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Inclusion du Piroxicam a lap cyclodextrine et
caractérisation physico-chimique *

Par :M™ KAFI Ismahene Zahira épouse DIDOUN
Laboratoire de chromatographie**- Faculté de chimie
U.S.T.H.B

Une mauvaise solubilité du principe actif, sa fogensibilité, des propriétés organoleptiq
indésirables ou une biodisponibilité réduite s@# principales difficultés auxquelles les galésisf

S

sont confrontés. La solution a ces problemes apqértée par I'utilisation de nouvelles technolsgje

qui permettent d'obtenir de nouvelles formes phaentiques, des procédés de préparati
originaux (encapsulation, dispersion solide...) ouljganploi d’excipients variés.

Les cyclodextrines (CD) font partie des outils astigles a la formulation. Ces moléculéds,
constituées par I'enchainement de glycopyranoseprésentent sous la forme d’'un anneau do
diamétre varie selon le nombre d'unité les compissa@ette structure permet d’accueillir
I'intérieur de sa cavité des substances hydrophebks un mécanisme d’inclusion particulj2f.
L’arrangement des groupements fonctionnels périghés de la CD confére a la molécule invitée|
nouvelles propriétés physico-chimiques lui assudamnultiples applications.

C’est dans cette optique que nous nous sommes gEapens le cadre de cette these de Mag
d’étudier I'inclusion du piroxicam (PRX), un antifiammatoire non stéroidien (AINS) pratiqueme
insoluble en milieu aqueux, apacyclodextrine §-CD), selon le plan suivant :

Dans le premier chapitre, nous présentons les igtéprprincipales des cyclodextrines et un I
expose des anti-inflammatoires non stéroidien (AINS

Dans le deuxiéme chapitre, nous abordons les commpld’inclusion, les principales méthod

d’inclusion, la méthode de solubilisation selon MIGHI & CONNORS ainsi que les principales

méthodes physiques d’analyses des complexes dsioau

Dans la partie expérimentale et a travers le &oisi chapitre, on procede a :
La préparation des complexes d’inclusion par difés procédés
L’étude de la solubilité et diagramme de solub#igdon Higuchi et Connors
La caractérisation physico-chimique des compleXagldsion obtenus par co-évaporatig
par DSC, RMN et RX. ‘
L’étude de la biodisponibilité in vitro des compésxd’inclusion obtenus par malaxage (tg
de dissolution)
L’étude comparative de la biodisponibilité in vido complexe d’inclusion obtenu par cg
évaporation au CYCLADOT comprimé & 20mg

ns

En conclusion, aprés interprétation des résultatsnus a I'issu de chaque étape et leur comparalson

avec les données bibliographiques, on conclue Gquaukion du piroxicam a |I$-CD augmente
significativement sa solubilité en milieu aqueuxpetr conséquent sa biodisponibilité en milig
biologique garantissant ainsi un meilleur efferdp&utique.

* *These de Magister
* **Directeur de these Mr Moulay HassanGUERMOUCHE , Professeur, Faculté de
chimie, USTHB
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Introduction

Une mauvaise solubilité du principe actif, sa dogensibilité, des propriétés
organoleptiques indésirables ou une biodisporgbiléduite sont les principales difficultés
auxquelles les galénistes sont confrontés. La isolla ces problemes a été apportée par
I'utilisation de nouvelles technologies qui perreatt d’'obtenir de nouvelles formes
pharmaceutiques, des procédés de préparationaaurigi{encapsulation, dispersion solide...)
ou par I'emploi d’excipients variés.

Les cyclodextrines (CD) font partie des outilsessibles a la formulation. Ces
moléculeq1], constituées par I'enchainement de glycopyranaseprésentent sous la forme
d’'un anneau dont le diametre varie selon le nondfwaité les composants. Cette structure
permet d’accueillir & I'intérieur de sa cavité dedstances hydrophobes selon un mécanisme
d’inclusion particulief2].

Méme si de nombreuses molécules d'Anti-InflammeasoiNon Stéroidiens
(AINS) sont disponibles, sur le marché mondial deslicaments, il existe néanmoins des
raisons précises a vouloir renforcer l'arsenal ajpéntique avec des médicaments plus
efficaces et surtout plus sdrs, en exploitant lesgges de la pharmacologie et certaines
avancees dans le domaine des techniques pharntpesuti

Les AINS sont parmi les médicaments les plussdtilidans le monde. Cette classe
thérapeutique constitue 4 a 6 % de I'ensemblepdescriptions médicamenteuses sans
oublier que certains AINS peuvent étre délivréssadonnance. Les AINS sont le traitement
de choix lors de la prise en charge des patholagesatismales mais la limitation majeure
de leur utilisation provient de leurs effets indaésies notamment des gastrites, des
ulcérations digestives et des saignements. L'hé@gierdigestive induite par les AINS est une
complication potentiellement grave due au développd ou a I'exacerbation d'ulceres
gastriques et duodénaii]. Une des nouvelles perspectives par I'approchengple repose
sur I'encapsulation des AINS dans les cyclodexdrine

Dans le domaine de la formulation pharmaceutidgee,cyclodextrines qui sont
des molécules stables, non absorbées et dénudeside peuvent théoriguement avoir des

applications multiples.



La formation de complexes entre une substance camdinteuse et les
cyclodextrines permet de modifier certaines caretigues physico-chimiques de la
molécule encapsulée.

Parmi les plus documentées, on peut citer, le osgr du godt ou d'une odeur
désagréablg4-5] ou bien une augmentation de la stabilité en engéckes réactions
d'oxydation dues au contact du principe actif al@c ou a son exposition a la lumig@.
Cependant, l'intérét majeur des composés d'inciussd qu'ils présentent généralemené
solubilité aqueuse largement supérieure a cellela@nolécule invitée laissant ainsi espérer
une meilleure biodisponibilité [7]

De nombreuses données indiquent que les AINS esul&pse dissolverm vitro
plus rapidement que les molécules de bd8d alors que les modifications
pharmacocinétiques s'appuient principalement appd#rition précoce d'un pic plasmatique
[9]. L'encapsulation moléculaire permet ainsi de Bmitaction irritante de I'AINS en
s'opposant au contact direct de la molécule inciwse la membrane stomacale mais aussi en
diminuant le temps de présence du principe actiisdé& lumiére gastrique suite a
laugmentation de sa vitesse de dissolution dané$luedes digestifs et I'accélération de son
absorption.

En s’appuyant sur ce qui précede, on se propase ldacadre de cette these de
Magister d’étudier l'inclusion du piroxicam PRX, #iNS pratiquement insoluble en milieu
agueux, a I@-cyclodextrine3-CD.

