.5 pg.mL-1, (E. coli: Escherichia coli, S.aureus: Staphylococcus aureus).

complex formed in MTZ-HPBCD IC; higher than that of MTZ-BCD
IC (Table 2).

3.6. Antibacterial activity

The antibacterial activity (ABA) of MTZ was increased after its
encapsulation in the CDs cavity due to a better diffusion of MTZ
to the target site. ABA of all samples was proportional to the
drug concentration. In the case of MTZ-HPBCD IC (at 170 pg.mL™1)
(Fig. 16a), the incorporation of MTZ doubled its activity against
Salmonella, and it was higher than the ABA of pure MTZ with 25%

against S.aureus, 9% against E. coli, and 8% against Bacillus cereus.
At (42.5 pg.mL~1) (Fig. 16¢). ABA has greatly increased by 5 times
and 4 times against Salmonella and S. aureus, respectively. However,
it was almost identical to that of pure MTZ against Bacillus cereus.
On the other hand, the encapsulation of MTZ within BCD increased
its ABA against E. coli, Salmonella, and S.aureus (Fig. 16a), while, it
had no effect on its ABA against Bacillus cereus at all concentra-
tions. At 85 pg.mL~! (Fig. 16b), the ABA of MTZ-BCD IC against
S.aureus was twice more than that of pure MTZ, but it has be-
come similar to that of pure MTZ at (42.5 pg.mL~!) (Fig. 16c). The
inclusion of MTZ within CDs cavity improved its ABA against the
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Fig. 19. In vitro dissolution of MTZ from MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs in phosphate-buffered saline (PBS) pH = 7.4.

majority of bacteria studied with different proportions. Besides, S.
aureus and Salmonella were more sensitive to MTZ-HPBCD IC even
at the lowest concentration (Fig. 16c). The mechanism of action of
MTZis as follows: the drug diffuses into the organism of bacteria
through a cell membrane. The reduction of MTZ stimulates nitro
anion radicals formation that is very cytotoxic and can cause dam-
age/ fragmentation of microbial DNA and inhibits the nucleic acid
synthesis; thus, cell death [71-73]. CDs may enhance the accession
of MTZ to the cell membrane by increasing its water solubility.

Based on the results obtained in the studies of phase solubil-
ity and antibacterial activity, the MTZ-HPBCD IC was elected to be
encapsulated in CS NPs.

3.7. Characterization of NPs

3.7.1. FTIR analysis

Spectra of CS, TPP, MTZ-HPBCD IC, CS-TPP blank NPs, and MTZ-
HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs are illustrated in (Fig. 17). The spec-
trum of CS (Fig. 17a) presents characteristic bands of OH stretch-
ing vibrations (335714 cm~!), N-H/ intermolecular O-H (3284.64
cm~!), C-H asymmetric (2916.48 cm~!) and symmetric (2871.89
cm~1), C = O stretching (1656 cm~1), N-H stretching (1570 cm™1),
C-N stretching (1308.72 cm~!), C-O-C stretching vibrations (1030
cm~1) [74-77]. TTP spectrum (Fig. 17a) shows P = O stretching vi-
brations (1207.71 cm~!), symmetrical and asymmetric stretching
vibrations of the PO, groups (1131.84 cm~!), symmetric and asym-
metric stretching vibrations of the PO; groups (1087.06 cm~!), P-
O-P asymmetric stretching vibrations (879.35 cm~1) [78]. In the
spectrum of CS-TPP blank NPs (Fig. 17a) the first change noted in
comparison with the CS spectrum was the presence of phosphate
group of TPP confirmed by the appearance of the two peaks at-
tributed to the P = O stretching vibrations (1263.68 and 1194.02
cm~1) and the peak due to P-O-P asymmetric stretching vibrations
(809.70 cm~1) [78]. The appearance of an intense peak at 1542.28
cm~! attributable to the stretching vibration of N — O — P suggests
the interaction between NH3* and phosphate group [79] and the
amino group’s protonation [80]. The narrow peak at 1643.30 cm™!
is the result of merging two peaks of CS corresponding to CO-N

amide I (1650.24 cm~!) and N-H amide II (1586.83 cm™!), indi-
cating that the amino groups are participating in the crosslinking
reaction [81]. All these changes confirm the interaction between
positive groups of CS (NH3*) and negative groups of TPP (P-O-),
and therefore the formation of nanoparticles. The MTZ-HPBCD IC
-loaded CS-TPP NPs spectrum (Fig. 17b) was similar to the MTZ-
HPBCD IC spectrum (Fig. 17b) with the appearance of crosslinking
characteristic peaks (interaction between (NH3*) groups and (P-
0~) groups). The P-O-P and P = O stretching vibrations peaks have
been shifted to 891.79 cm~! and 1232.58 cm!, respectively, due
to the entrapment of IC into a three-dimensional network of CS-
TPP NPs. The absorption of glycosidic linkage was shown in MTZ-
HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs spectrum (Fig. 17b) with a large and
intense peak due to the presence of both polysaccharides (HPBCD
and CS), suggesting that the main rings of HPBCD and CS were not
destroyed, upon the incorporation of MTZ-HPBCD IC within CS-TPP
NPs.

