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Inclusion du Piroxicam à la β cyclodextrine et 
caractérisation physico-chimique * 

 

Une mauvaise solubilité du principe actif, sa forte sensibilité, des propriétés organoleptiques 
indésirables ou une biodisponibilité réduite sont les principales difficultés auxquelles les galénistes 
sont confrontés. La solution à ces problèmes a été apportée par l’utilisation de nouvelles technologies 
qui permettent d’obtenir de nouvelles formes pharmaceutiques, des procédés de préparations 
originaux (encapsulation, dispersion solide…) ou par l’emploi d’excipients variés. 
Les cyclodextrines (CD) font partie des outils accessibles à la formulation. Ces molécules [1], 
constituées par l’enchaînement de glycopyranoses, se présentent sous la forme d’un anneau dont le 
diamètre varie selon le nombre d’unité les composants. Cette structure permet d’accueillir à 
l’intérieur de sa cavité des substances hydrophobes selon un mécanisme d’inclusion particulier [2]. 
L’arrangement des groupements fonctionnels périphériques de la CD confère à la molécule invitée de 
nouvelles propriétés physico-chimiques lui assurant de multiples applications. 
C’est dans cette optique que nous nous sommes proposé dans le cadre de cette thèse de Magister 
d’étudier l’inclusion du piroxicam (PRX), un anti-inflammatoire non stéroïdien (AINS) pratiquement 
insoluble en milieu aqueux, à la β-cyclodextrine (β-CD), selon le plan suivant : 
Dans le premier chapitre, nous présentons les propriétés principales des cyclodextrines et un bref 
exposé des anti-inflammatoires non stéroïdien (AINS). 
Dans le deuxième chapitre, nous abordons les complexes d’inclusion, les principales méthodes 
d’inclusion, la méthode de solubilisation selon HIGUCHI & CONNORS ainsi que les principales 
méthodes physiques d’analyses des complexes d’inclusion. 
Dans la partie expérimentale et à travers le troisième chapitre, on procède à :  

1- La préparation des complexes d’inclusion par différents procédés  
2- L’étude de la solubilité et diagramme de solubilité selon Higuchi et Connors  
3- La caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion obtenus par co-évaporation 

par DSC, RMN et RX. 
4- L’étude de la biodisponibilité in vitro des complexes d’inclusion obtenus par malaxage (test 

de dissolution) 
5- L’étude comparative de la biodisponibilité in vivo du complexe d’inclusion obtenu par co-

évaporation au CYCLADOL® comprimé à 20mg 
En conclusion, après interprétation des résultats obtenus à l’issu de chaque étape et leur comparaison 
avec les données bibliographiques, on conclue que l’inclusion du piroxicam à la β-CD augmente 
significativement sa solubilité en milieu aqueux et par conséquent sa biodisponibilité en milieu 
biologique garantissant ainsi un meilleur effet thérapeutique.  
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Introduction 

 

 Une mauvaise solubilité du principe actif, sa forte sensibilité, des propriétés 

organoleptiques indésirables ou une biodisponibilité réduite sont les principales difficultés 

auxquelles les galénistes sont confrontés. La solution à ces problèmes a été apportée par 

l’utilisation de nouvelles technologies qui permettent d’obtenir de nouvelles formes 

pharmaceutiques, des procédés de préparations originaux (encapsulation, dispersion solide…) 

ou par l’emploi d’excipients variés. 

 Les cyclodextrines (CD) font partie des outils accessibles à la formulation. Ces 

molécules [1], constituées par l’enchaînement de glycopyranoses, se présentent sous la forme 

d’un anneau dont le diamètre varie selon le nombre d’unité les composants. Cette structure 

permet d’accueillir à l’intérieur de sa cavité des substances hydrophobes selon un mécanisme 

d’inclusion particulier [2]. 

 Même si de nombreuses molécules d'Anti-Inflammatoires Non Stéroïdiens 

(AINS) sont disponibles, sur le marché mondial des médicaments,   il existe néanmoins des 

raisons précises à vouloir renforcer l'arsenal thérapeutique avec des médicaments plus 

efficaces et surtout plus sûrs, en exploitant les progrès de la pharmacologie et certaines 

avancées dans le domaine des techniques pharmaceutiques.  

 Les AINS sont parmi les médicaments les plus utilisés dans le monde. Cette classe 

thérapeutique constitue  4 à 6 % de l'ensemble des prescriptions médicamenteuses sans 

oublier que certains AINS peuvent être délivrés sans ordonnance. Les AINS sont le traitement 

de choix lors de la prise en charge des pathologies rhumatismales mais la limitation majeure 

de leur utilisation provient de leurs effets indésirables notamment des gastrites, des 

ulcérations digestives et des saignements. L'hémorragie digestive induite par les AINS est une 

complication potentiellement grave due au développement ou à l'exacerbation d'ulcères 

gastriques et duodénaux [3]. Une des nouvelles perspectives par l'approche galénique repose 

sur l'encapsulation des AINS dans les cyclodextrines.  

 Dans le domaine de la formulation pharmaceutique, les cyclodextrines qui sont 

des molécules stables, non absorbées et dénuées de toxicité peuvent théoriquement avoir des 

applications multiples.  



 La formation de complexes entre une substance médicamenteuse et les 

cyclodextrines permet de modifier certaines caractéristiques physico-chimiques de la 

molécule encapsulée.  

 Parmi les plus documentées, on peut citer, le masquage du goût ou d'une odeur 

désagréable [4-5] ou bien une augmentation de la stabilité en empêchant les réactions 

d'oxydation dues au contact du principe actif avec l'air ou à son exposition à la lumière [6]. 

Cependant, l'intérêt majeur des composés d'inclusion est qu'ils présentent généralement une 

solubilité aqueuse largement supérieure à celle de la molécule invitée laissant ainsi espérer 

une meilleure biodisponibilité [7].  

 De nombreuses données indiquent que les AINS encapsulés se dissolvent in vitro 

plus rapidement que les molécules de base [8], alors que les modifications 

pharmacocinétiques s'appuient principalement sur l'apparition précoce d'un pic plasmatique 

[9]. L'encapsulation moléculaire permet ainsi de limiter l'action irritante de l'AINS en 

s'opposant au contact direct de la molécule incluse avec la membrane stomacale mais aussi en 

diminuant le temps de présence du principe actif dans la lumière gastrique suite à 

l'augmentation de sa vitesse de dissolution dans les fluides digestifs et l'accélération de son 

absorption.  

 En s’appuyant sur ce qui précède, on se propose dans le cadre de cette thèse de 

Magister d’étudier l’inclusion du piroxicam PRX, un AINS pratiquement insoluble en milieu 

aqueux, à la β-cyclodextrine β-CD. 

