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Résumeée

Les résultats obtenus montrent que les f-CDs sont capables d’encapsuler le Tramadol
et la meilleure méthode d’encapsulation est I’irradiation via micro-onde. Les meilleurs
ajustements des spectres aux données expérimentales pour toutes les lignes de RMN sur toute
la gamme de concentration ont montrés que le complexe avait une stoechiométrie [1:1] avec
une constante d'équilibre K;; =260 + 10 a 20°C. La complexation du Tramadol par la f-CD
ne provoque pas de modification de ses spectres d'absorbance et de fluorescence. L’auto-
extinction de la fluorescence du Tramadol au-dessus de 1 mmol-L™ a été caractérisée par une
constante de Stern-Volmer K = 810 L-mol™. L'inhibition de I’auto-extinction par la formation
d'un complexe d'inclusion s'est manifestée par de faibles constantes de Stern-Volmer en
présence de f-CD

La p-CD et I’Ac-f-CD ont modifié les propriétés cristallographiques d’HCTZ. Ce
changement a été attribué a la formation du complexe d’inclusion. La complexation a 1’aide
de la HP-BCD (Ks=846,72 M ) et la dispersion dans le PEG 1000, peut étre une alternative
dans I’optique de la résolution des lacunes d’HCTZ, a savoir son insolubilité et sa mauvaise

biodisponibilité.

Mots clés : Auto-extinction, f-CD, HCTZ, irradiation via micro-onde, PEG, solubilité,

Tramadol.
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Abstract

The results obtained show that the f-CDs are capable of encapsulating Tramadol and
the best encapsulation methods are irradiation’s via microwave. The best spectral fit to
experimental data for all NMR lines over the entire concentration range showed that the
complex had [1: 1] stoichiometry with an equilibrium constant K;; = 260 + 10 at
20°C.Complexation of Tramadol by f-CD does not cause modification of its absorbance and
fluorescence spectra. Fluorescence self-quenching of Tramadol above 1 mmol.L"' was
characterized by a Stern-Volmer constant K = 810 L.mol™. Inhibition of self-quenchingby
formation of an inclusion complex was manifested by lower Stern-Volmer constantsin the
presence of 5-CD.

S-CD and Ac-fCD have modified the crystallographic properties of HCTZ and we
can attribute this change to the formation inclusion complex. Complexation using HP-fCD
(Ks = 846.72 M'l) and dispersion in PEG 1000, may be an alternative in terms of resolution

shortcomings of HCTZ, namely its insolubility and poor bioavailability.

Keywords :Self-quenching, f-CD, HCTZ, microwave irradiation, PEG, solubility, Tramadol.
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Introduction générale

La chimie joue un role central tant par sa place au sein des sciences de la nature et de
la connaissance que par son importance €économique et son omniprésence dans notre vie
quotidienne. Elle contribue de fagon déterminante aux besoins de I’humanité en nourriture et
en médicament, en vétements et en habitations, en énergie et en matiere premieres et en
transport. La chimie est aussi une industrie, du produit de grand tonnage a la haute
technologie la plus innovante, des nanomatériaux aux molécules thérapeutiques finement
ciblées [ 1].

Depuis environ deux siecles, la chimie moléculaire a édifi¢ un vaste ensemble de

molécules et de matériaux de plus en plus sophistiqués. De la synthese de 1’urée en 1828 [2]
a I’achévement, dans les années 1970, de la synthése de la vitamine B12 [3-5], cette discipline
n’a cess¢ d’affirmer son pouvoir sur la structure et la transformation de la matiére.
Au-dela de la vision moléculaire, ou les atomes se combinent pour former des structures déja
complexes, il existe un autre domaine d'association qui implique cette fois des molécules pour
donner des assemblages aux multiples applications. Ce champ d'études, appelé chimie
supramoléculaire, implique des liaisons dites faibles (forces ¢électrostatiques, liaisons
hydrogene, forces de Van der Waals) entre les molécules, contrairement aux atomes qui, eux,
font intervenir des liaisons de covalence (liaisons fortes) par mise en commun d'électrons. La
majorité de ces interactions sont du type hoéte-invité ou complexe d’inclusion, dont les
cyclodextrines font parties des hdtes les plus intéressants.

Depuis leur découverte en 1891 par Villiers [6], les cyclodextrines (CDs) ont regu une
grande attention de la communauté scientifique. Obtenues par dégradation enzymatique de
I’amidon, les CDs sont des oligosaccharides cycliques qui possédent au sein de leur structure
une cavité hydrophobe. Celle-ci leur permet de former des complexes d’inclusion avec un
grand nombre de molécules dont les propriétés physicochimiques sont alors modifiées :
solubilit¢ dans 1’eau, la réactivité, stabilité, amélioration de la fluorescence lorsque le
fluorophore est impliqué en complexation, etc. Les cyclodextrines ont été modifiées
structurellement et largement étudiées pour la complexation d'une grande variété de
molécules organiques [7,8] ; En dehors de 1'amélioration de la fluorescence entrainée par la
mobilité restreinte, un autre mécanisme est 1'inhibition de 1’extinction. Ainsi, la complexation
de l'espece fluorescente par S-CD fait une barriere stérique contre la proximité des
extincteurs[9-14].Un phénomeéne en relation qui n'a pas regu d'attention jusqu'ici est 1'auto-
extinction qui a lieu a des concentrations ¢€levées de molécules fluorescentes. Une partie de
cette thése porte sur ce dernier point en utilisant le chlorhydrate de Tramadol comme

molécule fluorescente. D’un autre coté, I'amélioration de I’absorption par voie orale des

1
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principes actifs non hydrosolubles est I'un des défis les plus fréquents et les plus importants
pour les scientifiques de la formulation dans l'industrie pharmaceutique, en raison de la
production a grande échelle de substances actives nouvellement synthétisées souffrant de
solubilité limitée dans 1’eau. Par conséquent beaucoup d'efforts ont été fait pour augmenter la
dissolution des médicaments pour cette classe de composés, comme la classe I et la classe [V
[15] de la classification (BCS) ou les médicaments ont une faible solubilité et une faible
perméabilité aprés administration orale.

Différents tensioactifs et complexes d’inclusion ont été¢ utilisés pour améliorer la
solubilité et la stabilité¢ et, par conséquent augmenter de la biodisponibilit¢ globale de
différents principes actifs. La deuxiéme partie de cette thése s’intéresse a la formation des
complexes d’inclusion entre Hydrochlorothiazide (HCTZ) qui est un antihypertenseur peu
soluble dans I’eau et les CDs (#-CD et/ou Ac-fCD). Dans ce contexte, nous avons proposé
une nouvelle méthode de formation des complexes d’inclusion qui consiste en I’irradiation
aux micro-ondes. Une étude comparative de la solubilit¢ de HCTZ en présence de f-CD, HP-
SCD et/ou PEG (PEG 1000, PEG 3500) a été aussi réalisée.

Le contenu de la thése est divisé en cinq chapitres précédés d’une introduction
générale. Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique des CDs, il comprend,
¢galement, une synthése bibliographique sur les CDs et leurs propriétés d’inclusion. Dans le
deuxiéme chapitre, nous avons détaill¢ les méthodes de formation des complexes d’inclusion
et I’¢tude des structures et des steechiométries. Par ailleurs, et en particulier, les méthodes
d'é¢tudes des complexes d’inclusion sont brievement développées.