Pour réaliser ce travail, nous avons procéde a :

1- La préparation des complexes d’inclusion par d#ifés procédés

2- L'étude de la solubilité et diagramme de solub#iédon Higuchi & Connors

3- La caractérisation physico-chimique des complexémcldsion obtenus par
co-évaporation. Les techniques d’analyses utilisées: DSC, RMN et RX

4- L'étude de la biodisponibilitén vitro des complexes d’inclusion obtenus par malaxage
(test de dissolution)

5- L'étude comparative de la biodisponibilité vivo du complexe d’inclusion obtenu par

co-évaporation et celle du CYCLADBIcomprimé & 20mg.



Chapitre |

Partie Théorique

Les cyclodextrines



|- Présentation générale des cyclodextrines

1)-Historique :

L’histoire des cyclodextrines débute il y a un géus d’'une centaine d’années :
en 1891, Villiers [10] isole 3 g d'une substance cristalline issue dedigestion
bactériologique d’'un kilogramme d’amidon. Il en efétine la composition et lui attribue la
formule brute suivante : ¢8100s),, 3H0. Il décide de la nommer “cellulosine” du fait sks
propriétés proches de celles de la cellulose sta@ste a I'hydrolyse acide, propriétés non
réductrices. 1l observe également I'existence deixddéormes cristallines distinctes
correspondant probablement a-ICD et a Ig3-CD.

Ce n’est que 20 ans plus tard que Shardinger iaadeuche microbienrgacillus
macerans[11,12] responsable de la formation de ces dextrines lisss, les dextrines
désignant I'ensemble des produits de dégradatibmlistingue deux produits cristallins
différents : la “dextrinea cristallisée” et la “dextring3 cristallisée”. Cette différenciation fut
rendue possible par leur capacité a former desi@ddie couleurs distinctes avec des
molécules de diiodg 3].

Au début des années 30, I'équipe de Pringsheiem, tpie se basant sur des études
pouvant étre discutées, découvre la capacité deledsines a former des complexes avec
divers composés organiqudst,15] Ce n’est qu’en 1936, que Freudenbetrgoll. arrivent a
la conclusion que les “dextrines de Shardinger’t stes oligosaccharides constitués d’'un
enchainement d’'unités maltoses liées par des hias@d—*>4) glycosidiques, et postulent pour
une structure cycliqudgl16]. Elle sera confirmée par French et Rundle en 19K2.
déterminerent la structure exacte aeCD et de I83-CD, tandis que celle de {aCD ne sera
élucidée qu’a la fin des années[4d].

Au début des années 50, les propriétés d'inclusies CDs sont étudiées de
maniére intensive par Cram@8]. En 1953, un premier brevet sur I'application @&s dans
la formulation de composés a visée biologique e&giodé par Freudenberg, Cramer et
Plieninger19].

Depuis les années 70, et aprés plusieurs étudeduant a la non-toxicité des
CDs, elles sont produites et utilisées dans I'itrikels

Aujourd’hui, la production de3-CD est supérieure a 1000 T/an et son prix

continue de baisser (quelques euros par kilogramBiajutres CDs naturelles ou modifiées



sont également produites industriellement. EnBmambre de publications consacrées a ces
molécules-cages n'a cessé d’augmenter, et cecigba fexponentielle : CD-NEWS a recensé
plus de 20 000 publications parues entre 198m&G02[20]

2)-Caractéristiques structurales et physico-chimigas:

Les cyclodextrines sont donc des oligosacchariediques non réducteurs,
obtenues industriellement par la dégradation entigoa de I'amylose (forme linéaire de
'amidon) a l'aide d’'une enzyme, la cyclodextrinkigpsyltransférase (CGTase), d’origine
bactérienne Racillus maceransAlkalophylic bacillus...). La structure hélicoidale de la
macromolécule est alors détruite au profit d'umecttre cycliquefigure n°1).

Les trois CDs les plus fréguemment rencontréest dan, la B- et la
y-cyclodextrine constituées respectivement de 6f 8 enités D-glucopyranosiques, liées
entre elles par des liaisons glycosidiques de tyfie>4) (figure n° 2).

Il existe également des CDs de plus grandessdH€D, e-CD... respectivement
constituées de 9, 10... unités) et de taille plustgpdtt, 5 unités) qui ont été isolées ou
synthétisées. La synthese totale de ces molécdegewte marginale car les rendements

obtenus lors des réactions de glycosylation santestt trés faibles.

: —H
CYCLO- «Q\V
DEXTRIN =

B

Figure n°1: Action de la CGTase sur I'amidon.
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Figure n°2 : Formule développée générale des cyclodextrinespeésentation
schématique de leur structridémensionnelle.

Difféerentes nomenclatures sont utilisées dangtkrdture pour I'appellation des
CDs. LaPB-cyclodextrine se retrouve par exemple sous le derd-dextrine de Shardinger,
cyclomaltoheptaose, cycloheptaglucan, cycloheptéamsay 3-CD, BCD ou C7A. En
nomenclature systématique, si 'on omet la confijon absolue des centres stéréogenes, elle
se nomme de la fagon suivante : 5, 10, 15, 203@535-heptakis (hydroxyméthyl)-2, 4, 7, 9,
12, 14, 17, 19, 22, 24, 27, 29, 32, 34-tétradéaaataayclo [31.2.2 30 2811 2131671821 52326
2?83nonatétracontane-36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 4348, 46, 47, 48, 49-tétradécole. Le
termef-CD sera employé dans ce document.

Les CDs ont une structure tridimensionnelle em@de cylindre conique dont la

paroi est constituée par des unités glucoses, Eorroation chaiséC, [21,22](figure n° 3).



Figure n° 3: Structures tridimensionnelles des cyclodextrindanetles

(a-, B-, ety-CD de gauche a droite).

Tous les hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3) sités sur le cété le plus
grand du tronc conique alors que les hydroxylesiaires (OH-6) sont localisés sur le petit
c6té. La présence de ces groupements hydroxyldesdeux bords de la couronne confere a
la partie extérieure de la CD un caractéere hydteburface en contact avec le solvant), alors
que lintérieur de la cavité, tapissée d’atomesydtbgéne (H-3, H-5, H-6) et de I'oxygéne
inter-glycosidique (O-4), est hydrophobe.



De plus, les paires d’électrons non liantes desgemgs inter-glycosidiques sont
dirigées vers l'intérieur de la cavité, y produisane densité électronique élevée.
La cavité est donc dotée d’'un caracterdase de Lewisans pour autant donner
un caractére acide a la partie extérieure de llmdggtrine.
La structure des CDs est stabilisée par une Wwitaeinture de liaisons
hydrogene intramoléculaires entre les OH-2 d’'uniéuwglucose et les OH-3 de l'unité voisine
(figure 4). Dans le cas de [&CD, cette ceinture de liaisons hydrogene rendrsatsre tres

rigide et lui confere une faible solubilité dansau par rapport aux autres CDs.
Position 6wy HO

-
-
-

Position 3

Position 2

Figure n°4 : Liaison hydrogéne intramoléculaire.