Pour réaliser ce travail, nous avons procédé à : 

1- La préparation des complexes d’inclusion par différents procédés  

2- L’étude de la solubilité et diagramme de solubilité selon Higuchi & Connors  

3- La caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion obtenus par              

co-évaporation. Les techniques d’analyses utilisées sont : DSC, RMN et RX 

4- L’étude de la biodisponibilité in vitro des complexes d’inclusion obtenus par malaxage 

(test de dissolution) 

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

co-évaporation et celle du CYCLADOL® comprimé à 20mg. 

 
 
 
 
 



 

 
 
 

Chapitre I 
Partie Théorique 

 
 

Les cyclodextrines 

 



I- Présentation générale des cyclodextrines 

1)-Historique : 

 

 L’histoire des cyclodextrines débute il y a un peu plus d’une centaine d’années : 

en 1891, Villiers [10] isole 3 g d’une substance cristalline issue de la digestion 

bactériologique d’un kilogramme d’amidon. Il en détermine la composition et lui attribue la 

formule brute suivante : (C6H10O5)2, 3H2O. Il décide de la nommer “cellulosine” du fait de ses 

propriétés proches de celles de la cellulose : résistance à l’hydrolyse acide, propriétés non 

réductrices. Il observe également l’existence de deux formes cristallines distinctes 

correspondant probablement à l’α-CD et à la β-CD. 

 Ce n’est que 20 ans plus tard que Shardinger isole la souche microbienne Bacillus 

macerans [11,12] responsable de la formation de ces dextrines cristallisées, les dextrines 

désignant l’ensemble des produits de dégradation. Il distingue deux produits cristallins 

différents : la “dextrine  α cristallisée” et la “dextrine  β cristallisée”. Cette différenciation fut 

rendue possible par leur capacité à former des adduits de couleurs distinctes avec des 

molécules de diiode [13]. 

 Au début des années 30, l’équipe de Pringsheim, bien que se basant sur des études 

pouvant être discutées, découvre la capacité de ces dextrines à former des complexes avec 

divers composés organiques [14,15]. Ce n’est qu’en 1936, que Freudenberg et coll. arrivent à 

la conclusion que les “dextrines de Shardinger” sont des oligosaccharides constitués d’un 

enchaînement d’unités maltoses liées par des liaisons α(1�4) glycosidiques, et postulent pour 

une structure cyclique [16]. Elle sera confirmée par French et Rundle en 1942. Ils 

déterminèrent la structure exacte de l’α-CD et de la β-CD, tandis que celle de la γ-CD ne sera 

élucidée qu’à la fin des années 40 [17]. 

 Au début des années 50, les propriétés d’inclusion des CDs sont étudiées de 

manière intensive par Cramer [18]. En 1953, un premier brevet sur l’application des CDs dans 

la formulation de composés à visée biologique est déposé par Freudenberg, Cramer et 

Plieninger [19]. 

 Depuis les années 70, et après plusieurs études concluant à la non-toxicité des 

CDs, elles sont produites et utilisées dans l’industrie.  

 Aujourd’hui, la production de β-CD est supérieure à 1000 T/an et son prix 

continue de baisser (quelques euros par kilogramme). D’autres CDs naturelles ou modifiées 



sont également produites industriellement. Enfin, le nombre de publications consacrées à ces 

molécules-cages n’a cessé d’augmenter, et ceci de façon exponentielle : CD-NEWS a recensé 

plus de 20 000 publications parues entre 1985 et fin 2002 [20]. 

2)-Caractéristiques structurales et physico-chimiques: 

 Les cyclodextrines sont donc des oligosaccharides cycliques non réducteurs, 

obtenues industriellement par la dégradation enzymatique de l’amylose (forme linéaire de 

l’amidon) à l’aide d’une enzyme, la cyclodextrine glucosyltransférase (CGTase), d’origine 

bactérienne (Bacillus macerans, Alkalophylic bacillus,…). La structure hélicoïdale de la 

macromolécule est alors détruite au profit d’une structure cyclique (figure n°1). 

 Les trois CDs les plus fréquemment rencontrées sont l’ α-, la β- et la 

γ-cyclodextrine constituées respectivement de 6, 7 et 8 unités D-glucopyranosiques, liées 

entre elles par des liaisons glycosidiques de type α(1�4) (figure n° 2).  

 Il existe également des CDs de plus grandes tailles (δ-CD, ε-CD… respectivement 

constituées de 9, 10… unités) et de taille plus petite (4, 5 unités) qui ont été isolées ou 

synthétisées. La synthèse totale de ces molécules demeure marginale car les rendements 

obtenus lors des réactions de glycosylation sont souvent très faibles.  

 
Figure n°1 : Action de la CGTase sur l'amidon. 

 

 

 



 

n= 6, α-cyclodextrine 
n=7, β-cyclodextrine 
n=8, γ-cyclodextrine 

 

 

Figure n°2 : Formule développée générale des cyclodextrines et représentation 

                      schématique de leur structure tridimensionnelle. 

 

 Différentes nomenclatures sont utilisées dans la littérature pour l’appellation des 

CDs. La β-cyclodextrine se retrouve par exemple sous le nom de β-dextrine de Shardinger, 

cyclomaltoheptaose, cycloheptaglucan, cycloheptaamylose, β-CD, BCD ou C7A. En 

nomenclature systématique, si l’on omet la configuration absolue des centres stéréogènes, elle 

se nomme de la façon suivante : 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35-heptakis (hydroxyméthyl)-2, 4, 7, 9, 

12, 14, 17, 19, 22, 24, 27, 29, 32, 34-tétradécaoxaoctacyclo [31.2.2.23,6.28,11.213,16.218,21.223,26. 

228,31]nonatétracontane-36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49-tétradécole. Le 

terme β-CD sera employé dans ce document. 

 Les CDs ont une structure tridimensionnelle en forme de cylindre conique dont la 

paroi est constituée par des unités glucoses, en conformation chaise 4C1 [21,22] (figure n° 3). 

 

 

 



 

 
Figure n° 3 : Structures tridimensionnelles des cyclodextrines naturelles                                           

(α-, β-, et γ-CD de gauche à droite). 

 

 Tous les hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3) sont situés sur le côté le plus 

grand du tronc conique alors que les hydroxyles primaires (OH-6) sont localisés sur le petit 

côté. La présence de ces groupements hydroxyles sur les deux bords de la couronne confère à 

la partie extérieure de la CD un caractère hydrophile (surface en contact avec le solvant), alors 

que l’intérieur de la cavité, tapissée d’atomes d’hydrogène (H-3, H-5, H-6) et de l’oxygène 

inter-glycosidique (O-4), est hydrophobe.  

  



De plus, les paires d’électrons non liantes des oxygènes inter-glycosidiques sont 

dirigées vers l’intérieur de la cavité, y produisant une densité électronique élevée.  