Le troisiéme chapitre est consacré a I’étude de la complexation du Tramadol avec la
[-CD, dans ce but, nous avons commencé par une optimisation théorique du Tramadol par
I’utilisation des méthodes d'optimisation multiparamétriques (MPO) afin de prédire le
meilleur équilibre des propriétés physicochimiques des composés, ou nous avons appliqué la
régle de base la plus couramment utilisé : la régles de Lipinski. Ensuite, une formation des
complexes d’inclusion par différentes méthodes a été étudiée et suivis par IR, RX, MEB et la
DSC, ensuite la complexation du Tramadol par la f-CD a été étudiée au moyen d'expériences
de RMN'H en solution aqueuse. L'analyse structurale compléte a été réalisée a l'aide
d'expériences HSQC-TOCSY, d'absorption UV-visible et les propriétés fluorescentes du
Tramadol lui-méme ont été étudiées. Enfin, l'influence de la complexation par f-CD a été
abordée dans des solutions diluées ou aucune extinction significative n'a eu lieu et dans des

conditions de concentration plus €élevée ou l'auto-extinction a réellement eu lieu.
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La fluorescence a haute concentration nécessite une correction de 1'absorbance connue sous le
nom d'effets de filtre interne (EFI), son calcul et une validation expérimentale sont aussi
détaillés, dans le troisieme chapitre.

Le quatrieme chapitre est consacré a 1’évaluation théorique du profil du HCTZ suivi
par la formation des complexes d’inclusion (HCTZ : -CD) par différentes méthodes. La
caractérisation des complexes formés par IR, RX et le suivi de la formation du complexe par
RMN'H ont, également, été réalisés. Ensuite, la synthése de la -CD Acylé par deux
méthodes (chauffage moderne et chauffage classique) et la formation du complexe
d’inclusion (HCTZ : Ac-fCD) par irradiation via micro-onde ainsi que la caractérisation des
produits obtenus par I’IR et les RX ont été détaillées.

L’¢étude de la solubilité de HCTZ fait I’objet du cinquiéme et dernier chapitre. Cette
é¢tude permet de conforter les résultats expérimentaux et obtenir des informations sur la
variation de la solubilit¢ de HCTZ en présence des complexants proposés et sur les énergies
libre de Gibbs et les mécanismes qui régissent le processus d’encapsulation.

Enfin, cette theése s’achéve par une conclusion générale qui présente le bilan global des

principaux résultats obtenus ainsi que les perspectives de recherche projetées.
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Chapitre.l Geéneéralités sur les cyclodextrines

I.1. Introduction
La chimie supramoléculaire fit son apparition dans les années soixante-dix. Elle est

basée sur I’étude des interactions non-covalentes entre les especes chimiques [1]. Ces
interactions, semblables a celles existant dans les systémes naturels, ont inspiré les chimistes
pour développer de nouveaux concepts. Le plus souvent, I’espéce qui va reconnaitre le
substrat est un macrocycle fonctionnalisé qui forme, par I’arrangement tridimensionnel de ses
atomes et de ses fonctions, une cavité dans laquelle le substrat sera piégé.

Depuis sa naissance, la chimie supramoléculaire a développé des récepteurs moléculaires
aptes a complexer les cations, les anions et/ou les molécules neutres [2]. La structure du
récepteur détermine la nature du ou des substrats qu’il est capable de se lier. La fixation de ses
substrats donne lieu a un complexe d’inclusion et le phénomene ainsi observé, est appelé
"Complexation”|[3,4].

L’un des premiers chimistes qui s’orienta vers ces interactions intermoléculaires fut
Jean-Marie-Lehn, définit la chimie supramoléculaire comme «la chimie des assemblages de
molécules et des liaisons intermoléculaires» ou «la chimie au dela de la molécule
individuelle» [5].

L’association entre les différentes especes chimiques donne lieu a des complexes
moléculaires. Ces derniers jouent un role important dans la multitude de processus chimiques
et biologiques. Nombreuses classes de macromolécules peuvent former des complexes
d’inclusion, comme par exemple : les clathrates [6], les éthers couronnes [7], les sphérants [§]
et les cyclodextrines [9], dont une représentation schématique de leur structure est donnée ci-
dessous (Figure 1.1).
oY,
A 'f,;" Q
Ay

@
9
Py

(a) (b) (c) (@

Fig.I.1. Structure tridimensionnelle de quelques molécules cages : Clathrates (a), Ethers

couronnes (b), Sphérants (c) et Cyclodextrines (d)
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Ces molécules cages qui sont capables d’encapsuler d’autres molécules et qui ont des
applications aussi bien en pharmacologie, alimentation, cosmétologie, ainsi que d’autres
secteurs industriels. Parmi tous les hotes potentiels, les CDs font partie de ces molécules
creuses qui possedent I’aptitude a encapsuler a I’intérieur de leurs cavités de nombreuses
molécules invitées et a former des complexes d’inclusion avec un grand nombre de molécules
dont les propriétés physicochimiques sont alors modifiées : solubilité dans 1’eau, réactivité,
stabilité,...etc. De par cette propriété de complexation, les CDs sont utilisées dans 1’industrie
pharmaceutique pour améliorer la biodisponibilité des principes actifs, augmenter leurs
stabilités et solubilité, diminuer leurs effets secondaires, etc. mais aussi dans les industries
cosmétique ou agroalimentaire pour stabiliser des produits volatils ou oxydables, masquer des
odeurs indésirables,... etc.

Dans cette partie, nous avons choisi de limiter la présentation des cyclodextrines a
leurs propriétés structurales et géométriques qui conditionnent leur réactivité. Les méthodes
de caractérisation et de détermination des paramétres réactionnels seront également

présentées.

I. 2.Cyclodextrines

Une cyclodextrine (dite parfois cycloamylose) est une molécule-cage ou cage
moléculaire d’origine naturelle qui permet d’encapsuler diverses molécules [10]. Les
cyclodextrines se rencontrent aujourd'hui dans un grand nombre de produits agroalimentaires
et pharmaceutiques et sont donc I’objet de nombreuses recherches scientifiques. Les plus
grandes de ces molécules sont dites «cyclodextrines géantes». [11]
I. 2.1. Découverte, historique et production

Les cyclodextrines furent découvertes il y a un peu plus d’un siécle. A cette époque,
Villiers [12] isole pour la premiére fois un groupe d’oligosaccharides non réducteurs
provenant de la dégradation enzymatique de I’amidon par une amylase (cyclodextrineglucosyl
transférase) produite par différents bacilles dont Bacillus macerans. Villiers a isolé 3g d’une
substance cristalline ((C¢H;0Os),.3H,0) a partir de la digestion de 1kg d’amidon par une
souche de micro-organismes [12]. Lors de ces travaux, Villiers met en évidence deux produits
(probablement I’a- et la f-cyclodextrine) résultant de cette dégradation enzymatique ayant des
propriétés physico-chimiques proches de celles de la cellulose, il les baptise donc

«cellulosinesy» [12].
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Douze ans plus tard, Ces « cellulosines » furent étudiées par Schardinger [13,14] qui
découvrit un moyen simple d'en identifier deux types grace a leurs complexes avec l'iode:

$ Le premier type forme un complexe cristallin gris-vert en milieu anhydre, qui est alors
nommé |'a-dextrine.

® Le deuxiéme type forme un complexe cristallin rouge en milieu anhydre et est alors
nommé¢ la f-dextrine (Fig.1.2).