3.7.2. Morphology and size of NPs

A representative TEM and FE-SEM images of NPs and DLS size
distribution curve are depicted in (Fig. 18). The results suggest that
the NPs correspond to the polydispersed spherical shape with a di-
ameter of 100 nm (Fig. 18a and b) with a uniform particle distri-
bution (Fig. 18c) suggesting the successful formation of NPs. The
NPs size differed from TEM and FE-SEM to DLS, because TEM and
FE-SEM measure the physical size (the accurate size of NPs) while
DLS provides the hydrodynamic size and the size distribution of
particles [82].

3.8. In vitro drug release and kinetic analysis of dissolution data of
NPs

The plot (Fig. 19) shows an initial burst effect followed by a
very slow drug release. Almost 26% of MTZ was released within
the first 30 min due to a certain amount of MTZ that has not been
encapsulated and remained on the surface of NPs. As indicated by
the higher coefficient of correlation (R?) (Table 5), the MTZ release
follows zero-order kinetics.
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Table 5
Comparison of correlation coefficients (R?) of different kinetic models applied on
the in vitro dissolution profile of the MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs in PBS (pH
=74).

Zero-order First-order Korsmeyer-Peppas

y = 0.1816x + 14.051
R® = 0.9836

y = —0.0029x + 2.1826
R* = 0.8395

y = 0.5019x + 0.5809
R? = 0.8558 n = 0.5019

The drug release of MTZ-HPBCD IC -loaded CS-TPP NPs was
31.65% at 2 h and 97.54% at 8 h (Fig. 19), while 95.76% of MTZ
was released from MTZ-HPBCD IC at 2 h (Fig. 15b). Compared with
MTZ-HPBCD IC, the MTZ-HPBCD IC-loaded CS-TPP NPs had a slow
drug release with a smaller burst effect. The plausible hypothesis
was that the process of MTZ released from MTZ-HPBCD IC -loaded
CS-TPP NPs follows a biphasic release process. Briefly, in the initial
stage, MTZ released from NPs surface and then released from MTZ-
HPBCD IC and CS NPs [15]. CS NPs allow the release of drugs by
swelling (volume phase transitions). CS facilitates penetration of al-
kaline dissolution medium inside the NPs. At pH = 7.4 the —NH3™
groups of CS convert into the non-ionized, which leads to the re-
duction of CS crosslinking by TPP and increasing NPs swelling, and
therefore the diffusion and release of the entrapped molecules. An-
other factor that promotes the swelling of NPs is the presence of
NaCl (PBS) at low and moderate concentrations which can weaken
CS-TPP ionic interactions [83]. The effect of the inclusion of MTZ
within the HPBCD cavity was an increase in its solubility and ther-
mal stability; meanwhile, the nanoencapsulation controlled its re-
lease.

The formation of drug-CDs IC, if it is feasible before nanoencap-
sulation, is very important, that can be considered as a support for
the nanostructures to release the drug, which will be easily solubi-
lized in the dissolution medium in a controlled or extended man-
ner, and therefore improving the bioavailability of drugs in an in
vivo situation.