 La cavité est donc dotée d’un caractère de base de Lewis sans pour autant donner 

un caractère acide à la partie extérieure de la cyclodextrine. 

 La structure des CDs est stabilisée par une véritable ceinture de liaisons 

hydrogène intramoléculaires entre les OH-2 d’une unité glucose et les OH-3 de l’unité voisine 

(figure 4). Dans le cas de la β-CD, cette ceinture de liaisons hydrogène rend sa structure très 

rigide et lui confère une faible solubilité dans l’eau par rapport aux autres CDs. 
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Figure n°4 : Liaison hydrogène intramoléculaire. 

 

 En revanche, la présence de ces liaisons n’empêche pas la déformation de la 

cavité dans le cas de la γ-CD. Cette déformation va en s’accentuant chez les CDs dont le 

nombre d’unités glucose est supérieur à 8 et agit de façon défavorable sur leur propriété 

d’inclusion.  

 Les principales caractéristiques structurales et physico-chimiques de l’α, de la β et 

de la γ-CD sont reportées dans le tableau suivant (tableau n° I) : 

 

 

 

 

Tableau n° I : Caractéristiques physico-chimiques des principales CDs. 

 

 αααα-CD ββββ-CD γγγγ-CD 
Nombre d’unités glucoses 6 7 8 
Formule brute C36H60O30 C42H70O35 C48H80O40 

MM (g.mol -1) 972 1135 1297 
Solubilité dans l’eau (g.L-1) à 25°C 145 18,5 232 



 

 Les cyclodextrines sont entourées de molécules d’eau d’hydratation, relativement 

faciles à éliminer (par séchage), et de molécules d’eau incluses dans la cavité qui ne peuvent 

être elles que remplacées, mais non éliminées. 

 Le caractère amphiphile des CDs, lié à leur structure spatiale, leur confère une 

propriété majeure : celle de former des complexes supramoléculaires en solution aqueuse avec 

une ou plusieurs molécules invitées hydrophobes. Pour cette raison, elles appartiennent à la 

famille des « molécules cages ». 

 

3)-Biodégradabilité  des  Cyclodextrines : 

 La biodégradation des cyclodextrines naturelles (α-CD, β-CD,γ-CD) est rapide et 

complète, dans des conditions expérimentales idéales, leur pourcentage de biodégradabilité 

atteint 90% après 15 jours d’incubation tandis que seulement 5.6 % de CD acétylées a été 

observé après 45 jours.  

 La substitution par des groupements méthyl ou hydroxypropyl affecte aussi la 

biodégradation de la β-CD. Seulement 20% de hydroxypropyl-CD sont dégradés après 100 

jours indiquant que ce type de CD est tout de même partiellement dégradable dans ces 

conditions [23]. 

4)-Toxicité des cyclodextrines :  

 En général, les cyclodextrines naturelles et leurs dérivées plus hydrophiles sont 

seulement capables de passer à travers les membranes biologiques lipophiles, telles la cornée, 

les muqueuses ou la peau, avec de grandes difficultés. Même la β-CD méthylée qui est plus 

ou moins lipophile ne diffuse pas facilement à travers les membranes biologiques, bien 

qu’elle interagisse de manière plus efficace avec les membranes que les dérivés hydrophiles. 

Gerloczy et Coll (1988) ont ainsi montré que seule une très faible quantité de diméthyle-β-

cyclodextrine radio-marquée est absorbée transdermiquement. On peut supposer que le haut 

poids moléculaire des CDs est une des causes limitant ce passage. 

[αααα]D 25 °C (H20, c=1) + 150° + 162° + 177° 

Ø cavité (Å) (petit côté – grand côté) 4,3 – 5,3 6,0 – 6,5 7,5 – 8,3 
Hauteur du tore (Å) 7,9 ± 0,1 7,9 ± 0,1 7,9 ± 0,1 

Volume approx. cavité (Å3) 174 262 427 
Nombre moyen de molécules d’eau 
dans la cavité 

6 - 8 12 13 



 Toutes les études de toxicité ont démontré que l’administration orale de 

cyclodextrines est non toxique, ceci étant du à leur très faible absorption gastro-intestinale 

(0,1 à 3%). Le caractère hémolytique des cyclodextrines est bien connu mais n’apparaît en fait 

qu’à forte concentration [23, 25]. 

 

5)-Applications actuelles et futures : 

 C’est cette propriété remarquable qu’ont les CDs de complexer en milieu aqueux 

un panel impressionnant de molécules hôtes qui fait que l’on trouve dans la littérature de 

nombreux domaines d’application dans la formulation de composés actifs  [26,28]. 

 Dans l’industrie, les propriétés des CDs sont largement exploitées dans le milieu 

pharmaceutique ; un grand nombre de spécialités à base de CDs, sont commercialisées à 

travers le monde [29,30].  

 Les principales CDs utilisées à l’heure actuelle par l’industrie pharmaceutique 

sont les β-CD normales ou modifiées. On trouve quelques exemples avec l’α-CD et la γ-CD. 

La plupart des médicaments à base de CDs sont administrés par voie orale (comprimés, 

dragées, sirops,…). 

 Cependant, on remarque que toutes les spécialités administrées par voie nasale ou 

oculaire utilisent des CDs modifiées (methyl-β-CD, hydroxypropyl-β-CD). Ces systèmes 

d’absorption font appel à des mécanismes de passage transmembranaire.  

 Ces mécanismes sont sans doute facilités par le caractère amphiphile que 

confèrent les groupements alkyles greffés sur les CDs employées. 

 Beaucoup de ces médicaments sont utilisés comme anti-inflammatoires 

(Piroxicam), mais on trouve d’autres applications.   Le marché des CDs est un marché 

mondial : les entreprises pharmaceutiques qui commercialisent ces produits sont européennes 

(Servier, Novartis, Fabre (France), Betafarm (Allemagne), Pfizer (Suède),…), américaines 

(CTD, NCI,…), japonaises (Takeda, Ono,…) et sud-américaines (Aché (Brésil), Gador 

(Argentine)). 

 Il existe également beaucoup d’applications dans les domaines de 

l’agroalimentaire, de la cosmétique, des détergents et aussi du textile [31]. Actuellement, les 

applications des CDs dans la formulation des pesticides restent encore modestes car 

l’industrie des pesticides est très sensible au coût des matières premières. Toutefois, une 

baisse rapide des coûts de production de la β-CD pourrait rapidement changer la donne dans 

ce secteur d’activité. 



 Les applications industrielles faisant appel aux CDs représentent un marché en 

plein essor. Il suffit de voir le très grand nombre de brevets nationaux et internationaux 

déposés ces dernières années, couvrant l’exploitation de ces applications. Dans ce domaine, le 

Japon est un exemple significatif [32]. 