En revanche, la présence de ces liaisons n'empgabda déformation de la
cavité dans le cas de YaCD. Cette déformation va en s’accentuant chezCles dont le
nombre d’'unités glucose est supérieur a 8 et agifagon défavorable sur leur propriété
d’inclusion.

Les principales caractéristiques structuraledigsioco-chimiques ded, de la3 et

de lay-CD sont reportées dans le tableau suiviattiéau n° 1) :

Tableau n° | : Caractéristiques physico-chimiques des princip@Ps.

a-CD B-CD y-CD
Nombre d’unités glucoses 6 7 8
Formule brute CzeHs0030 C42H7003s5 CagHg0oO40
MM (g.mol ™) 972 1135 1297
Solubilité dans I'eau (g.L'%) & 25°C 145 18,5 232




[a]p 25 °C (H:0, c=1) +150° +162° +177°

@ cavité (A) (petit coté — grand coté)| 4,3-5,3 6,0-6,5 75-8,3
Hauteur du tore (A) 7,9+0,1 7,9+0,1 7,9+0,1
Volume approx. cavité (&X) 174 262 427

Nombre moyen de molécules d’eau

2, 6-8 12 13
dans la cavité

Les cyclodextrines sont entourées de moléculesud¥hydratation, relativement
faciles a éliminer (par séchage), et de moléculesudincluses dans la cavité qui ne peuvent
étre elles que remplacées, mais non éliminées.

Le caractere amphiphile des CDs, lié a leur strectspatiale, leur confére une
propriété majeure : celle de former des complexypsasnoléculaires en solution aqueuse avec
une ou plusieurs molécules invitées hydrophobear Bette raison, elles appartiennent a la

famille des « molécules cages ».

3)-Biodégradabilité _des Cyclodextrines :

La biodégradation des cyclodextrines naturekbe€D, -CD,y-CD) est rapide et
complete, dans des conditions expérimentales isiéldar pourcentage de biodégradabilité
atteint 90% apreés 15 jours d’incubation tandis geelement 5.6 % de CD acétylées a été
observé aprés 45 jours.

La substitution par des groupements méthyl ou dwypropyl affecte aussi la
biodégradation de If-CD. Seulement 20% de hydroxypropyl-CD sont dégaadres 100
jours indiguant que ce type de CD est tout de m@artiellement dégradable dans ces
conditions[23].

4)-Toxicite des cyclodextrines :

En général, les cyclodextrines naturelles et lelénrsvées plus hydrophiles sont
seulement capables de passer a travers les mersliafegiques lipophiles, telles la cornée,
les muqueuses ou la peau, avec de grandes diésciMéme I1g3-CD méthylée qui est plus
ou moins lipophile ne diffuse pas facilement a éravies membranes biologiques, bien
gu’elle interagisse de maniere plus efficace aescmhembranes que les dérivés hydrophiles.
Gerloczy et Coll (1988) ont ainsi montré que saute trés faible quantité de diméthyle-
cyclodextrine radio-marquée est absorbée transdeenient. On peut supposer que le haut
poids moléculaire des CDs est une des causesiintéspassage



Toutes les études de toxicité ont démontré qudnliaistration orale de
cyclodextrines est non toxique, ceci étant du & tes faible absorption gastro-intestinale
(0,1 & 3%). Le caractere hémolytique des cyclodeedrest bien connu mais n’apparait en fait

gu’a forte concentratiof23, 25]

5)-Applications actuelles et futures :

C’est cette propriété remarquable qu’ont les CBsamplexer en milieu aqueux
un panel impressionnant de molécules hétes quigiaét I'on trouve dans la littérature de
nombreux domaines d’application dans la formulatiercomposés actiff26,28]

Dans l'industrie, les propriétés des CDs sontdargnt exploitées dans le milieu
pharmaceutique ; un grand nombre de spécialitéasa e CDs, sont commercialisées a
travers le mondg9,30]

Les principales CDs utilisées a I'heure actuelle findustrie pharmaceutique
sont lesB-CD normales ou modifiées. On trouve quelques ekxesmgvec I-CD et lay-CD.

La plupart des médicaments a base de CDs sont mtiagnpar voie orale (comprimés,
dragées, sirops,...).

Cependant, on remarque que toutes les spéciatitémistrées par voie nasale ou
oculaire utilisent des CDs modifiees (metByED, hydroxypropylp-CD). Ces systemes
d’absorption font appel a des mécanismes de passageembranaire.

Ces mécanismes sont sans doute facilités par racteee amphiphile que
conférent les groupements alkyles greffés sur [@s €nployees.

Beaucoup de ces medicaments sont utilisés comnteinB@mmatoires
(Piroxicam), mais on trouve d’autres applicationsLe marché des CDs est un marché
mondial : les entreprises pharmaceutiques qui cawiatisent ces produits sont européennes
(Servier, Novartis, Fabre (France), Betafarm (Abgme), Pfizer (Suéde),...), américaines
(CTD, NCI,...), japonaises (Takeda, Ono,...) et sud+aca@nes (Aché (Brésil), Gador
(Argentine)).

Il existe également beaucoup d’applications dares |domaines de
'agroalimentaire, de la cosmétique, des détergentsissi du textilg31]. Actuellement, les
applications des CDs dans la formulation des pdsBc restent encore modestes car
lindustrie des pesticides est trés sensible au de8 matieres premieres. Toutefois, une
baisse rapide des codlts de production @D pourrait rapidement changer la donne dans
ce secteur d’'activité.



Les applications industrielles faisant appel adsQCeprésentent un marché en
plein essor. Il suffit de voir le trés grand nomlae brevets nationaux et internationaux
déposés ces derniéres années, couvrant I'exptwitdé ces applications. Dans ce domaine, le

Japon est un exemple significd82].

Dans les domaines plus fondamentaux et technalegjges CDs trouvent aussi de
nombreuses applications. En chimie analytiqueCBs ont un potentiel incroyable pour la
séparation chirale (HPLC, Electrophorese capil/di38,34] Elles sont aussi des catalyseurs
chimiques efficace435,37] et sont utilisées dans la conception d’enzymesiceaties
[38,40].

Enfin, les applications des CDs dans les industci@isniques et biotechnologiques sont

egalement en expansi¢fi,42]



Les AINS



[I- Les Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens - AINS

1)-Définition :

Se sont des médicaments dépourvus de noyau sg@jent une action anti-
inflammatoire, antalgique et antipyrétique, les-arftammatoire non stéroidiens (AINS) ont
comme principal mode d’action linhibition de largliese des prostaglandines (PG) par
inhibition d’'une enzyme: la cyclo-oxygénase (COX).en existe de tres nombreuses
molécules. Ces médicaments sont 'une des clabgeapeutiques les plus utilisées dans le

monde et en Algérie aussi.