4. Conclusion

The formations of 1:1 host-guest inclusion complexes of MTZ
with BCD and HPBCD have been successfully prepared. The re-
sults of FTIR, NMR spectroscopy, thermal analysis, and SEM in-
vestigations demonstrated that MTZ has different physicochemi-
cal characteristics after complexation. The thermodynamic param-
eters estimation proves the feasibility of their formation. The ob-
tained inclusion complexes displayed better antibacterial activity
(ABA) compared to pure MTZ. HPBCD increased the solubility of
MTZ linearly compared with BCD which has a limited solubiliza-
tion effect, that’s making the antibacterial activity of MTZ-HPBCD
IC more significant than MTZ-BCD IC. The MTZ-HPBCD IC -loaded
CS nanoparticles have been successfully prepared via the ionic
gelation method. This report represented the first example using
MTZ-HPBCD IC to be encapsulate in CS nanoparticles as a carrier
for the MTZ delivery. This system possesses a uniform particle size,
a lower burst release rate, and is able to release the totality of the
MTZ in a controlled manner, which can be a promising novel nano-
drug system. Our study presents the idea of promoting the use of
nanoencapsulation of (active compounds-CDs) inclusion complex
nanostructures for controlling or extending purposes while, still
maintaining the enhanced solubility provided by CDs.
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Résumé
Certains principes actifs (PA) présentent des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques pénalisantes,
du fait qu’elles réduisent considérablement la biodisponibilité¢ des PA, ce qui implique des prises répétitives.
L’objectif de cette étude est de concevoir des systémes de délivrance de médicament (SDM) destinés a la voie
orale & base de biopolyméres préparés par des méthodes qui n’impliquent pas I’utilisation de solvants
organiques toxiques ce qui permet d’améliorer la biodisponibilité des PA, controler leur libération, améliorer
leur rapport bénéfice/risque et une meilleure observance du traitement.
Dans notre étude, deux PA ont été choisis comme modéle pour les introduire dans des SDM : I’ibuproféne (IBP)
et le métronidazole (MTZ) qui présentent des activités biologiques intéressantes mais des propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques problématiques.
Deux axes ont été abordés. Le premier a porté sur la préparation et la caractérisation des nanoparticules
polyméres (NPs) chargées d’ibuproféne. Les NPs ont été préparées par la méthode de « gélation ionique » a
base de I’alginate de sodium (NaAL) en utilisant le chlorure de calcium comme agent de réticulation suivie par
la formation du complexe de polyélectrolyte en utilisant le chitosane (CS). Les analyses de FTIR, DSC, MEB-
FEG et I’efficacité d’encapsulation (EE%) ont été employés pour vérifier la formation des NPs. Des études de
I’activité anti-inflammatoire in vitro, biodégradation in vitro et de cytotoxicité testée par la méthode de Brine
shrimp ont été également réalisées. Les résultats montrent que les NPs ont une taille autour de 100 nm et une
EE% satisfaisante. La DSC a montré que ’encapsulation de I'IBP a diminué¢ sa cristallinité. L’étude de
dissolution in vitro ainsi que I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire ont montré que les nanoparticules ont
un comportement pH-sensibles et peuvent atteindre le profil d’ordre cinétique pseudo-zéro. Les NPs chargées
d’IBP ont présenté une activité anti-inflammatoire supérieure a celle de I’IBP libre. L’administration de NPs a
différentes concentrations n’entraine aucun effet toxique chez les larves d’ Artémia traités. Cela indique que les
NPs de NaAL/CS est un systéme prometteur pour la libération de I’IBP qui peut atteindre un profil d’ordre
cinétique pseudo-zéro.
Le deuxieme axe a porté sur la préparation et la caractérisation des NPs chargées de MTZ sous forme de
complexe d’inclusion (CI) de cyclodextrine (CD). En premier lieu, une étude comparative entre le complexe
d’inclusion du MTZ formé avec la B-cyclodextrine (BCD) et celui formé avec la 2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrine (HPBCD) a été effectuée pour choisir le meilleur complexe a encapsuler dans les NPs de CS. Les
techniques de spectroscopie UV-visible, résonance magnétique nucléaire du proton (1H RMN), 2D
ROESY/NOESY RMN, FTIR, DSC, ATG et MEB ont été utilisées comme outils pour la caractérisation des
complexes obtenus. Des études de phase de solubilité, de dissolution in vitro et 1’évaluation de I’activité
antibactérienne ont été également réalisées. Les résultats montrent que les deux CDs sont capables d’inclure le
MTZ et d’augmenter sa solubilité, sa stabilité, sa vitesse de dissolution et son activité antibactérienne. Les
grandeurs thermodynamiques déterminées montrent que les deux complexes formés sont
thermodynamiquement stables. Les analyses thermiques et la MEB ont révélé une amorphisation du MTZ apres
son insertion dans la cavité des deux CDs. Le complexe d’inclusion du HPBCD-MTZ a présenté une solubilité
et une activité antibactérienne meilleures que celles du complexe BCD-MTZ. Par la suite le complexe
d’inclusion HPBCD-MTZ a été incorporé dans les nanoparticules de chitosane par la méthode de « gélation
ionique » en utilisant comme agent de réticulation le tripolyphosphate de sodium. La structure, la morphologie
ainsi que le mécanisme de libération des NPs ont été étudiés par différentes techniques. Les résultats montrent
que le complexe de HPBCD-MTZ s’est incorporé dans les nanoparticules de chitosane qui ont présenté une
taille autour de 100 nm et une excellente distribution de taille. L’étude de dissolution montre que les NPs sont
capables de libérer la totalit¢ du MTZ d’une maniére contrélée, suggérant que les NPs de CS chargées du
complexe d’inclusion HPBCD-MTZ peuvent étre un systeme alternatif efficace pour modifier la libération de
MTZ et augmenter sa solubilité.

Les résultats de cette thése mettent en évidence le potentiel prometteur des SDM « complexes
d’inclusion des cyclodextrines et nanoparticules polymeéres » pour I’optimisation des formulations
pharmaceutiques.

Mots clés : Nanoparticules polyméres, Complexe d’inclusion, Ibuproféne, Métronidazole, Chitosane, Alginate
de sodium, B-cyclodextrine, 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrine.
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