Crini [15], dans une de ses récentes revues intitulée « Historique des CDs » a divisé I’histoire
des CDs en cinq périodes: la découverte, la période de doute, la période de maturation,
I’exploration et I'utilisation. Quelques étapes clés sur I’historique des CDs sont résumées dans

le tableau I.1.

a—CGTase .
—— » a—Cyclodexyrine
- Cyclodextrin- pCGTase » [—-Cyclodexyrine
. i a-Amylase Glycosyltransferase
Amidon de Mais | ~CGTase 7~Cyclodexyrine

A HO
O : sous-site

1
1 . 2
L\ : site de clivage

n: nombre dunités de glucose

Fig.1.2. Schéma général de la dégradation enzymatique de I’amidon (A) et structure chimique
des CDs (B) [15].
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Tableau. I.1. Résumé de I’historique des cyclodextrines
Années Eveénements Références
1891 Découverte des cellulosines par Villiers [12]
1903 Premiére publication sur les a- et f-dextrines par Shardinger [14]
1911 Publication du dernier article de Shardinger sur les dextrines [13]
1924- i .
1938 Description et préparation des CDs méthylées [17]
. [18]
1938 Découverte de la y-CD
1938- s ,
1952 Elucidation de la structure de I’a-, - et y-CDs [19]
1953 Premier brevet sur I’application des CDs pour Freudenberg, Cramer et (20]
Plieninger en Allemagne
1954 Premier livre sur les CDs et leur capacité de complexation [21]
Découverte de CDs renfermant jusqu’a 12 unités de glucose
Premieres études de toxicité des CDs
1965 Classification des complexes d’inclusion selon leurs profils de [22,23]
diagrammes de solubilité
1965-
199662 Monographies sur les CDs [24]
a- et f-CDs sont approuvées au Japon comme additifs alimentaires. La
1976 prostaglandine E2/4-cyclodextrine (Prostarmon ETM) est [25]
commercialisée au Japon par Ono Pharmaceutial Co.
1981 Organisation du premier symposium international sur les CDs a (26]
Budapest par Szejtli
1981- Recrudescence dans la synthese des dérivés de CDs et des brevets en (26]
1986 Europe et aux Etats Unis
1988 Commercialisation des tablettes de Piroxicam/f-cyclodextrin (Brexin) [26]
en Europe par Chiesi Farmaceutici (Italie)
1990 Un brevet sur la sulfobutyl-éther-#-cyclodextrine par Stella et Rajewski [27]
1997 Commercialisation de la solution pharmaceutique & administration orale (28]
Itraconazole/HP-4-CD (Sporanox) aux Etats Unis
2003 26000 publications sur les CDs [27]
Commercialisation du BRIDION® : y-CD modifiée utilisée comme
2008 ) : o [28]
antidote de certains anesthésiques
2008- Applications des CDs dans les domaines : pharmaceutique, cosmétique, (20]
2017 catalyse, dépollution, chromatographie, textile,...etc.
9
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Aujourd’hui, la production de f-CD est supérieure a 1000 T/an et son prix continue de baisser
(quelques $ par kilogramme). D’autres CDs naturelles ou modifiées sont produites

industriellement (Tableau 1.2).

Tableau.l.2. Prix par kilogramme de différentes cyclodextrines [29]

Prix en masse (USD / kg)
a-Cyclodextrine 45
[-Cyclodextrine 5
y-Cyclodextrine 80

1.2.2. Nomenclatures des CDs [30.31]

Les CDs regurent beaucoup de noms différents durant leur histoire. Leur nomenclature
exacte suppose des regles bien définies. Tout d'abord, Villers les baptisa "cellulosines". [12]
suite aux travaux de Schardinger, les CDs furent renommeées " dextrines cristallisée a" et "
dextrines cristallisée " [13]. Puis Freudenberg découvrit la y-CD qu'il appela " p-dextrine"
[32]. Pour rendre hommage aux travaux pionniers de Schardinger, les CDs regurent le nom de
"dextrine de Schardinger " dans la littérature ancienne [ 14].

Finalement, le terme qui s'imposa par la suite, est dextrines avec une lettre grecque en préfixe,
par convention la lettre grecque a concerne les cyclodextrines avec six unité¢ glucosidique, f
sept et ainsi de suite.Cependant, cette nomenclature n'est pas parfaite.

En effet, le terme cyclodextrine informe sur la nature de sucre, mais ne renseigne pas
sur la nature de la liaison glycosidique. Pour répondre a la question, la terminologie officielle
dépendant des régles de nomenclature de I'TUPAC, est "cyclomalto"-nombre d'unité
glucosidique +"ose". Ainsi le terme "malto" fait référence a une jonction saccharidique o -
(1—4), par exemple pour la 5-CD, il faut employer le terme de "cyclomaltoheptaose".

Le terme officiel a encore des imperfections, puisque la terminaison "ose" implique
normalement dans la nomenclature des sucres, un centre anomérique (C;) libre, ce qui n'est
pas le cas dans les CDs. De plus, le terme maltose peut faire référence a un disaccharide.
Actuellement, le nom trivial "cyclodextrine" avec sa lettre grecque en préfixe, est utilisé par

un grand nombre d'auteurs [33] et fait office de terme général.

10
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1.2.3. L’intérét des cyclodextrines

Le nombre de publications concernant les cyclodextrines n'a cessé de croitre depuis la
fin des années 1960, période a laquelle les méthodes de production, les structures, les
propriétés physiques et chimiques et la formation de complexes d’inclusion ont été
découverts. Du fait de leur faible toxicité, la production industrielle de ces molécules est
entreprise: la matiére premicre (I’amidon) est peu coliteuse et la technique de production
par dégradation enzymatique relativement simple.

Les caractéristiques structurales et physico-chimiques des CDs ont fait que I’intérét
des chercheurs pour les cyclodextrines est toujours grandissant, comme le montre la constante

augmentation du nombre de publications sur les CDs (Fig.1.3).

A
1000000 T
2100000 Phase 4 Phase 5
= L :
= Applications Production et
§ Phase 2 dans les application de
2 10000 Découverte domaines : . Dérive de CD
S des propriétés Pharmaceutique,
*§ chimiques et Phase 3 Biologique, (HP-CD) dans les
g T d'inclusion Cosmétique, domaines
= . .
2 Phase 1 Agc't(;a"mcma"c Pharmaceutique
100 ' ...ete. . .
3 Découverte de et Biologique
5 la structure 2017
g 10
r4
1 T T T T T T —>
1890 1910 1930 1950 1970 1990 2005 2010 2015

Années
Fig.1.3. Nombre de publications parues sur les Cyclodextrines en fonction des quatre phases

de développement des Cyclodextrine [34-36].

1.2.4. Structure et caractéristiques physicochimiques

Les CDs sont des oligosaccharides cycliques non réducteurs obtenus par dégradation
enzymatique (amylase de Bacillus Macerans) de I’amidon. Elles font partie de la famille des
molécules cages au méme titre que les calyxarénes, les ¢éthers-couronnes, le
cucurbituril,...etc [37].
Ce sont des oligomeres cycliques du glucose de formule brute (CsH;0Os), et comportant de
six a douze unités a-D-glucopyranose. Les trois principales cyclodextrines, notées a-, -, et y-
cyclodextrine contiennent respectivement six, sept et huit unités D-glucopyranosiques

(Fig.1.4) liée en a-1,4.
11

Etudes bibliographiques



Chapitre.l Geéneéralités sur les cyclodextrines

En raison des facteurs stériques et des tensions dans le cycle glucosidique, les CDs
comportant moins de six unités glucopyranose ne peuvent pas exister. En revanche, les
cyclodextrines avec 9, 10, 11, 12, ou 13 unités glucopyranose (6-, &-, {-, n-, ou 6-CD,
respectivement) ont ét¢ décrites, tandis que la 6 -CD a été bien caractérisée.

Les CDs de plus grande taille, celles qui ont une conformation hélicoidale, sont

rapidement réduites par des enzymes en des produits de taille restreinte [38].

Fig.1.4. Représentation schématique des CDs [9]

Grace aux structures tridimensionnelles obtenues par diffraction des Rayons X, la
forme tronconique des cyclodextrines a pu étre déterminée, ainsi que le réseau de liaisons
hydrogénes interglucosidiques des hydroxyles primaires et des hydroxyles secondaires. La
structure du cone est formée autour d’un squelette carboné construit par les unités de glucoses
reliées entre elles par les atomes d’oxygene glucosidiques. Ce squelette crée une cavité
moléculaire possédant des propriétés tres originales dues aux positions spatiales des différents
groupements constitutifs de la cyclodextrine. Cette cavité d’environ 5 a 8 A de diamétre qui
leur permet d’inclure de nombreux composés organiques pour former des complexes

d’inclusion a I’état solide ou en solution (Fig.L.5).
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8A

SA

6A

Fig.L.5. Structure tridimensionnelle des différentes cyclodextrines naturelles (de bas en haut
a-CD, f-CDet y-CD) [9].