Leur bénéfice thérapeutique est cependant limié la survenue d’effets
indésirables potentiellement graves, principalenaggestifs mais aussi rénaux, pulmonaires,

cutanés...etc., qui les placent au premier rang gatlalogie iatrogéne médicamenteuse.

2)-Classification :

Plusieurdamilles d'AINS ‘classiques'existent :

e Les dérives de l'acide carboxylique : l'acide tapnique, le Diclofonac,
Flurbiproféne, Ibuproféne, Kétoprofene, Naproxeéne.

* Les dérivés de I'oxicam : le meloxicampleoxicam, le ténoxicam.

» Les dérivés des fénamates,

* Les dérivés indoliques: 'indométhacine, le sulieda

» Les dérivés pyrazolés : la phénylbutazone.

3)-Pharmacocinétigue :

La demi-vie d’élimination permet de classer letN&len produit d’action bréve
(0,25 a 6,8 heures : aspirine, ketoproféne, indbawéte...) et produit d’action longue (13 a
68 heures : sulindac, diflunisal, naproxen, pireric..). La fixation aux protéines
plasmatiques est élevée, source de possiblesdtitars, avec déplacement et augmentation

de forme libre (active) donc risque de surdosate $46,44]
4)-Le Piroxicam (PRX):




Le piroxicam est un AINS du groupe des oxicamspdtsede des propriétés

antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire ethibiteur des fonctions plaquettaires.

L’ensemble de ces propriétés est lié a une inbibitie la synthése des prostagland[Aés

5)-Propriétés physico-chimigue du Piroxicam (PRX) :

Le PRX est une poudre cristalline, blanche ou Egent jaune, pratiquement

insoluble dans l'eau, soluble dans le chlorure d&hgiene, peu soluble dans I'éthanol.

Le PRX présente le phénoméne de polymorpHiéie
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Figure n° 5: Structure chimique du PRX

Tableau n°ll : Propriétés physico chimiques du Piroxicam

Internationale (DCI)

N,of' du - produit de Féldené (laboratoire princeps)

référence

Denomination Piroxicam (selon BANM :British Approved Name Modifl
Commune

et USAN (United States Approved Name)

Groupe chimique

AINS (oxicams)

Dénomination
chimique

. 2H-1,2-BENZODIAZEPINE-3-CARBOXAMIDE,
4-HYDROXY-2-PYRIDYNIL1-,1,1-DIOXIDE

Il. 4-HYDROXY-2-METHYL-N-2-PYRIDIL-2H-1.2-
BENZOTHIAZIDE-3-CARBOXAMIDEL1,1-DIOXIDE

Formule brute

C1sH13N304S

(g/mol)

Poids moléculaire

331.5

Point de fusion (°C)

Forme aiguille : 196°C-198°C
Forme cubique : 199°C- 201°C

Remarque :la forme cubique est la forme thérapeutiquemetitec



Chapitre |

Les complexes d’inclusion

l1l-Les complexes d’inclusion

1)-Présentation générale :




Un complexe d’inclusion est une association md#eel entre une ou plusieurs
molécules dont I'une est I'héte (cyclodextrinesyaatre 'invitée (la molécule). La molécule
"invitée" est alors encapsulée (complexée) derfdgtale ou partielle au sein de la molécule
"hote". Les liens qui unissent ces différentes téatisont des interactions faibles, non
covalentes, pouvant étre de type électrostatiqydrophobe, ou de Van der Waals. Des
liaisons hydrogene ou des empilements peuvent également intervenir dans ce processus,

ce qui entraine une dissociation aisée et doucealeposés de ces derniers.

Cramer a introduit en 1951 la notion demplexe d’inclusionpour traduire le
transfert d’'un ligand d’'une solution agueuse versdvité d’'une cyclodextringl7]. Cette
cavité est, comme vu précédemment, occupée pamdixules d’eau; cette occupation est
énergétiquement défavorisée du fait des interastpmiaire— apolaire. Cette eau pourra alors
étre facilement substituée par une "molécule ieVit@ppropriée, moins polaire qu’elle. Ce
phénomene donne dans ce cas naissance a destiotsrae type Van der Waals et lorsque
la structure de la molécule invitée le permet, ofenation de liaisons hydrogene qui peuvent
également stabiliser le complexe.

Les complexes formés entre la (les) cyclodextshehote(s)” et la (les)
molécule(s) “invitée(s)” peuvent étre de plusietypes {igure n°6): on distingue les

complexes d’inclusion (a-f) et les complexes d’asson (g)[48].

a) b) ¢)
m

o AR AR

4oh  Ogn 4p
d) e) f) g)
A B [ 1 R f1
7'_1'\_'/'1 mul
e’ Uy

Figure n°6: Diverses structures en solution aqueuse de congplyaodextrines-invités décrits
dans la littérature (d’aprés Wenz, 1994) inclusion compléteb) inclusion "axiale" c) inclusion partielle
(capping) d) complexe 2:1e) complexe 1:2f) complexe 2:2¢g) complexe "non-spécifique”



Le plus fréequemment, il s’agit de complexes dusobn de type 1:1. En solution,
le complexe étant régi par des forces d’interastitaibles, un équilibre s’établit entre les
formes dissociées et associées. Cet équilibre ttgmamique s’exprime par une constante
d’association K Dans le cas d'une CD et d'une molécule invitéeilfgst régie par la

relation suivantefigure n°7):

CD+ASCD.A
Ka ¢:1 = [CD.Al
[CD] [A]

—r

Figure n° 7. Complexe d'inclusion de type 1:1 cyclodextrine -léaule invitée

La formation d'un complexe d’inclusion entre un® @t une molécule invitée
confére a ce complexe de nouvelles propriétés ponadiimiques et biologiques différentes
de celles de la CD et de la molécule incluse psgpsrément :

» modification de la solubilité dans l'eau,

» modification des propriétés spectrales,

» modification de la réactivité chimique (protectianl’oxydation, a I'hydrolyse,
réactions énantiosélectives, Diels-Alder,...),

» diminution de la diffusion et de la volatilité (dale cas de substances volatiles),

» modification des proprietés chirales (séparation éndhtiomeres en
chromatographie),

» modification des propriétés biologiques (par examla caractére hémolytique)

L’exploitation de ces capacités d’inclusion et iadompatibilité des CDs ont entrainé un

accroissement du nombre et de la diversité de bywbkcationg49-53].

2)-Principales méthodes d’inclusion :

La bibliographie fait référence a plusieurs techegjde préparation des complexes
d’inclusion, on citera : la co-précipitation/co-@eaation, I'inclusion par I'utilisation de
fluides supercritiques tel que le g@atomisation (spray drying), la lyophilisatiofréeze



drying) [54 56], le mélange humide (dump mixing), le mélange physigu mélange a sec
(physical mixture]57], la complexation par malaxage (Kneadifx)].