 

 Dans les domaines plus fondamentaux et technologiques, les CDs trouvent aussi de 

nombreuses applications. En chimie analytique, les CDs ont un potentiel incroyable pour la 

séparation chirale (HPLC, Electrophorèse capillaire) [33,34]. Elles sont aussi des catalyseurs 

chimiques efficaces [35,37] et sont utilisées dans la conception d’enzymes artificielles 

[38,40]. 

Enfin, les applications des CDs dans les industries chimiques et biotechnologiques sont 

également en expansion [41,42]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 

 

 

 

Les AINS 



II- Les Anti-Inflammatoires Non Stéroïdiens - AINS 

1)-Définition :  

 Se sont des médicaments dépourvus de noyau stéroïde, ayant une action anti-

inflammatoire, antalgique et antipyrétique, les anti-inflammatoire non stéroïdiens (AINS) ont 

comme principal mode d’action l’inhibition de la synthèse des prostaglandines (PG) par 

inhibition d’une enzyme: la cyclo-oxygénase (COX). Il en existe de très nombreuses 

molécules. Ces médicaments sont l’une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le 

monde et en Algérie aussi.  

 Leur bénéfice thérapeutique est cependant limité par la survenue d’effets 

indésirables potentiellement graves, principalement digestifs mais aussi rénaux, pulmonaires, 

cutanés…etc., qui les placent au premier rang de la pathologie iatrogène médicamenteuse.  

2)-Classification : 

 Plusieurs familles d'AINS 'classiques' existent :  

• Les dérivés de l'acide carboxylique : l’acide tiaprofénique, le Diclofonac, 

Flurbiprofène, Ibuprofène, Kétoprofène, Naproxène. 

• Les dérivés de l'oxicam : le meloxicam, le piroxicam, le ténoxicam. 

• Les dérivés des fénamates, 

• Les dérivés indoliques: l’indométhacine, le sulindac, 

• Les dérivés pyrazolés : la phénylbutazone. 

 

3)-Pharmacocinétique : 

 La demi-vie d’élimination permet de classer les AINS en produit d’action brève 

(0,25 à 6,8 heures : aspirine, ketoprofène, indométhacine...) et produit d’action longue (13 à 

68 heures : sulindac, diflunisal, naproxen, piroxicam...). La fixation aux protéines 

plasmatiques est élevée, source de possibles interactions, avec déplacement et augmentation 

de forme libre (active) donc risque de surdosage subit [43,44].  

4)-Le Piroxicam (PRX): 



 Le piroxicam est un AINS du groupe des oxicams. Il possède des propriétés 

antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire et Inhibiteur des fonctions plaquettaires. 

L’ensemble de ces propriétés est lié à une inhibition de la synthèse des prostaglandines [45]. 

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

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

insoluble dans l’eau, soluble dans le chlorure de méthylène, peu soluble dans l’éthanol.         

Le PRX présente le phénomène de polymorphisme [46]. 

 
Figure n° 5: Structure chimique du PRX 

 

 Tableau n°II : Propriétés physico chimiques du Piroxicam 

Non du produit de 
référence 

Féldène®  (laboratoire princeps) 

Dénomination 
Commune 
Internationale (DCI) 

Piroxicam (selon BANM :British Approved Name Modified 
et USAN (United States Approved Name) 

Groupe chimique AINS (oxicams) 

Dénomination 
chimique 

I. 2H-1,2-BENZODIAZEPINE-3-CARBOXAMIDE, 
4-HYDROXY-2-PYRIDYNIL1-,1,1-DIOXIDE 
II.  4-HYDROXY-2-METHYL-N-2-PYRIDIL-2H-1.2-
BENZOTHIAZIDE-3-CARBOXAMIDE1,1-DIOXIDE 

Formule brute C15H13N3O4S 
Poids moléculaire 
(g/mol) 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 thérapeutiquement active. 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Chapitre II 
Les complexes d’inclusion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III-Les complexes d’inclusion  

1)-Présentation générale : 



 Un complexe d’inclusion est une association moléculaire entre une ou plusieurs 

molécules dont l’une est l’hôte (cyclodextrines) et l’autre l’invitée (la molécule). La molécule 

"invitée"  est alors encapsulée (complexée) de façon totale ou partielle au sein de la molécule 

"hôte". Les liens qui unissent ces différentes entités sont des interactions faibles, non 

covalentes, pouvant être de type électrostatique, hydrophobe, ou de Van der Waals. Des 

liaisons hydrogène ou des empilements π-π peuvent également intervenir dans ce processus, 

ce qui entraîne une dissociation aisée et douce des composés de ces derniers.  

 Cramer a introduit en 1951 la notion de complexe d’inclusion pour traduire le 

transfert d’un ligand d’une solution aqueuse vers la cavité d’une cyclodextrine [47]. Cette 

cavité est, comme vu précédemment, occupée par des molécules d’eau; cette occupation est 

énergétiquement défavorisée du fait des interactions polaire– apolaire. Cette eau pourra alors 

être facilement substituée par une "molécule invitée" appropriée, moins polaire qu’elle. Ce 

phénomène donne dans ce cas naissance à des interactions de type Van der Waals et lorsque 

la structure de la molécule invitée le permet, à la formation de liaisons hydrogène qui peuvent 

également stabiliser le complexe. 

 Les complexes formés entre la (les) cyclodextrine(s) “hôte(s)” et la (les) 

molécule(s) “invitée(s)” peuvent être de plusieurs types (figure n°6) : on distingue les 

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

 

 

 

Figure n°6: Diverses structures en solution aqueuse de complexes cyclodextrines-invités décrits 
dans la littérature (d’après Wenz, 1994) ; a) inclusion complète ; b) inclusion "axiale" ; c) inclusion partielle 

(capping) ; d) complexe 2:1; e) complexe 1:2; f) complexe 2:2; g) complexe "non-spécifique" 

 



 Le plus fréquemment, il s’agit de complexes d’inclusion de type 1:1. En solution, 

le complexe étant régi par des forces d’interactions faibles, un équilibre s’établit entre les 

formes dissociées et associées. Cet équilibre thermodynamique s’exprime par une constante 

d’association  Ka. Dans le cas d’une CD et d’une molécule invitée A, il est régie par la 

relation suivante (figure n°7): 

CD + A ���� CD.A 

                             [A] [CD]

[CD.A]
 Ka 1):(1 =  

 

 

Figure n° 7: Complexe d’inclusion de type 1:1 cyclodextrine - molécule invitée 

 

 La formation d’un complexe d’inclusion entre une CD et une molécule invitée 

confère à ce complexe de nouvelles propriétés physico-chimiques et biologiques différentes 

de celles de la CD et de la molécule incluse prises séparément : 

� modification de la solubilité dans l’eau, 

� modification des propriétés spectrales, 

� modification de la réactivité chimique (protection à l’oxydation, à l’hydrolyse, 

réactions énantiosélectives, Diels-Alder,…), 

� diminution de la diffusion et de la volatilité (dans le cas de substances volatiles), 

� modification des propriétés chirales (séparation d’énantiomères en 

chromatographie),  

� modification des propriétés biologiques (par exemple, le caractère hémolytique) 

L’exploitation de ces capacités d’inclusion et la biocompatibilité des CDs ont  entraîné un 

accroissement du nombre et de la diversité de leurs applications [49-53]. 