La structure 3D des CDs est de type tronc-conique, dont la paroi est constituée

d’unités glucose en conformation chaise *C;, (Fig.1.6). En conséquence de la conformation

4
C1 des unités glucopyrannosides tous les hydroxyles secondaires sont situés sur la partie la

plus large du tore (face secondaire) et les hydroxyles primaires sur l’autre face (face
primaire). De plus, la formation de deux couronnes de liaisons hydrogéne, sur ces deux
faces, donne a1’a- et la f-CD, une structure relativement rigide.

Selon la numérotation communément employée dans la chimie des sucres, les
protons H-1, H-2, H-4 et les deux protons H-6a,b sont dirigés vers 1’extérieur, tandis que les
protons H-3 et H-5 sont orientés vers I’intérieur de la cavité. Ces derniers sont les seules

pouvant interagir avec un substrat inclus dans la cavité [39] (Fig. L. 7).
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Caviité apolaire
(Intérieure hydrophobe)

— Face secondaire
_P oW -
M~ (Extérieur hydrophile)

HU ‘¢——— Face primaire
) n=6 a-CD
n=7 p-CD
n=8 p-CD

Fig.I.6. Structure simplifiée montrant la forme tronconique (forme spatiale)

Les oxygenes interglucosidiques O-4 forment les ponts entre les différentes unités de
glucose et leurs paires d’électrons non liantes sont dirigées vers ’intérieur de la cavité moléculaire.
Cette orientation conduit I’intérieur de la cavité de la cyclodextrine a posséder une forte densité
¢électronique ce qui lui confére les caractéristiques d’une base de Lewis.

Un réseau de liaisons hydrogeénes intramoléculaire entre 1’hydroxyle OH-2 d’une unité
glucopyranoside et I’hydroxyle OH-3 de ['unité suivante tend a rigidifier la structure,
particulierement dans le cas de la f-CD (la moins soluble) alors que I’a et la y-CD ont des structures

plus flexibles (réseau de liaisons hydrogénes incomplet) [40].

OH

ﬁal}gi
0

4 Yesung
I:\-: 3 2 O

DH

Fig. I.7. Numérotation des protons d’une unité glucose.

I.2.5. Caractéristiques physicochimiques
Les trois principales cyclodextrines [41] natives sont des composés cristallins, homogenes et non
hygroscopiques. Leurs principales caractéristiques physicochimiques sont rassemblées dans le

tableau.l.3.
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Tableau.l.3. Principales caractéristiques physico-chimiques de I’ a, 8 et y- cyclodextrine

[9], [42-45]

Caractéristiques o-CD S-CD y-CD
Nombre d’unités répétitives de glucose 6 7 8
Formule brute Ci6He0O30 C42H70055 C43HgoO40
Masse moléculaire (kg.mol™) 972 1135 1297
Diamétre interne de la cavité (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diamétre externe de la cavité (A) 14,6 £ 0,4 154+0,4 17,5+ 0,4
longueur de la cavité (A) 7,9+0,1 7,9+0,1 7,9+0,1
Volume approximatif de la cavité (A?) 174 262 427
Pouvoir rotatoire spécifique [o]p> +150,5 +162.5 +177.,4
pKa, 25°C 12,33 12,20 12,08
AH® (onisation) (kcal.mol™) 8,36 9,98 11,22
AS® (fonisation) (cal.mol".K™) 28,3 22,4 -17,6
AH® so1ution) (keal.mol ™) 7,67 8,31 7,73
AS® (solution) (cal.mol™ K" 13,8* 11,7* 14,7*
Solubilité (eau, 25°C), mol.I" 0.1211 0.0163 0.168
Solubilité dans 1’eau a 25°C (g/100mL) 14,5 1,85 23,2
Température de fusion (°C) 275 280 275
Nombre de molécules d’eau dans la cavité 6-8 11-12 13-17
Molécules dans la maille 4 2 6
Forme des cristaux (obtenus de 1’eau) Plaques Parallélogrammes Prismes

hexagonales monocliniques quadriques
Constante de diffusion a 40°C 3.443 3.224 3.000

*: Etat standard de fraction molaire

La hauteur de ces trois molécules est la méme mais les autres dimensions varient avec le

nombre d’unités glucopyranose. Ainsi, le diameétre externe et le volume de la cavité augmentent de
I’a-CD a la y-CD. De par la taille de sa cavité, la f-CD est celle qui complexe le plus grand nombre
de composés et elle et ses dérivés sont les plus utilisées de toutes les CDs [17]. La solubilité dans
I’eau varie de fagon plus inattendue. En effet, la f-CD, bien que possédant un nombre d’unités
glucopyranose intermédiaire entre I’a-CD et la y-CD, possede la solubilité la plus faible. Ceci peut
s’expliquer par les liaisons hydrogene intramoléculaires qui s’établissent entre les fonctions

hydroxyle secondaires [15].
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Au sein de la f-CD, une ceinture compléte de ces liaisons est formée, ce qui lui confeére une
structure relativement rigide et une plus faible solubilité¢ dans I’eau. Dans I’a-CD, cette ceinture est
incompléte car 1'une des unités glucopyranose est dans une position distordue. La y-CD, non
planaire et plus flexible, posséde la plus grande solubilit¢ dans 1’eau. La p-CD étant la plus
intéressante du point de vue de la complexation, plusieurs méthodes ont été développées pour
améliorer sa solubilité en solution. L’une d’elles consiste en I’addition de solvants organiques. Il a
été montré que ’acétonitrile et 1’éthanol permettent d’augmenter sa solubilité, contrairement au
méthanol [18, 19]. Une autre méthode consiste a substituer les groupes hydroxyle par d’autres
groupes fonctionnels, ce qui fera I’objet du paragraphe 1.3.

En résumé, les CDs ont une structure macrocyclique dont 1’extérieur est hydrophile et
I’intérieur hydrophobe. Ces caractéristiques structurales sont a 1’origine des propriétés tres
particuliéres des CDs [16]. Notons que les CDs font 1’objet de plusieurs dénominations qui varient
selon les époques et les auteurs. Ainsi, la f-CD est aussi désignée sous les termes de f-dextrine de
Schardinger, cyclomaltoheptaose, cycloheptaamylose, f-CD,... etc. Notons enfin que les CDs sont
biodégradables, ce qui, ajouté au fait qu’elles sont produites a partir d’une ressources renouvelable,
constitue une autre caractéristique encourageant leur utilisation.

I.2.6.Caractéristiques des CDs en RMN 'H
La pf-cyclodextrine possede 7 unités glucosidiques identiques. Le premier pas dans I’étude
structurale d’un composé organique par RMN est d’enregistrer un spectre proton de ce produit.

(Fig. 1.8).

| -H

|
L Jn=7

Fig.1.8. Représentation d’une unité glucosidique (unité glucose en 1—4) en conformation chaise.

D’apres la littérature le proton anomérique H-1 et le carbone anomérique C; sont les
plus déblindés, d’aprés Bakkour, I’attribution des protons et des carbones de la f-

cyclodextrine natives sont présenté sur les figure (fig. 1.9) (fig. I 10) respectivement [46].
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D20

1r "

50 4.5 15 ppm

Fig. 1.9. Spectre RMN 'H de 1a S-CD dans D,0O

_mﬁTFmTFmeﬂTFmTI_FﬂTrFHTm'ITﬂ_FFTFH"Tﬂ_HTm
ms 100 95 90 HE K 75 T A5 M ppm

Fig. 1.10. Spectre RMN 13C de 1a -CD dans D,O.