Pour toutes ces méthodes, il est important deirsgue les quantités utilisées sont

régies par le rapport d’inclusion.

3)-Energies mises en cause :

En solution aqueuse, la cavité des CDs est occppéales molécules d’eau
énergiquement non-favorables (interaction polapetare), ce qui permet une substitution

aisée par des molécules invitées de moindre pélquié I'eau.



Plusieurs contributions énergétiques ont été masedvidence pour expliquer les interactions
entrant en jeu lors de la formation de complexesipa CDs.
- Adaptation stérique : par des changements cordtionmels de la molécule invitée
et/ou de la cyclodextrine (conformation induitesldu processus d’inclusion.
- Formation de liaisons hydrogéne.
- Interactions de Van der Waals : forces de dispersie London et interactions
dipble-dipdle induit.
- Interactions hydrophobes, dipble-dipble, de tiamsle charges et électrostatiques.
- Relargage de molécules d’eau a «haute-enthaligidéa cavité de la cyclodextrine.
- Relargage de molécules de solvant de la cavitéa dg/clodextrine avec un gain
d’entropie.

- Relachement des tensions du macrocycle.

C’est l'action simultanée de plusieurs de cesrautons qui rend effective
linclusion spécifique, les phénomenes de recosaaises moléculaires étant dus a la
coopération de multiples interactions faibles. Gérmmene d’inclusion-complexation ne fait
intervenir aucune liaison covalente mais uniquemaes$ forces telles que les liaisons
hydrogene ou des interactions de Van der Waalgjutepermet ainsi le relargage de la

molécule invitée, ouvrant la voie a de multipleplagations.

4)-Conséguences :

L’inclusion d’invités dans la cavité des CDs, ughce les propriétés de celles-ci,
ouvrant la voie a de nombreuses études tant théwiqu’industrielles. Les propriétés
physico-chimiques des invités se trouvent modifidesfait de la formation de complexes
d’inclusions :

- Le déplacement chimiqgue en RMN est modifié dut fdé ce changement

d’environnement anisotropique.

- Lorsque des composés achiraux sont inclus daasQD, le complexe formé est

optiquement actif et montre un important effet dett@ induit en dichroisme

circulaire.

- Parfois le maximum en UV est déplacé de plusiaors



- La fluorescence est aussi tres influencée candécule fluorescente passe d’un
milieu aqueux a un milieu apolaire.

La réactivité¢ chimique des molécules incluses asssi modifiée lors de
linclusion. Le plus souvent elle est diminuée damvité se trouve stabilisé, mais la
cyclodextrine peut aussi agir comme catalyseurdiffasion et la volatilité sont modifiées,
ainsi que les propriétés chromatographiques destaulg@s incluses, en particulier en
chromatographie chiral[®9].

5)-Etude des complexes d’'inclusions :

Il existe plusieurs techniques permettant d’étudies complexes d’inclusion,
elles permettent de mettre en évidence leur foomadt, de déterminer leur stoechiométrie et
leur stabilité.

Ces différentes techniques reposent sur les necatliins des propriétés physico-
chimiques ou optigues de la molécule complexée Ié€ela modification de son

microenvironnement.

1-Etude de la solubilité-Diagramme Higuchi & Connos :

Cette approche, telle que développée par HiguthCannors[60], est trés
couramment utilisée pour I'évaluation de [l'utiligast potentielle des cyclodextrines afin
d’augmenter la solubilité de composés hydropholpemiéieux aqueux. Elle permet en effet
d’obtenir le profil de la courbe de solubilit¢ da molécule invitée en fonction de la
concentration en CDs et donc de prouver 'augmiemtate la solubilité en présence de CDs.

Le principe de cette méthode consiste a ajoutarotaposé invité en quantité
excédentaire a des solutions de CDs de concemisatimissantes, puis a doser la quantité de
compose invité dissous, généralement par UV olHBAIC. Un diagramme de solubilité de
invité en fonction des concentrations de CDs pairsi étre établi. Deux types de
diagrammes sont généralement obsenyges A et B(figure n°8) [61].

Dans le diagramme dé&pe A, la solubilité de l'invité augmente avec la
concentration en cyclodextrines. Il y a formationndou plusieurs complexes solubles. Les
courbes de type A sont subdivisées en trois (033 spesA,, Ap etAy :

> AL : représente une augmentation linéaire de la sdiébilu composé invité en
fonction de la CD. Elle correspond a la formatialesive d’'un composé d’inclusion

dont la stoechiométrie est équimolaire (1 : 1 o022u 3 : 3)



> Ap: cette courbe est dite «positive», c'est-a-direriieivers le haut.

> An: cette courbe est dite «négative», c'est-a-direrwgeuvers le bas. Cependant, son
origine reste incertaine, elle pourrait étre duanachangement de la constante de
formation du complexe, a l'altération du solvant lmien encore a I'association de

molécules de ligands entre elles a de fortes caratems.

Dans le diagramme dgpe B, la solubilité du composé d’inclusion est inféreu

a celle de la cyclodextrine pure: la solubilitél'desité augmente dans la premiere partie de la
courbe a cause de la formation du composé d’immfsnais quand la limite de solubilité est
atteinte, la formation accrue de composé d’inclugioovoque sa précipitation, représentée
par un plateau. Lorsque I'excés de principe astiftensommé, on observe une décroissance
qui serait liee a l'inclusion du principe actif st et & sa précipitation concomitante. Ce
diagramme est subdivisé en deux (02) sous tBgetB; :

» Bs: caractérise la formation de complexes a soldhilhitée.

» B, : caractérise la formation de complexes insolubles

Ap
Ay

Ay

Concentration en molkcul invritee

Concentraton en cychdexirvine (mhI)

Figure n°8 : Diagrammes de solubilité de phase selon HHGUCHB@GNNORS



L’établissement de ces diagrammes de solubilitthgede calculer a partir de la

portion ascendante rectiligne de la courbe, unsteote de stabilité apparente Ks{)Vlen se

fondant sur I'équation suivante, dans le cas @idechiométrie du complexe est [B2]:

Avec :

a : pente de la droite asce

K (=}

Ss=—m7/7™7™
So(l-a)

Idd.l ItU du didgldllllllc U

bilste! L

So :solubilité apparente du principe actif dans I ¢ls).



2-Méthodes physico-chimiques d’analyse des complexé’inclusion :

Les complexes d'inclusion peuvent étre isolésqoits forment des substances
cristallines stables.

De nombreuses techniques d’analyses physico-chesjq telles que la
spectroscopie IRI'analyse enthalpique différentielle DSCOa spectroscopie UV- Visible
I'analyse cristallographique RXla spectroscopie RMNa spectrométrie de masse MS...
permettent de mettre en évidence, de caractétisier @éterminer les constantes d’association
de ces complexd63-67].