2)-Principales méthodes d’inclusion :  

La bibliographie fait référence à plusieurs techniques de préparation des complexes 
d’inclusion, on citera : la co-précipitation/co-évaporation, l’inclusion par l’utilisation de 
fluides supercritiques tel que le CO2, l’atomisation (spray drying), la lyophilisation (freeze 



drying) [54,56], le mélange humide (dump mixing),  le mélange physique ou mélange à sec 
(physical mixture) [57],  la  complexation par malaxage (Kneading) [58]. 

 Pour toutes ces méthodes, il est important de savoir que les quantités utilisées sont 

régies par le rapport d’inclusion. 

 

3)-Energies mises en cause : 

 En solution aqueuse, la cavité des CDs est occupée par des molécules d’eau 

énergiquement non-favorables (interaction polaire-apolaire), ce qui permet une substitution 

aisée par des molécules invitées de moindre polarité que l’eau. 

  



 

 

Plusieurs contributions énergétiques ont été mises en évidence pour expliquer les interactions 

entrant en jeu lors de la formation de complexes par des CDs. 

- Adaptation stérique : par des changements conformationnels de la molécule invitée 

et/ou de la cyclodextrine (conformation induite) lors du processus d’inclusion. 

- Formation de liaisons hydrogène. 

- Interactions de Van der Waals : forces de dispersion de London et interactions 

dipôle-dipôle induit. 

- Interactions hydrophobes, dipôle-dipôle, de transfert de charges et électrostatiques. 

- Relargage de molécules d’eau à «haute-enthalpie» de la cavité de la cyclodextrine. 

- Relargage de molécules de solvant de la cavité de la cyclodextrine avec un gain 

d’entropie. 

- Relâchement des tensions du macrocycle. 

  

 C’est l’action simultanée de plusieurs de ces interactions qui rend effective 

l’inclusion spécifique, les phénomènes de reconnaissances moléculaires étant dus à la 

coopération de multiples interactions faibles. Ce phénomène d’inclusion-complexation ne fait 

intervenir aucune liaison covalente mais uniquement des forces telles que les liaisons 

hydrogène ou des interactions de Van der Waals, ce qui permet ainsi le relargage de la 

molécule invitée, ouvrant la voie à de multiples applications. 

4)-Conséquences : 

 L’inclusion d’invités dans la cavité des CDs, influence les propriétés de celles-ci, 

ouvrant la voie à de nombreuses études tant théoriques qu’industrielles. Les propriétés 

physico-chimiques des invités se trouvent modifiées du fait de la formation de complexes 

d’inclusions : 

- Le déplacement chimique en RMN est modifié du fait de ce changement 

d’environnement anisotropique. 

- Lorsque des composés achiraux sont inclus dans une CD, le complexe formé est 

optiquement actif et montre un important effet de Cotton induit en dichroïsme 

circulaire. 

- Parfois le maximum en UV est déplacé de plusieurs nm. 



- La fluorescence est aussi très influencée car la molécule fluorescente passe d’un 

milieu aqueux à un milieu apolaire. 

 La réactivité chimique des molécules incluses est aussi modifiée lors de 

l’inclusion. Le plus souvent elle est diminuée car l’invité se trouve stabilisé, mais la 

cyclodextrine peut aussi agir comme catalyseur. La diffusion et la volatilité sont modifiées, 

ainsi que les propriétés chromatographiques des molécules incluses, en particulier en 

chromatographie chirale [59]. 

 

5)-Etude des complexes d’inclusions : 

 Il existe plusieurs techniques permettant d’étudier ces complexes d’inclusion, 

elles permettent de mettre en évidence leur formation et, de déterminer leur stœchiométrie et 

leur stabilité.  

 Ces différentes techniques reposent sur les modifications des propriétés physico-

chimiques ou optiques de la molécule complexée liée à la modification de son 

microenvironnement. 

 

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

 Cette approche, telle que développée par Higuchi et Connors [60], est très 

couramment utilisée pour l’évaluation de l’utilisation potentielle des cyclodextrines afin 

d’augmenter la solubilité de composés hydrophobes en milieux aqueux. Elle permet en effet 

d’obtenir le profil de la courbe de solubilité de la molécule invitée en fonction de la 

concentration en CDs et donc de prouver l’augmentation de la solubilité en présence de CDs. 

 Le principe de cette méthode consiste à ajouter le composé invité en quantité 

excédentaire à des solutions de CDs de concentrations croissantes, puis à doser la quantité de 

composé invité dissous, généralement par UV ou par HPLC. Un diagramme de solubilité de 

l’invité en fonction des concentrations de CDs peut ainsi être établi. Deux types de 

diagrammes sont généralement observés: types A et B (figure n°8) [61]. 

 Dans le diagramme de type A, la solubilité de l’invité augmente avec la 

concentration en cyclodextrines. Il y a formation d’un ou plusieurs complexes solubles. Les 

courbes de type A sont subdivisées en trois (03) sous types AL, AP et AN : 

� AL : représente une augmentation linéaire de la solubilité du composé invité en 

fonction de la CD. Elle correspond à la formation exclusive d’un composé d’inclusion 

dont la stœchiométrie est équimolaire (1 : 1 ou 2 : 2 ou 3 : 3) 



� AP : cette courbe est dite «positive», c'est-à-dire incurvée vers le haut. 

� AN: cette courbe est dite «négative», c'est-à-dire incurvée vers le bas. Cependant, son 

origine reste incertaine, elle pourrait être due à un changement de la constante de 

formation du complexe, à l’altération du solvant ou bien encore à l’association de 

molécules de ligands entre elles à de fortes concentrations. 

 Dans le diagramme de type B, la solubilité du composé d’inclusion est inférieure 

à celle de la cyclodextrine pure: la solubilité de l’invité augmente dans la première partie de la 

courbe à cause de la formation du composé d’inclusion, mais quand la limite de solubilité est 

atteinte, la formation accrue de composé d’inclusion provoque sa précipitation, représentée 

par un plateau. Lorsque l’excès de principe actif est consommé, on observe une décroissance 

qui serait liée à l’inclusion du principe actif dissout et à sa précipitation concomitante. Ce 

diagramme est subdivisé en deux (02) sous types BS et BI : 

   � BS : caractérise la formation de complexes à solubilité limitée. 