Avant toute modification chimique, il est important de connaitre les caractéristiques RMN
des CDs natives. Dans le cas de CDs natives les spectres RMN'H et RMN °C sont relativement
simple en raison de la symétrie C, des CDs. Tout se passe comme si une seule unité glucopyranose.

L’attribution des protons et des carbones de la f-CD est présentée dans le tableau. 1. 4.
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Tableau.I.4. Attribution du RMN 'H et du RMN"C de la S—~CD dans D,0 [46]

I o(ppm) J (Hz) 13¢ o(ppm)
H-1 5,06 Ji,=35 C 101,8
H-2 3,64 J,1=35;1,3=94 G 72,0
H-3 3,96 J;,=94:J;,=94 Cs 73,0
H-4 3,57 J,3=94 Cq4 81,1
H-5 3,84 / Cs 71,7
H-6a,b 3,86 / Ce 60,2

I.3. Cyclodextrines Modifiées
Comme nous I’avons vu, chaque unité glucose constituant le cycle des CDs possede trois

fonctions hydroxyle. Les CDs peuvent donc étre modifiées par substitution de I’atome d’hydrogeéne
ou du groupe hydroxyle tout entier par une grande variété de groupes, neutres ou ioniques tels que
les groupes alkyles, hydroxyalkyles, sulfobutyles, glucosyles, acetyles,... etc.
Parmi les objectifs visés lors de ces modifications, on peut citer [47]:

# L’amélioration de la solubilité de la CD (en particulier celle de la f-CD),

4 L’amélioration de la capacité de complexation,

4 La fixation d’un groupe spécifique (pour la mod¢lisation enzymatique),

4 La formation de polymeéres de CDs,... etc.

1.3.1. Difficultés des modifications

La difficulté des modifications des CDs est liée a la présence de nombreux groupes hydroxyle
et a la cavité. En effet, les groupes hydroxyle présents aux positions 2, 3 et 6 de chaque unité
glucose (fig. 1.11) entrent en compétition vis-a- vis du réactif et rendent les modifications sélectives
difficiles [48]. De plus, la cavité peut interférer en complexant le réactif et diriger son activité a une

place inattendue.

Position 6—» HO

Position 2
Position 3

Fig. I.11. Schéma des unités glucose formant le cycle des CDs. Les groupes hydroxyle se situent

aux positions 2, 3 et 6 de chaque unité glucose [49].
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La modification sélective étant difficile et coliteuse a réaliser, les CDs commerciales sont
généralement des mélanges de dérivés qui différent non seulement par le nombre de substituants
mais aussi par leurs positions sur le cycle. Ces dérivés ont donc souvent des propriétés de
complexation et de reconnaissance chirale différentes les uns des autres [50-52] , ce qui peut rendre
leur utilisation plus délicate et moins reproductive.

1.3.2. Exemples de CDs modifiées
Plus de 1500 dérivés de CDs ont été décrits dans la littérature mais la plupart d’entre eux
ne connaitront aucune utilisation a grande échelle a cause des difficultés liées a leur synthese et du
colt élevé qui en résulte [50]. On peut dénombrer une centaine de dérivés commercialement
disponibles, principalement utilisé¢ en chimie analytique ou comme intermédiaire de synthése.
En terme de quantité produite ou d’utilisation, les CDs les plus importantes sont les dérivés
ayant une grande solubilité dans 1’eau, en particulier [53]
4 Les f-CDs méthylées,
4 Les f- et y-CDs hydroxypropylées,
# Les -CDs sulfobutylées,
4 Les CDs branchées (glucosylées, maltosylées),
4 Les CDs sulfatées.

1.4. Domaines d’application des cyclodextries
Etant donné que chaque molécule invitée est entourée individuellement par cyclodextrine

(dérivé) la molécule est micro-encapsulée d'un point de vue microscopique. Cela peut conduire a
des changements avantageux dans les propriétés chimiques et physiques des molécules invités. Les
propriétés complexantes des cyclodextrines avec un large panel de molécules et leur caractere
biodégradable les prédisposent a de nombreuses et diverses applications dans des domaines tels que
la cosmétique, I’agroalimentaire, 1’industrie pharmaceutique, I’environnement...etc.
Dans cette partie, nous présenterons quelques exemples d’utilisation de la cyclodextrines dans
I’industrie pharmaceutique (c'est le domaine qui nous intéresse).
1.4.1. Augmentation de la stabilité

Certaines molécules ont une faible stabilité. Par exemple, la vitamine E est trés sensible a la
lumiére et a ’air. L’inclusion de cette molécule dans une cyclodextrine permet de la protéger des
agressions du milieu extérieur [54].

D’autres publications montrent que ’encapsulation d’un composé dans les cyclodextrines

permet d’augmenter sa stabilité vis-a-vis de la lumiére, la température, I’hydrolyse, 1’oxydation, les
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réarrangements stériques, l'amélioration de la stabilité de Fénoprofen par la complexation avec f-
CD et HP-SCD [55].
1.4.2. Masquage du goiit et de I’odeur

Certaines molécules ont un golt ou une odeur désagréable. C’est le cas par exemple de
I’eszopiclone. Ce principe actif utilisé pour traiter les insomnies posséde un mauvais golt amer qui
reste en bouche, l'inclusion de la molécule dans la cavité de la cyclodextrine permet de le masquer
aux papilles gustatives et ainsi d'atténuer son amertume [56]. Le méme procédé est également
utilisé pour masquer les mauvaises odeurs de spiruline et de certaines formulations [57].
1.4.3 Augmentation de la solubilité et de la biodisponibilité

C’est dans ce domaine que les cyclodextrines sont les plus employées en pharmacie.
La biodisponibilité¢ se définit par la quantité de principe actif qui parvient a son site d’action et la
vitesse avec laquelle il y accéde. La mesure au niveau du site d’action étant difficile a obtenir, on
considere plus généralement la biodisponibilit¢ comme la fraction du médicament qui atteint la
circulation générale. Elle dépend de plusieurs facteurs comme sa vitesse de dissolution, sa solubilité
ou sa vitesse d'absorption intestinale. L’encapsulation d’un principe actif par une cyclodextrine
permet d’augmenter sa solubilité aqueuse, sa vitesse de dissolution et par conséquent d’accroitre sa
biodisponibilité. Les exemples dans la bibliographie de molécules encapsulées dans une
cyclodextrine pour améliorer sa solubilité sont trés nombreux. Pour n’en citer que quelques-uns, les
cyclodextrines sont utilisées pour augmenter la solubilité¢ des anti-inflammatoires non stéroidiens
tels que I’ibuproféne, le nimésulide [58] , le naproxeéne [45] ...etc des antihistaminiques tels que le
terfénadine et la cinnarizine [59] ou des antimycosiques tels que le miconazole [60] et le
kétoconazole [61] .Celecoxib [40] , Lycopene [54] , Flurbiprofen [55] , Eflucimibe [56] , Digitoxin
[57].
1.4.4. Diminution des effets indésirables

Le principal effet secondaire des anti-inflammatoires non stéroidiens est I’irritation des
muqueuses gastro-intestinales. L’encapsulation de ces anti-inflammatoires par des cyclodextrines
permet de diminuer les effets secondaires pour plusieurs raisons.
L’augmentation de la solubilité et par conséquent de la biodisponibilité de la molécule, permet de
réduire les doses et ainsi les effets secondaires. De plus, la dissolution rapide de la molécule évite le
contact direct des cristaux de principe actif avec la muqueuse gastrique et donc diminue son

irritation [62].
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1.4.5. Ciblage moléculaire

Une application trés différente est le «ciblage moléculaire ». Cette technique consiste a
diriger le principe actif vers le site biologique ou il pourra exprimer son activité. Dans cette
approche, le transporteur doit permettre d’acheminer le médicament vers un site précis. Des
cyclodextrines peuvent ainsi étre greffées avec des molécules ayant un récepteur spécifique dans
I’organisme et devenir un excellent vecteur moléculaire. La f-CD greffée d'un peptide enképhaline
ou endorphine est destinée au ciblage de médicaments neurotropes c'est a dire agissant directement
au niveau cérébral. L’enképhaline ou endorphine présentent une trés grande affinité pour les

récepteurs cérébraux de la morphine [63].