Aussi, si la molécule invitée présente un caractBmtérét pharmaceutique, et
dans le but de prouver son efficacité, deux tests isecessaires dans ce domaine, il s’agit des
tests de biodisponibilité in vitro et in viyaar ces derniers démontrent, I'efficacité amékor
du complexe d’inclusion obtenu, en milieu biologggsimulé et en milieu biologique réel

(qu’il soit animal ou humain).



Chapitre Il

Partie expérimentale

Préparation des complexes
&
Méthodes

I-Préparation des complexes d’inclusion

1)-Matiéres premieres :

Le principe actif: est un anti-inflammatoire non stéroidien, le pioaxn,
disponible au GROUPE SAIDAL, pour la fabricationsderoduits PRIXAM comprimé
dispersible a 20mg et solution injectable.

Donc le choix de cette molécule a été motivé pasiplrs critéres :

e Sa disponibilité
» Sa classe thérapeutique, étant 'une des plusédsi en Algérie
* Sa faible solubilité dans I'eau



« Une perspective de développement d’'un génériqueCdCLADOL®comprimé &
20mg anti-inflammatoire a base du complexe d’inclipiroxicamg-cyclodextrine.

sy 77

La Cyclodextrine : Le choix du type de cyclodextrine a étudier a &gébsur les
informations récoltées par la recherche bibliogigyd dans les travaux antérieurs consultés.
En effet, vu la taille de é-CD et de lay- CD, nous avons choisi facyclodextrine.

Aussi le colt de I8-CD et sa disponibilité sur le marché s’averees driteres
déterminants pour son utilisation, en effet ellart beaucoup moins chere que-CDs et
v- CDs.

2)-Préparation des complexes d’inclusion :

Trois types de complexes d’inclusion ont été prépdavec différents rapports

molaires) lors de ce travail pratique.

= |Le mélange type filtrat :

Un exces de PRX est proposé a des solutions aepiedsp-CD de titres
croissants. Aprés agitation magnétique a 25°C, qniois heures, les suspensions sont
filtrées et les solutés dosés par spectrophotoeneii/Vis. Le mélange ainsi préparé sera

utilisé pour I'étude de la solubilité du PRX enigul aqueux.



o Détermination de la quantité de PRX en exces :

La détermination de la quantité de PRX en exedaispar ajout successif jusqu’a
saturation du milieu.

Schématisation :

bt < A
TN
N

X mg

er
. f&
N

N
N A
S

Dans notre cas, et pour un volume de 50ml, latiféaen exces de PRX est égale
3 14 Aaitation Aaitation Aaitation Aaitation

0 Préparation de la aamme de solutions d&-CD :
La quantité en excés = 3* X mg de soluté

1- Préparation d’'une solution mere gD & 60mmol dans 50ml d’eau distillée:
On pese 1.326g g&CD, on les dissout dans 50ml d’eau distillée.
(M; g-cp)= 1135g/mol)
On réalise les dilutions nécessaires pour obtassrabncentrations geCD allant de

0 a 60mmol/l, dans un volume de 50ml.

2- On ajoute ensuite un exces de PRX de 10mg. Lesrffasont mis sous agitation a
25°C, pendant 03 heures pour stabiliser I'equil[68269]

3- Aprés avoir filtré les solutions, on procéde a ldilution (125ul dans 5ml d'eau
distillée), et on procéde a un scanning entre 20@hm00nm pour déterminer les

densités optiques des différentes solutions

= | e mélange par malaxage :

Deux mélanges a différentes proportions en PRK/D sont préparés : 1mole/

2moles, 1mole/ 3moles.



Mélange PRX (mg) B-CD (mg)
M1 : Imole/2moles 331.4 2270
M2 : 1mole/3moles 3314 3405

La méthode générale de préparation par malaxagesétapes suivantes :
* Pré-mélange des poudres,
* Mouillage avec de I'eau purifiée,
* Malaxage a 30°C pendant 60 minutes,

» Seéchage en étuve ventilée a 40°C et,

e Calibration sur grille de 0.5mm

Le grain ainsi préparé, est rempli manuellementsdies gélules pour I'étude de

sa biodisponibilité in-vitro (test de dissolution).

= | e mélange par co-évaporation :

Les complexes d’inclusion en PRXCD avec un rapport molaire 1:1 et 1: 2.5, sont
préparés par la méthode de co-évaporation.

Pour préparer un complexe de 1500mgon a:

*pour un rapport équimolaire PRX : B-CD (1 :1):
Mprx+ M.cp= 1500 Mg« Mprx =1500mg - mco  (I)
Ng-co/ NPrx = 1 = (NMpcp * M prx) / (Mprx * Mp.cD) (1
On remplace (1) dans (ll), on obtient :

Mprx = 339,07 mg

Mgcp= 1160,93 mg

*pour un rapport PRX : B-CD (1 :2,5) :
MpRrx = 159,91 mg

Mgacp = 1343,09 mg

Les étapes de préparation sont les suivantes:



» Tamiser les quantites PRXRLCD (mprx, Mp-cp) a travers un tamis de 0,5 mm.
> Dissoudre une quantitég.cp dans 10ml de méthanol a 'aide d’un ultrason.

» Ajouter la quantité narx et mélanger pendant 30 minutes a vitesse moyenne.

» Evaporer a sec tout le méthanol a I'aide d’'un antid’azote.

Remarque:
Avant toute manipulation, il est nécessaire desélegser la poudre obtenue dans

I'’étuve a 40°C, afin d’éviter toute trace d’eau.



lI-Méthodes :
1)-Mise au point et validation d’'une techniqgue de dsage du PRX

en milieu agueux :
= Réactifs, références et solutions utilisées :

Piroxicam matiere premiere
Eau distillée

» Appareillage :
Balance SARTORIUS

Distillateur ROS 700
Spectrophotometre d’absorption UV-Vis CECIL 9000

= QOptimisation des conditions opératoires :

A partir d’'une solution concentrée de PRX matigremiere dans I'eau distillée
(environ 1mg/ml), on effectue un scanning UV e20@nm et 400nm.

On obtient une densité optique trés élelgsplution a Img/ml en PRX est tres
concentrée, on procede alors a sa dilution jusgbtantion d’'un maximum d’absorption
d’'une densité optique se situant entre 0.5 et 0.6.

Aprées avoir effectué les dilutions nécessairon retient une concentration de
5¥10° mg/ml en PRX qui donne un maximum d’absorption diem 0.5.

= Préparation de la gamme d’étalonnage :

La réalisation d’'une courbe d’étalonnage pourdsagie du PRX en milieu agueux
est nécessaire, cette derniére sera notre réfépened’étude de la solubilité du PRX en
présence de [gCD.