   � BI : caractérise la formation de complexes insolubles. 

 

                                                                                                                               

Figure n°8 : Diagrammes de solubilité de phase selon HIGUCHI & CONNORS 

 



 L’établissement de ces diagrammes de solubilité permet de calculer à partir de la 

portion ascendante rectiligne de la courbe, une constante de stabilité apparente Ks (M-1), en se 

fondant sur l’équation suivante, dans le cas où la stœchiométrie du complexe est 1:1 [62]:  

 

Ks = 
)1( aSo

a

−
 

Avec : 

a : pente de la droite ascendante du diagramme de solubilité. 

So : solubilité apparente du principe actif dans l’eau (M).  



 

 

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

 Les complexes d’inclusion peuvent être isolés lorsqu’ils forment des substances 

cristallines stables. 

 De nombreuses techniques d’analyses physico-chimiques, telles que la  

spectroscopie IR, l’analyse enthalpique différentielle DSC, la spectroscopie UV- Visible, 

l’analyse cristallographique RX, la spectroscopie RMN, la spectrométrie de masse MS…, 

permettent de mettre en évidence, de caractériser et de déterminer les constantes d’association 

de ces complexes [63-67].  

 Aussi, si la molécule invitée présente un caractère d’intérêt pharmaceutique, et 

dans le but de prouver son efficacité, deux tests sont nécessaires dans ce domaine, il s’agit des 

tests de biodisponibilité in vitro et in vivo, car ces derniers démontrent, l’efficacité améliorée 

du complexe d’inclusion obtenu, en milieu biologique simulé et en milieu biologique réel 

(qu’il soit animal ou humain). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

Chapitre III 
Partie expérimentale 

 
Préparation des complexes  

&  
Méthodes 

 
 
 
 
 

I-Préparation des complexes d’inclusion 
 
1)-Matières premières : 
 
 Le principe actif : est un anti-inflammatoire non stéroïdien, le piroxicam, 
disponible au GROUPE SAIDAL, pour la fabrication des produits PRIXAM® comprimé 
dispersible à 20mg et solution injectable.  
Donc le choix de cette molécule a été motivé par plusieurs critères : 

• Sa disponibilité 

• Sa classe thérapeutique, étant l’une des plus utilisées en Algérie 
• Sa faible solubilité dans l’eau 



• Une perspective de développement d’un générique du CYCLADOL®comprimé à 
20mg anti-inflammatoire à base du complexe d’inclusion piroxicam-β-cyclodextrine. 

 
 La Cyclodextrine : Le choix du type de cyclodextrine à étudier a été basé sur les 

informations récoltées par la recherche bibliographique dans les travaux antérieurs consultés. 

En effet, vu la taille de l’α-CD et de la γ- CD, nous avons choisi la β-cyclodextrine. 

  Aussi le coût de la β-CD et sa disponibilité sur le marché  s’avèrent  des critères 

déterminants pour son utilisation, en effet elle revient beaucoup  moins chère que l’α-CDs et  

γ- CDs. 

 
2)-Préparation des complexes d’inclusion : 
 
 Trois types de complexes d’inclusion ont été préparés (avec différents rapports 

molaires) lors de ce travail pratique.  

 

 
� Le mélange type filtrat : 

 Un excès de PRX est proposé à des solutions aqueuses de β-CD de titres 

croissants. Après agitation magnétique à 25°C, pendant trois heures, les suspensions sont 

filtrées et les solutés dosés par spectrophotométrie UV/Vis. Le mélange ainsi préparé sera 

utilisé pour l’étude de la solubilité du PRX en milieu aqueux. 



o Détermination de la quantité de PRX en excès : 

  La détermination de la quantité de PRX en excès se fait par ajout successif jusqu’à 
saturation du milieu. 

  
Schématisation : 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 Dans notre cas, et pour un volume de 50ml, la quantité en excès de PRX est égale 

à 10mg. 

o Préparation de la gamme de solutions de β-CD : 

 

1- Préparation d’une solution mère de β-CD à 60mmol dans 50ml d’eau distillée: 

On pèse 1.326g de β-CD, on les dissout dans 50ml d’eau distillée.  

(Mr (β-CD)= 1135g/mol) 

On réalise les dilutions nécessaires pour obtenir des concentrations de β-CD allant de 

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

 

2- On ajoute ensuite un excès de PRX de 10mg. Les flacons sont mis sous agitation à 

25°C, pendant 03 heures pour stabiliser l’équilibre [68,69].  

3- Après avoir filtré les solutions, on procède à leur dilution (125µl dans 5ml d’eau 

distillée), et on procède à un scanning entre 200nm et 400nm pour déterminer les 

densités optiques des différentes solutions 

  

� Le mélange par malaxage : 
  

 Deux mélanges à différentes proportions en PRX/ β-CD sont préparés : 1mole/ 

2moles, 1mole/ 3moles.  

 

X mg X mg X mg X mg 

Agitation Agitation Agitation Agitation 

La quantité en excès = 3* X mg  de soluté 



Mélange PRX (mg) β-CD (mg) 

M1 : 1mole/2moles 331.4 2270 

M2 : 1mole/3moles 331.4 3405 

 

 La méthode générale de préparation par malaxage suit les étapes suivantes :  

• Pré-mélange des poudres,  

• Mouillage avec de l’eau purifiée,  

• Malaxage à 30°C pendant 60 minutes,  

• Séchage en étuve ventilée à 40°C et,  

• Calibration sur grille de 0.5mm 

 Le grain ainsi préparé, est rempli manuellement dans des gélules pour l’étude de 

sa biodisponibilité in-vitro (test de dissolution). 

 

� Le mélange par co-évaporation : 

 Les complexes d’inclusion en PRX/β-CD avec un rapport molaire 1:1 et 1: 2.5, sont  

préparés par la méthode de co-évaporation.  

Pour préparer un complexe de 1500mg on a : 

 

*pour un rapport équimolaire PRX : β-CD (1 :1) : 

mPRX + mβ-CD = 1500 mg  ↔  mPRX =1500mg - mβ-CD     (I) 

nβ-CD/ nPRX  = 1 = (mβ-CD * M PRX) / (mPRX * Mβ-CD)         (II) 

On remplace (I) dans (II), on obtient : 

 

 

mPRX = 339,07  mg 

mββββ-CD = 1160,93  mg  

 

*pour un rapport PRX : β-CD (1 :2,5) : 

mPRX = 159,91  mg 

mββββ-CD = 1343,09 mg  

 

Les étapes de préparation sont les suivantes: 



� Tamiser les quantités PRX et β-CD (m PRX, mβ-CD) à travers un tamis de 0,5 mm. 