1.4.6. Vectorisation de principes actifs par les CD [64-66]

Les CD sont couramment utilisés comme excipients de formulation dans les
médicaments. Les principes actifs étant souvent des molécules hydrophobes, ce qui peut
poser des problemes d’assimilation par voie orale lors de la digestion, leur inclusion
dans un complexe permet de mieux controler leur passage dans le circuit sanguin ou la
progressivit¢ de leur diffusion. Par ailleurs, les CD permettent de transformer des
composés liquides en solides (poudres, comprimés) par précipitation des complexes

d’inclusion.

L.5. Toxicité des cyclodextrines

Le profil toxicologique des trois cylodextrines naturelles les plus communes et de certains
dérivés chimiquement modifiés a récemment été passé en revue [67,68]. En général, les
cyclodextrines naturelles et leurs dérivés plus hydrophiles sont seulement capables de passer a
travers les membranes biologiques lipophiles, telles la cornée, les muqueuses ou la peau, avec de
grandes difficultés. Méme la f-CD méthylée qui est plus ou moins lipophile ne passe pas facilement
les membranes biologiques lipophiles, bien qu’elle interagisse de manicre plus efficace avec les
membranes que les dérivés hydrophiles.

Toutes les études de toxicité ont démontré que I’administration orale de cyclodextrines est
non-toxique, ceci étant di a leur trés faible absorption gastro-intestinale (0.1 a 3%).

Le caractére hémolytique des cyclodextrines est bien connu mais n’apparait en fait qu’a
forte concentration. En effet a faible concentration (Smmol pour I’a-CD et 10 mmol pour la 5-CD),
les cyclodextrines protegent les globules rouges contre 1’hémolyse osmotique et I’hémolyse induite
par la chaleur alors qu’a forte concentration elles provoquent I'hémolyse en complexant et

relarguant le cholestérol des membranes cellulaires [69,70]. Cette action hémolytique est faible
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avec la y-CD mais plus forte avec 1’a-CD et la f-CD et cette propriété conditionne les effets des CD
par voie intraveineuse ou intramusculaire. Un certain nombre d’études toxicologiques ont montré
que la y-CD, la 2-hydroxypropyl-4-CD, la sulfobutyléther-f-CD et la maltosyl-f-CD sont sans
danger méme pour I’administration parentérale. Par contre, I’a-CD, la f-CD et les f-CD méthylées
ne sont pas acceptables pour I’administration parentérale [71 ]

Les cylodextrines ont longtemps été accusées de provoquer des irritations lors de leur
application cutanée [72], ceci étant lié directement a leur pouvoir hémolytique et donc a leur
capacité a inclure les différents constituants des membranes biologiques. Mais une étude, consistant
en l'application de quantités équivalentes a 2mg de CD sur 1 cm?” de peau et utilisant un vélocimétre
laser Doppler afin de mesurer la vasodilatation éventuelle de la peau, a démontré clairement
I’absence d’effet irritant (aprés 24h d’occlusion) des cyclodextrines naturelles, de la diméthyl-f-
cyclodextrine et des dérivés hydroxypropyl de la f-CD et la y-CD [73]. Il a aussi été montré par
cette méme technique que I’utilisation du complexe d’inclusion f-CD/acide rétinoique permettait de
réduire significativement I’irritation cutanée produite par le principe actif seul [74].

De plus il faut souligner le fait que cet effet irritant “supposé” est lié aux cyclodextrines
vides et que dans leur utilisation habituelle celles-ci sont, pour un temps donné sous forme
compléxée.

I.6. Conclusion

Les CDs sont utilisés en pharmacie en tant qu’excipient dans la formulation des
médicaments. Elles permettent notamment de transformer des composés liquides en solides par
précipitation, et/ou changer des molécules hydrophobes en composés hydrophiles.

Les différentes caractéristiques de ces molécules cages offrent un potentiel certain pour la
résolution de notre problématique de départ ; a savoir, la faible solubilité de la HCTZ d’une part et
I’auto-extinction du Tramadol a forte concentration d’une autre part; c’est pourquoi le long de ce
chapitre on s’est intéress¢ de I’évolution des CDs depuis 1981 jusqu’a présent, on s’est basé
spécialement sur leurs synthése et leurs structure, en faisant une nette comparaison sur les
propriétés physico-chimiques des plus abondants CDs qui sont au nombre de trois (a, S et y), avec

un rappel sur leurs toxicologie et leurs domaine d’applications.
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Chapitre 11 Complexes d’inclusion a base des Cyclodextrines

I1.1 Introduction

Un complexe d'inclusion hote-invité est formé de fagon réversible quand une molécule
hydrophobe occupe la cavité, 'hote étant la cyclodextrine et l'invité la molécule incluse, sa
formation est réalisée par la création de nouvelles interactions énergétiquement favorable
entre la cavité de la CD et la molécule invitée. En effet la molécule hydrophobe en solution
aqueuse (interaction apolaire-polaire non favorable) remplace les molécules d'eau a 1'intérieur
de la cavité a caractere hydrophobe conduisant au complexe d'inclusion (interaction apolaire-
apolaire) [1]. Des liaisons de Van Der Waals entre la cyclodextrine et la molécule invitée
amenent le complexe a un niveau d'énergie plus favorable, ainsi que des liaisons hydrogenes
si l'invité le permet.

Il existe différents procédés pour réaliser des complexes d’inclusion.

I1.2. Complexes d'inclusion
I1.2.1 Complexation en solution [2-4]

La complexation en solution consiste a dissoudre la cyclodextrine et la molécule a
inclure dans un milieu souvent aqueux et a laisser 1’équilibre s’établir. Le complexe formé est
récupéré sous forme solide apres sa précipitation. Cette précipitation peut se faire par diverses
facons :

< précipitation spontanée,

© précipitation par refroidissement,

+ neutralisation,

O lyophilisation,

© évaporation du solvant (évaporation sous vide).

La complexation en suspension est quasi identique sauf que les composés ne sont pas
dissous mais maintenus en suspension a 1’aide d’une forte agitation. Le principal inconvénient
de cette méthode est I'utilisation d’un solvant et donc la nécessité de 1’éliminer une fois le
complexe est formé.

I1.2.2 Complexation en phase solide

La complexation peut €tre envisagée en phase solide par co-broyage. L’avantage
principal de cette technique est I’absence de solvant. Néanmoins des phénoménes non désirés
peuvent apparaitre comme un changement polymorphique et/ou une diminution de la stabilité

du complexe.