Une gamme d'étalonnage a été préparée a diff&rardrcentrations en PRX,

allant de 60% a 140%, selon le schéma suivant :



Introduire 100mg de PRX dans 1000ml
d’eau distillée

Solution mere, C=0.1mg/mi

\ 4
Prélever dans des fioles de 100ml
finl Ada 10NMI

S3ml| 4ml | 5ml| 6ml| 7ml

@er & 100ml avec de I@»

\ 4

_0.00Smg/m Q.004mg/m Q.005mg/m Q.OOGmg/m Q.OO?mg/m

A 4

Effectuer le scanning de chaque
solution entre 200nm et 400nm

= Validation de la méthode :

Le but de la validation d'une procédure analytigstede démontrer qu'elle correspond
a l'usage pour lequel elle est préyr@).

La validation d’'une méthode d’analyse repose sfutle de plusieurs parametres :

o Sensibilité : afin de vérifier la sensibilité de la méthode dsabe, une gamme
d’étalonnage a différentes concentrations en PRaitade 60% a 140% a été
préparée. L’étude est répétée sur 03 jours sutsessi

o Répétabilité : afin de vérifier la répétabilité de la méthodeddsage, I'analyse
d’'une solution de PRX & 5* T0mg/ml en PRX (100%), est analysée 10 fois
en un seul jour.



o Précision : pour évaluer la reproductibilité de la méthodeddsage, I'analyse

d’une solution de PRX & 5*1ng/ml est reproduite sur 03 jours successifs.

2)-Etude de la solubilité — Diagramme de solubilité

= Principe :

La solubilité des substances hydrophobes, augnsmnteent par complexation.
Cette technique a été développée par HIGUCHI et BORS. Son principe consiste a
déterminer la solubilité du PRX en milieux aquewet, d’étudier son inclusion dansfla
CD.

Pour cela, un excés de PRX a été ajouté a desiossiude p-CD de titres
croissants (mélanges type filtrat). La solubilittRRX en présence deflaCD, en milieu
agueux est déterminée par la méthode UV/visibtkzgdemment validée.

On calcule ensuite la concentration en PRX ddgréifites solutions (filtrats) a
partir de la courbe d’étalonnage de la méthode UWB//st ce afin de tracer le diagramme

de solubilité

= Détermination de la constante d’inclusion :

La constante de stabilité apparente K de I'indnsiu PRX a I1CD en milieu
agueux, est calculée a partir de la pente de ldeddu diagramme de solubilité et de

l'intersection de la droite a I'axe des origings &h utilisant I'équation suivante :

K prx :pco= pente / §[mol] (1- pente)




3)-Analyse thermigue différentielle(DSC) :

L’analyse thermique différentielle a été réalisée an appareil de type TA
INSTRUMENT 2886[71-72]. Les conditions opératoires utilisées sont legass :
- Vitesse de chauffage : 5°C/min.
- Masse des echantillons prélevés: 2-10 mg.

- Echelle de température : 50-250°C.
4)-Analyse par diffraction des rayons X(DRX) :

L’analyse a été réalisée sur ppaseil de type SIEMENS. Les diffractogrammes

ont été enregistrés pour des valeursflalant de 5° a 35[73].

5)-Analyse par résonance magnétigue nucléaire (RMNH) :

Les analyses RMN du proton ot &tregistrées sur un appareil BRUKER (400
MHZ). Les déplacements chimiques sont donnés papora a une référence externe, le

tetraméthylsilane (TMS)EOppm) et le solvant employé est le DMSOF}dé4).

6)-Etude de la biodisponibilité in vitro (test de @ssolution) :

L’évaluation de la biodisponibilité in vitr@ été réalisée a I'aide d’'un dissolutest
type PHARMATEST, composé d'un bain thermostaté aC37dans lequel baignent six
réacteurs. Ces récipients sont remplis d’'un mitiewissolution approprié similaire au milieu
gastrique, et sont maintenus sous agitation paysteme de palettes dans lequel les gélules
préparées sont placées.

La vitesse et la durée d’agitation sontmalisées par la pharmacopée américaine
USP 36™ édition. Ce systéme est relié & un spectrophotenétv/Visible pour le dosage
automatique des concentrations du PRX dissoutrestitm du temp$75].

Conditions opératoires :



Appareil Dissolutest PHARMATEST a panier

Milieu de dissolution Milieu gastrique simulé (sans peps|n,
pH=1,2)

Volume du milieu 900ml

Vitesse de rotation 50tr/min

Température du milieu de dissolution | 37°C+0.5 °C

Porosité des filtres 10pm

Débit de la pompe 5ml/min

Cuve optique 10 mm

Longueur d’'onde 333nm

Le dosage est effectué par la méthode UV-Vis p&o@dent validée.

7)-Etude comparative de la biodisponibilité in vivo:

Cette étude a été réalisée par I'administratialeo(par gavage gastrique) de
deux suspensions a 0,067mg/ml, préparées a parttoohplexe d’inclusion C2, obtenu par
co-évaporation, et du CYCLADGIcp & 20mg, & deux lots de 12 rats de wmistar femelles,
dont le poids moyen est d’environ 200g.

« Matériel et réactifs utilisés:

o Matériel biologigue :

Rats race wistar, Nombre= 24, Sexe: femelle, Poids: (200g-240gq),

Provenance : CRD- Saidal

o Matériel non biologique :

- Gaze

Tubes capillaires

Tubes héparinés (pour les prélevements)

Tubes Ependorff (pour la conservation du sérum)

Portoirs



0 Réactifs :
- Ether
- Eau physiologique

= Préparation des suspensions a 0,067mag/ml :

La posologie du PRX chez l'adulte est en moyenae@mg par prise, si I'on
considére que le poids moyen chez un adulte (hynesinde 60 kg, alors on aura une
prise équivalente a 0,33mg/Kg.

Or le poids moyen des ratgstar, utilisés dans notre expérience, est de 200g,
donc la prise est de 0,067mg/rat= 0,067mg/ml ingéré

C’est sur cette base que nous avons préparé $perssions a base du C2 et du

CYCLADOL® cp, & une concentration de 0,067mg/ml dans da pégsiologique.