� Dissoudre une quantité mβ-CD  dans 10ml de méthanol à l’aide d’un ultrason. 

� Ajouter la quantité m PRX et mélanger pendant 30 minutes à vitesse moyenne. 

� Evaporer à sec tout le méthanol à l’aide d’un courant d’azote. 

 

Remarque: 

 Avant toute manipulation, il est nécessaire de dessécher la poudre obtenue dans 

l’étuve à 40°C, afin d’éviter toute trace d’eau. 

 



 
II-Méthodes : 
1)-Mise au point et validation d’une technique de dosage du PRX 
en milieu aqueux : 

� Réactifs, références et solutions utilisées : 

Piroxicam matière première 

Eau distillée 

• Appareillage : 

Balance SARTORIUS 

Distillateur ROS 700 

Spectrophotomètre d’absorption UV-Vis CECIL 9000 

 
� Optimisation des conditions opératoires : 

 A partir d’une solution concentrée de PRX matière première dans l’eau distillée 

(environ 1mg/ml), on effectue un scanning UV entre 200nm et 400nm. 

       On obtient une densité optique très élevée, la solution à 1mg/ml en PRX est très 

concentrée, on procède alors à sa dilution jusqu’à obtention d’un maximum d’absorption 

d’une densité optique se situant entre 0.5 et 0.6. 

       Après avoir effectué les dilutions nécessaires, on retient une concentration de 

5*10-3 mg/ml en PRX qui donne un maximum d’absorption d’environ 0.5. 

 

� Préparation de la gamme d’étalonnage : 

 La réalisation d’une courbe d’étalonnage pour le dosage du PRX en milieu aqueux 

est nécessaire, cette dernière sera notre référence pour l’étude de la solubilité du PRX en 

présence de la β-CD.  

 Une gamme d’étalonnage a été préparée à différentes concentrations en PRX, 

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

 

 

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� Validation de la méthode : 

 Le but de la validation d'une procédure analytique est de démontrer qu'elle correspond 
à l'usage pour lequel elle est prévue [70].  

La validation d’une méthode d’analyse repose sur l’étude de plusieurs paramètres :  

o Sensibilité : afin de vérifier la sensibilité de la méthode de dosage, une gamme 

d’étalonnage à différentes concentrations en PRX, allant de 60% à 140% a été 

préparée. L’étude est répétée sur 03 jours successifs. 

o Répétabilité : afin de vérifier la répétabilité de la méthode de dosage, l’analyse 

d’une solution de PRX à 5* 10-3 mg/ml en PRX (100%), est analysée 10 fois 

en un seul jour. 

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

fiole de 100ml 

Solution mère, C=0.1mg/ml 

Prélever dans des fioles de 100ml 
                     fiole de 100ml                                                              

3 ml 4 ml 5 ml 6 ml 7 ml 

Compléter à 100ml avec de l’eau distillée                                                  

0.003mg/m
l 

0.004mg/m
l 

0.005mg/m
l 

0.006mg/m
l 

0.007mg/m
l 

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



o Précision : pour évaluer la reproductibilité de la méthode de dosage, l’analyse 

d’une solution de PRX à 5*10-3mg/ml est reproduite sur 03 jours successifs. 

 
2)-Etude de la solubilité – Diagramme de solubilité: 
 

� Principe : 
 

 La solubilité des substances hydrophobes, augmente souvent par complexation. 

Cette technique a été développée par HIGUCHI et CONNORS. Son principe consiste à 

déterminer la solubilité du PRX en milieux aqueux,  et  d’étudier son inclusion dans la β-

CD. 

 Pour cela, un excès de PRX a été ajouté à des solutions de β-CD de titres 

croissants (mélanges type filtrat). La solubilité du PRX en présence de la β-CD, en milieu 

aqueux  est déterminée par la méthode UV/visible, précédemment validée.  

 On calcule ensuite la concentration en PRX des différentes solutions (filtrats) à 

partir de la courbe d’étalonnage de la méthode UV/Vis, et ce afin  de tracer le diagramme 

de solubilité. 

 

� Détermination de la constante d’inclusion : 
 

 La constante de stabilité apparente K de l’inclusion du PRX à la βCD en milieu 

aqueux, est calculée à partir de la pente de la droite du diagramme de solubilité et de 

l’intersection de la droite à l’axe des origines S0, en utilisant l’équation suivante : 

 

                             

K PRX : βCD = pente / S0 [mol] (1- pente) 

 



 
3)-Analyse thermique différentielle (DSC) : 

      L’analyse thermique différentielle a été réalisée sur un appareil de type TA 

INSTRUMENT 2886 [71-72]. Les conditions opératoires utilisées sont les suivants : 

- Vitesse de chauffage : 5°C/min. 

- Masse des échantillons prélevés: 2-10 mg. 

- Echelle de température : 50-250°C. 

4)-Analyse par diffraction des rayons X (DRX) :  

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

ont été enregistrés pour des valeurs de 2θ allant de 5° à 35° [73].  

 
5)-Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN- 1H) :   

                  Les analyses RMN du proton ont été enregistrées sur un appareil BRÜKER (400 

MHZ). Les déplacements chimiques sont donnés par rapport à une référence externe, le 

tetraméthylsilane (TMS) (δ=0ppm) et le solvant employé est le DMSO-d6 [74]. 

 

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

       L’évaluation de la biodisponibilité in vitro a été réalisée à l’aide d’un dissolutest 

type PHARMATEST, composé d’un bain thermostaté à 37°C, dans lequel baignent six 

réacteurs. Ces récipients sont remplis d’un milieu de dissolution approprié similaire au milieu 

gastrique, et sont maintenus sous agitation  par un système de palettes dans lequel  les gélules 

préparées sont placées.  

       La  vitesse et la durée d’agitation sont normalisées par la pharmacopée américaine 

USP 30ème édition. Ce système est relié à un spectrophotomètre U.V/Visible pour le dosage 

automatique des concentrations du PRX dissout en fonction du temps [75]. 

Conditions opératoires : 

 

 

 

 

 

 

 



 

Appareil  Dissolutest PHARMATEST à panier 

Milieu de dissolution Milieu gastrique simulé (sans pepsin, 

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 10µm 

Débit de la pompe 5ml/min 

Cuve optique 10 mm 

Longueur d’onde 333nm 

 

Le dosage est effectué par la méthode UV-Vis précédemment validée. 

 

 

7)-Etude comparative de la biodisponibilité in vivo : 

 Cette étude a été réalisée  par l’administration orale (par gavage gastrique) de 

deux suspensions à 0,067mg/ml, préparées à partir du complexe d’inclusion C2, obtenu par 

co-évaporation, et du CYCLADOL® cp à 20mg, à deux lots de 12 rats de race wistar femelles, 

dont le poids moyen est d’environ 200g. 