29

Etude bibliographique



Chapitre 11 Complexes d’inclusion a base des Cyclodextrines

I1.2.3 Complexation par malaxage
La technique de malaxage consiste a humidifier les composés afin d’obtenir une pate
puis de la malaxer. La présence d’eau favorise la formation d’un complexe d’inclusion [5].
I1.2.4 Complexation par mélange physique
Un mélange physique entre des composés et des CDs est préparé simplement par
trituration mécanique. Dans 1’échelle de laboratoire des CDs et le composé sont mélangés
ensemble complétement par trituration dans un mortier et passent au travers un tamis
approprié pour obtenir la dimension particulaire désirée dans les produits finis. [6].
IL1.3. Inclusion — Complexation
I1.3.1. Formation
Les CDs sont des molécules cages qui peuvent formé des complexes d’inclusion de
type hote-invité avec des molécules peu solubles en solution aqueuse. Le theme "composé
d’inclusion"a été présenté en 1950 [7], Ce complexe s’effectue de maniére non-covalente a
I’intérieur de la cavité grace, soit a des liaisons hydrogéne, soit a des interactions
électrostatiques de Van der Walls. En 1’absence d’autres molécules, la cavité apolaire de la
CD est occupée par des molécules d’eau dont la présence est énergétiquement défavorable, da
a des interactions polaires-apolaires. Lors de 1’addition de molécules « invitées » moins
polaires, les molécules d’eau peuvent étre remplacées facilement, d’autres solvants, comme le
DMF, le DMSO ou la pyridine, présentent une trés bonne affinité avec la cavité. Ce processus
réversible (les molécules complexées sont en équilibre avec les molécules libres en solution)
peut étre quantifié par une constante d’équilibre appelée constante de stabilité [8,9].
La formation du complexe peut se décomposer en cing étapes :
4 L’approche du substrat et I’expulsion des molécules d’eau hors de la cavité de la
CD;
® La libération de la molécule invitée de ses molécules d’eau, appelée aussi
désolvatation ;
4 La présentation de la molécule invitée dans la cavité libre de la CD et
stabilisation du complexe par des interactions faibles ;
® Le réarrangement des molécules d’eau expulsées ;
# La restauration de la structure d’eau autour de la partie du substrat qui reste en
contact avec le solvant.

Les complexes les plus courants sont de type 1:1 (v /v) (Figure IL1).
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Q
Ke g B
= &
Complexe d'mclusion [PA-CD]
(a)

“R Molécule d'H;0

(b)

Fig. I1.1. Exemple de formation du complexe d'inclusion (a) et Représentation

schématique a 3D de la formation d’un complexe d’inclusion (b) [10].

I1.3.2. Energies mises en cause.

En solution aqueuse la cavité des CD 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 1’eau. Plusieurs contributions énergétiques ont été
mises en évidence pour expliquer les interactions en jeu lors de la formation de complexes par
des cyclodextrines.

& 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 hydrogéne.

@ Interactions de Van der Waals : forces de dispersion de London et interactions dipdle

dip6le induit.

& Interactions hydrophobes, dipdle-dipdle, de transfert de charges et électrostatiques.

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

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

d’entropie.

& Relachement des tensions du macrocyle [11].

31

Etude bibliographique



Chapitre 11 Complexes d’inclusion a base des Cyclodextrines

C’est D’action simultanée de plusieurs de ces interactions qui rend I’inclusion
spécifique effective, les phénoménes de reconnaissances moléculaires étant dus a la
coopération de multiples interactions faibles.

Ce phénoméne d’inclusion ne fait intervenir aucune liaison covalente mais
uniquement des forces telles que les liaisons hydrogeéne ou des interactions de Van der Waals,
ce qui permet ainsi le relargage de la molécule invitée, ouvrant la voie a de multiples
applications [11].

I1. 3.3. Structure et steechiométrie du complexe d’inclusion

Les CDs peuvent ainsi inclure partiellement ou en totalité un invité, ce qui donne alors
lieu a la formation de complexes comportant éventuellement plusieurs molécules de CDs ou
de molécules invitées [12]. Pour chaque molécule invitée, la steechiométrie, la stabilité, et la
structure du complexe peuvent dépendre du type de la CD.

De plus, un facteur important qui régularise la complémentarité est la taille des cavités
de la CD. De nombreux exemples de complexes CD-invité, avec divers arrangements
structuraux, se trouvent ainsi décrits dans la littérature [13]. Les complexes d’inclusion les
plus fréquents sont de type 1:1. C'est-a-dire qu’a une molécule de cyclodextrine correspond
une molécule invitée incluse entierement ou partiellement [14]. Si une molécule est trop
volumineuse pour s’infiltrer entiérement au sein de la cavité, son autre extrémité, laissée libre,
peut a son tour étre encapsulée par une autre molécule de cyclodextrine.

Dans ce cas, on aboutit a la formation d’un complexe de type 2:1 [15]. 1l existe aussi
des complexes de type 1:1:1, 1:1:2 [16],2:2 [17], 3:1 [18], et 3:2 [19].

Il est également possible que ce soit une méme molécule de cyclodextrine qui
interagisse avec plusieurs molécules pour former des complexes 1:2 [20] ou 1:3 [21].

L’effet stérique joue donc un réle important dans le phénoméne de complexation.
Aussi, I’a-CD complexe plus facilement des petites molécules comme des chaines
aliphatiques, la f-CD peut complexer les composés aromatiques ou les hétérocycles et la y-

CD s’accommode de grandes molécules comme les macrocycles et les stéroides.
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1:1 Complexe
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X

Fig. I1.2.Représentation schématique des différents types de complexes d’inclusion de

cyclodextrine [13].

I1.3.4. Techniques d’analyses des complexes d’inclusion

Les CDs sont capables de former des complexes d’inclusion avec de nombreux
composés tels que des sels inorganiques, des gaz, des molécules organiques, des molécules
organométalliques, des polypeptides...etc.

Selon la nature de la CD et de I’invité, un complexe d’inclusion possede des propriétés
propres comme sa stoechiométrie, sa constante d’association et sa structure spatiale.

L’étude des propriétés physico-chimiques du complexe d’inclusion constitue une large
partie de la chimie organique moderne. La premiére étape consiste a déterminer la
steechiométrie du complexe formé.

Apres avoir déterminé la stoechiométrie du complexe, il faut évaluer la constante
d’association qui refléte la force d’interaction entre les deux espéces moléculaires (molécule
cage-molécule invite) et permet de connaitre la proportion de la molécule complexée.

Un certain nombre d’études physico-chimiques décrites dans la littérature pour
déterminer la constante d’association reposent sur les techniques suivantes :

€ La méthode de solubilisation [22,23],
€ La spectroscopie d’absorbance (UV et visible) [24],

& La spectroscopie d’émission moléculaire (fluorescence) [25],
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@ La résonance magnétique nucléaire, RMN,

 La titration microcalorimétrique [26,27],

€ L’électrophoreése capillaire,

# Le suivi de la tension superficielle et d’autres méthodes électrochimiques.

Les techniques spectroscopiques consistent a suivre 1’intensité d’absorbance ou de
fluorescence de la molécule complexée. Le passage d’une molécule de la phase aqueuse vers
la cavit¢ de la CD modifie la polarit¢ de son micro environnement. Ceci provoque une
augmentation ou une atténuation de son intensité d’absorption ou d’émission [28].

Cela peut permettre de suivre 1’avancement de la complexation et de déterminer la
constante de stabilité du complexe. Ces techniques sont aussi utilisées pour doser la CD dans
I’eau.

Une fois la substance incluse dans la cavit¢ de la cyclodextrine, ses propriétés
physicochimiques sont modifiées. Toutes les techniques utilisées pour caractériser 1’existence

d’un complexe d’inclusion mettent en évidence une modification de la molécule invitée.

11.3.4.1. A I’état liquide

I1.3.4.1.1. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est une technique permettant
d’étudier les noyaux atomiques possédant des propriétés magnétiques (spin-actifs) dans un
champ magnétique extérieur puissant (‘H, °C....etc.). Etant donné que I’environnement
¢lectronique des noyaux influence le champ magnétique pergu par ces noyaux, et que cet
environnement électronique est influencé par les liaisons chimiques dans lesquelles sont
impliqués ces noyaux, il est possible de mettre en évidence "l'environnement chimique" des
noyaux ¢étudiés "déplacement chimique". Cette technique est largement utilisée pour la
déduction des structures des composés [29].

L’inclusion d’une molécule dans la cavité d’une CD est caractérisée par des variations
des déplacements chimiques des protons situés a I’intérieur de cette cavité (H-3 et H-5). Ces
déplacements pouvant étre observés en RMN'H, cette technique est utilisée pour I’étude des
interactions de substances avec les CDs [30].