= Méthode :

o0 Mise ajeun des animaux la veille du test.
o Administration ag, par gavage gastrique des suspensions préparées.
o Reéalisation des prélevements veineux par ponctiosius rétro- orbitaire apres

une légére anesthésie a I'éther, aux différentpsesnivants :

- Premiere heure = 15, 30’, 45, 60’
- Deuxiéme heure = 75, 90, 120’

- Troisieme heure = 150’, 180’

- Quatrieme heure = 210’, 240’

- Sixieme heure

- Vingt quatre heures



= Protocole de prélevement :

0 Répartir les animaux (24) en deux lots et procédeur codification ;

o Chaque lot de (12) est réparti en sous-lot ;

o Marqguer les animaux de chaque lot selon la codifinasuivante :

[Lot n° 1 = PC, correspondent au Complexe d’'indng, lot n° 2 : CY,
correspondent au CYCLADGIL

Tableau n°lll : Codification des animaux

Temps de Lot 1: essai PC Lot 2 : essai CY
prélevement| Sous-lot 1/ n° | Sous-lot 1’/ n° | Sous-lot 2/ n° | Sous-lot 2’/
prélevement prélévement prélevement ne
prélevement
0 PC1/1 PC1*/1 CY1l/1 CY1*/1
15 PC2/1 PC2*/1 CY2/1 CY2*/1
30 PC3/1 PC3*/1 CY3/1 CY3*/1
45 PC4/1 PC4*/1 CY4/1 CY4*/1
60 PC5/1 PC5*/1 CY5/1 CY5*/1
75 PC6/1 PC6*/1 CY6/1 CY6*/1
90 PC1/2 PC1*/2 CY1/2 CY1*/2
120 PC2/2 PC2*/2 CY2/2 CY2*/2
150 PC3/2 PC3*/2 CY3/2 CY3*/2
180 PC4/2 PC4*/2 CY4/2 CY4*[2
210 PC5/2 PC5*/2 CY5/2 CY5*/2
240 PC6/2 PC6*/2 CY6/2 CY6*/2
6h PC1/3 PC1*/3 CY1/3 CY1*/3
24h PC2/3 PC2*/3 CY1/3 CY1*/3

Légende de la codification :

Aprés centrifugation des prélevements sanguinsgteam récupéré est préserve

dans le congélateur a -20°C. Ces derniers sontndété&s avant extraction et analyse par

HPLC.

PC1/1 : PC1=C2 sous lot 1, 1=rat n°1/ 1= premier prélevement

PC1*/1 : PC1*=C2 sous loR, 1=rat n°1/1= premier prélevement
CY2*/2 : CY2*= CYCLADOL® sous lot 2, rat n°2/2= deuxiéme

prélevement.....




= Méthode chromatographique :

o0 Reéactifs et solvants et autres produits utilisés:

- CYCLADOL® cp a20mg

- Piroxicam

- Naproxen

- Methanol grade HPLC

- Acetonitrile grade HPLC

- KH3PQO, a 0.04 mole/(SIGMA-ALDRITCH).

- Acide ortho phosphorique a 10% (SIGMA-ALDRITCH).

o Appareillage :

Le matériel chromatographique utilisé est conétda :

- Une pompe Jasco PU-980 (intelligent HPLC pump).

- Un dégazeur waters IN-LINE degasser.

- Uninjecteur Rhéodyne 7725 muni d’'une boucle de R0

- Un détecteur Waters 2487 (Dual absorbance dejemboplé a un ordinateur
Digital PC muni d’un logiciel spécialisé de réféce MILLENIUM 32

= Conditions chromatographiques:

Afin de réaliser cette étape nous nous sommes kaséune méthode
chromatographique publiéf76], pour son application nous avons réalisé quelques

ajustements. Le Naproxen (NPX) est utlisé commealogt interne.



Conditions chromatographiques

Colonne HPLC type waters Spherisorb reversed-pt@ke)
250x 4,6mm, 5pum

Colonn e

Acétonitrile - Méthanol-0.04 mol LKH2PO4 ; 40 :10 :50 (V/V), le pH est ajusté a

3.8 en ajoutant de I'acide ortho phosphorique a 10%

Phase mobile

Longueur d’onde 330nm
Débit 1 ml/mn
Etalon interne Naproxen
Volume injecté 20ul

= Courbes d’'étalonnage :

La réalisation d’'une courbe d’étalonnage pourdeagie du PRX est nécessaire,

cette derniére sera notre référence pour I'évanates concentrations plasmatiques.

o Courbe d’étalonnage sans sérum :

- Préparation des solutions standards et gamme d’é@hnage:

Afin de préparer une gamme d’étalonnage standafiRX allant de 0,01 pg/ml a
5ug/ml, avec une concentration d’étalon internenteaiue constante a 2pg/ml,
nous avons procédé comme suite :
- Préparation des solutions meres:
* Solution mere PRX= 10mg de PRX dans 10ml de phasbile)
C=1000pg/ml
e Solution mére NPX= 10mg de NPX dans 10ml de phasmile;
C=1000pg/ml
» Solution fille : SF NPX= 100ug/ml
e Solution fille 1 : SF1 PRX= 100ug/ml
» Solution fille 2 : SF2 PRX= 10ug/ml
» Solution fille 3 : SF3 PRX= 1pg/ml




- Préparation de la gamme d’étalonnage :

Tableau n°lV : Gamme d'étalonnage sans sérum

C (ug/ml) | VPRX (ul) | V NPX (ul) V phase mobile
(k)
SF1 PRX/SF NPX 5 50 20 930
SF1 PRX/SF NPX 2.5 25 20 955
SF1 PRX/SF NPX 2 20 20 960
SF1 PRX/SF NPX 1.5 15 20 965
SF1 PRX/SF NPX 1 10 20 970
SF2 PRX/SF NPX 0.5 50 20 930
SF3 PRX/SF NPX 0.05 50 20 930
SF3 PRX/SFNPX| 0.025 25 20 955
SF3 PRX/SF NPX 0.01 10 20 970

La courbe d’étalonnage est obtenue en tracamipleort de surface PRX/NPX en
fonction de la concentration en pg/ml.

o Courbe d’étalonnage avec sérum :

- Protocole d’extraction :

L’extraction du PRX a partir du sérum a été efiéet par défécation, et ce en
ajoutant a chaque tube :
* 1ml de d’acétonitrile - méthanol (3 :1)
* 1mgde ZnSO4
* 1mgde MgSO4

La préparation de la gamme d'étalonnage se faitladenéme facon que
précédemment, les volumes de PRX et de NPX sootéga différents volumes de

sérum blanc (humain).

La gamme d’étalonnage sérum chargé est comprise €025 pg/ml et 5pg/ml,

la concentration de I'étalon interne est maintes@g g/ml.



Tableau n°V : Gamme d’étalonnage avec sérum

C(ug/ml) [ VPRX (ul) [ VNPX (ul) V sérum (ul)
SF1 PRX/SF NPX 5 50 20 930
SF1 PRX/SF NPX 2.5 25 20 955
SF1 PRX/SF NPX 2 20 20 960
SF1 PRX/SF NPX 1.5 15 20 965
SF1 PRX/SF NPX 1 10 20 970
SF2 PRX/SF NPX 0.5 50 20 930
SF3 PRX/SF NPX 0.05 50 20 930
SF3 PRX/SF NPX 0.025 25 20 955

La courbe d’étalonnage est obtenue en tracamiplgort de surface PRX/NPX

en fonction de la concentration en pg/ml.
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