� Matériel et réactifs utilisés: 

o Matériel biologique : 

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

Provenance : CRD- Saidal 

 

o Matériel non biologique : 

- Gaze  

-  Tubes capillaires 

- Tubes héparinés (pour les prélèvements) 

- Tubes Ependorff (pour la conservation du sérum) 

- Portoirs  



 

 

o Réactifs : 

- Ether 

- Eau physiologique  

 

� Préparation des suspensions à 0,067mg/ml : 

 La posologie du PRX chez l’adulte est en moyenne de 20mg par prise, si l’on 

considère que le poids moyen chez un adulte (humain) est de 60 kg, alors on aura une 

prise équivalente à 0,33mg/Kg. 

 Or le poids moyen des rats wistar, 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 les suspensions à base du C2 et du 

CYCLADOL® cp, à une concentration de 0,067mg/ml dans de l’eau physiologique.  

 

� Méthode : 

o Mise  à jeun des animaux la veille du test. 

o Administration à t0, par gavage gastrique des suspensions préparées. 

o Réalisation des prélèvements veineux par ponction du sinus rétro- orbitaire après 

une légère anesthésie à l’éther, aux différents temps suivants : 

- Première heure = 15’, 30’, 45’, 60’ 

- Deuxième heure = 75’, 90’, 120’ 

- Troisième heure = 150’, 180’ 

- Quatrième heure = 210’, 240’ 

- Sixième heure 

- Vingt quatre heures 



 

� Protocole de prélèvement : 

o Répartir les animaux (24) en deux lots et procéder à leur codification ; 

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

o Marquer les animaux de chaque lot selon la codification suivante : 

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

correspondent au CYCLADOL®]. 

 

Tableau n°III :  Codification des animaux 

Temps de Lot 1 : essai PC Lot 2 : essai CY 
prélèvement Sous-lot 1/ n° 

prélèvement 
Sous-lot 1’/ n° 
prélèvement 

Sous-lot 2/ n° 
prélèvement 

Sous-lot 2’/ 
n° 

prélèvement 
0 PC1/1 PC1*/1 CY1/1 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 : 

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

• PC1*/1 : PC1*= C2 sous lot 2, 1=rat n°1/1= premier prélèvement 

• CY2*/2 : CY2*= CYCLADOL®  sous lot 2, rat n°2/2= deuxième 

prélèvement….. 

 

 Après centrifugation des prélèvements sanguins, le sérum récupéré est préservé 

dans le congélateur à -20°C. Ces derniers sont décongelés avant extraction et analyse par 

HPLC.  

 

 



� Méthode chromatographique :         

o Réactifs et solvants et autres produits utilisés: 

 
- CYCLADOL® cp  à 20mg 

- Piroxicam 

- Naproxen 

- Methanol grade HPLC 

- Acetonitrile grade HPLC 

- KH2PO4 à 0.04 mole/l (SIGMA-ALDRITCH). 

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

 

o Appareillage : 

 Le matériel chromatographique utilisé est constitué de : 

 

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

- Un dégazeur waters IN-LINE degasser. 

- Un injecteur Rhéodyne 7725  muni d’une boucle de 20 µl. 

- Un détecteur Waters 2487 (Dual  absorbance detector) couplé à un ordinateur 

Digital  PC muni d’un logiciel spécialisé de référence MILLENIUM 32  

 
� Conditions chromatographiques : 

 Afin de réaliser cette étape nous nous sommes basé sur une  méthode 

chromatographique publiée [76], pour son application nous avons réalisé quelques 

ajustements. Le Naproxen (NPX) est utilisé comme étalon interne.



 

 
� Courbes d’étalonnage : 

 La réalisation d’une courbe d’étalonnage pour le dosage du PRX est nécessaire, 

cette dernière sera notre référence pour l’évaluation des concentrations plasmatiques.  

 

o Courbe d’étalonnage sans sérum : 

- Préparation des solutions standards et gamme d’étalonnage: 

 Afin de préparer une gamme d’étalonnage standard en PRX allant de 0,01 µg/ml à 

5µg/ml, avec une concentration d’étalon interne maintenue constante à 2µg/ml, 

nous avons procédé comme suite : 

- Préparation des solutions mères: 

• Solution mère PRX= 10mg de PRX dans 10ml de phase mobile, 

C=1000µg/ml 

• Solution mère NPX= 10mg de NPX dans 10ml de phase mobile, 

C=1000µg/ml 

• Solution fille : SF NPX= 100µg/ml 

• Solution fille 1 : SF1 PRX= 100µg/ml 

• Solution fille 2 : SF2 PRX= 10µg/ml 

• Solution fille 3 : SF3 PRX= 1µg/ml 

 

 

 

 

 

Conditions chromatographiques 

Colonn e 
Colonne HPLC type waters Spherisorb reversed-phase (C18)  

250x 4,6mm, 5µm 

Phase mobile 
Acétonitrile - Méthanol-0.04 mol L-1 KH2PO4 ; 40 :10 :50 (V/V), le pH est ajusté à 

3.8 en ajoutant de l’acide ortho phosphorique à 10% 

Longueur d’onde  330nm 

Débit 1 ml/mn 

Etalon interne Naproxen 

Volume injecté 20µl 



 
- Préparation de la gamme d’étalonnage : 

 

Tableau n°IV : Gamme d’étalonnage sans sérum 

 

 C (µg/ml) V PRX (µl) V NPX (µl) V phase mobile 

(µl) 

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 

SF3 PRX/SF NPX 0.01 10 20 970 

 

 La courbe d’étalonnage est obtenue en traçant le rapport de surface PRX/NPX en 

fonction de la concentration en µg/ml. 

 
o Courbe d’étalonnage avec sérum : 

- Protocole d’extraction :  

 L’extraction du PRX à partir du sérum a été effectuée par défécation, et ce en 

ajoutant à chaque tube :  

• 1ml de d’acétonitrile - méthanol (3 :1)  

• 1mg de ZnSO4               

• 1mg de MgSO4   

  

 La préparation de la gamme d’étalonnage se fait de la même façon que 

précédemment, les volumes de PRX et de NPX sont ajoutés à différents volumes de 

sérum blanc (humain).  

  

 La gamme d’étalonnage sérum chargé est comprise entre  0,025 µg/ml et 5µg/ml, 

la concentration de l’étalon interne est maintenue à 2µg/ml. 



 

 

Tableau n°V : Gamme d’étalonnage avec sérum 

 
 
 

 C (µg/ml) V PRX (µl) V NPX (µl) V sérum (µl) 

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 traçant le rapport de surface PRX/NPX 

en fonction de la concentration en µg/ml. 
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