Les techniques RMN a deux dimensions sont également souvent employées pour

détecter la formation des complexes.
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11.3.4.1.1.1. L’expérience COSY

L’expérience COSY [31] permet d’identifier les protons 1H couplés
scalairement. A 1’aide de cette expérience, il est possible de mettre en évidence
I’existence de couplage scalaire 2J (entre deux protons portés par le méme atome de
carbone) 3J (entre deux protons portés par des atomes de carbone en a) et 4] (protons
séparés par quatre liaisons).

Jeener et coll. ont attribué les protons de I'unité glucosidique de la B-CD a partir

de la carte COSY (figure.Il.3),

?’ ;—s.u
ﬁ‘ & ) ® |

5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Fig. I1.3. COSY de la f-CD native dans D,O

11.3.4.1.1.2. L’expérience HSQC

Cette expérience RMN [31] en deux dimensions permet de détecter les
carbones directement liés a un proton. Sur la carte HSQC 2D, les déplacements
chimiques des protons sont obtenus dans la premiére dimension (axe horizontal) et les
déplacements chimiques des carbones dans la deuxiéme dimension (axe vertical).
Chaque tache de corrélation indique une connexion entre un carbone et un proton.

L’attribution de Kilpeldinen et Coll. de la f-CD native est présenté sur la figure. 11.4.
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Fig. I1.4. Spectre HSQC de la BCD native

11.3.4.1.1.3. L’expérience HMBC

Cette expérience permet d’identifier les couplages a longue distance [32]

(c’est-a-dire a travers deux ou trois liaisons 2J ou 3J) entre les protons et les carbones.
Comme I’HSQC, la premiére dimension (axe horizontal) correspond aux déplacements
chimiques des protons et la deuxieme dimension (axe vertical) a ceux des carbones.
Chaque tache de corrélation indique une connexion entre un carbone et un proton a
travers 2 ou 3 liaisons chimiques.

Cette expérience est surtout utilisée pour attribuer les carbones

quaternaires comme 1’illustre I’exemple suivant :

H
H 5
bw IL ppm
a4 g - -
= = g
—= 50
= 100
1
e | et
Cs b

24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 PPM

Fig. I1.5 .Spectre HMBC du citronellol dans 1’acétone
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D’apres les résultats de Bakkour. montré sur la figure.Il.5 on observe que le
carbone 7 de citronellol posséde deux taches de corrélation sur la carte HMBC avec les
protons 8 et 9. L’obtention de spectres ayant une résolution proche de celle obtenue en
solution, on peut réaliser des expériences 2D classiques (COSY, HSQC) [33].
11.3.4.1.2. Mesure de la solubilité (diagramme de solubilité)

La formation du complexe avec la CD fait augmenter la solubilit¢ de la molécule
inclus (invitée). Les diagrammes de solubilit¢ ou isothermes de solubilité sont réalisés en
plagcant un exces de substance en présence de solutions aqueuses de CDs de concentrations
croissantes, a une température donnée.

Apres un temps d’agitation nécessaire pour atteindre 1’équilibre de la complexation
(de plusieurs heures a plusieurs jours), la quantité de substance solubilisée est déterminée par
une méthode de dosage appropriée. Un diagramme de solubilité est alors réalisé en reportant
sur un graphique la concentration molaire du soluté sur 1’axe vertical et la concentration
molaire en agent complexant sur I’axe horizontal.

Higuchi et Connors [34] ont classé les différents types de diagrammes (Figure 11.6)
caractérisant les interactions substrat-principe actif, auxquelles peuvent étre assimilées les

interactions CD et molécule invitée.

Concetration en molécule

invitée (M)

Concentration en cyclodextrine (M)

Fig. I1.6. Types de diagrammes de solubilité selon la classification d’Higuchi et Connors

[34].
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Les diagrammes de solubilités sont classé€s en types A et B ; les courbes de type A
indiquent la formation de complexes d'inclusion solubles, sont obtenu quand la solubilité
apparente de la substance augmente avec des concentrations croissantes en cyclodextrine [35].
Les profils Ap (linéaires) sont généralement attribués a la formation de complexes 1:1. Un
diagramme de type Ap traduit la formation simultanée de complexes de steechiométries
différentes (1:1 a ’origine, puis 1:2 ou 1:3, ...etc.) [34].

Le profil Ay peut étre difficile a interpréter. La chute de solubilité par rapport au profil
linéaire peut étre liée a des modifications de la solubilité du complexe, de la constante
di¢lectrique du milieu ou a 1’association de molécules de cyclodextrines entre elles [36].
Tandis que les courbes de type B suggere la formation des complexes d'inclusion avec une
faible solubilité. Si on considére la courbe Bs, la solubilité du substrat est augmentée par
I’ajout de cyclodextrine jusqu’au point A. Du point A a B, la solubilit¢ maximale du
complexe est atteinte puis 1’ajout de cyclodextrine entraine une précipitation du complexe.
Pour la courbe B;, I’ajout de cyclodextrine n’entraine pas une augmentation de solubilité du
substrat. De plus, au bout d’une certaine concentration, le complexe d’inclusion précipite.

La constante d’association K, d'un complexe 1:1 peut étre déterminée a partir de la
portion linéaire des diagrammes B ou A selon 1'équation [37]:

On a:
nCD + PA & [PACD,]

La constante d’association est donnée par I’équation suivante :

_ [ra-cDml

Ka = fpattcor M
Avec :

Ka = Constante d’association.
[PA : CD,] = Concentration du complexe a I’équilibre.

[CD] = Concentration de cyclodextrine a 1’équilibre.
[PA] = Concentration du principe actif a I’équilibre.

n = Coefficient de steechiométrie.

Dans le cas ou n =1 (complexe type 1:1), la constante d’association est

déterminée par la combinaison entre ces équations :
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S, = [PA] + [PA: CD] )

[CD], = [CD] + [PA: CD] A3)
Avec [PA] =S,

Soit :

S, = la solubilité totale de la molécule invitée PA en présence de cyclodextrine.
[CD], = la concentration totale de cyclodextrine.

So = la solubilité initiale de la molécule invitée PA.
_ ESgleD],
St_s[]+ 12 gigh (4)

K.5

Si on trace S; en fonction [CD],, on obtient une droite de pente l—H‘;:;':'S—D

et d’ordonnée
a ’origine S, (figure. I1. 7).

S, A

K.Sq

Pente=——= -
1+ K=§0

D),

Fig. I1.7.Courbe de la solubilité St en fonction de la concentration cyclodextrine [CD],.
D’apres la pente, on peut déterminer la constante d’association K, tels que :

_ pente
Ka = Spl 1—pente) (5)
Piel et coll [30] ont utilisé¢ cette méthode pour étudier la complexation du
miconazole et de la betamethazone avec des cyclodextrines, ils ont obtenu des valeurs

comparables a celles qui sont obtenues par RMN.
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11.3.4.1.3. Spectroscopie UV

La spectroscopie UV-visible étant une technique assez sensible, elle permet de
travailler dans des gammes de concentrations faibles, ce qui peut étre intéressant pour des
produits peu soluble. Beaucoup de molécules invitées présentent une modification de leur
spectre d’absorption UV-visible lorsqu’elles sont incluses dans une cyclodextrine.

Généralement, ces modifications spectrales sont similaires a celles observées lors d’un
changement de solvant. Un déplacement du maximum d’absorption ou une diminution du
coefficient d’extinction molaire peut alors observer [38]. La Figure. I1.8 montre 1’influence
de I’addition de la f-CD dans un rapport molaire variant de 0 a 100 Mm sur le spectre d’une
solution de piroxicam. L’ajout de CD entraine un effet hypsochrome et hypochrome sur le

spectre UV du piroxicam.
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Fig. I1.8. Influence de 1’addition de la f-cyclodextrine sur le spectre UV d’une solution

aqueuse d’un principe actif, le piroxicam a 95 uM et a pH =5 [38].

En mesurant les variations de Ana.x ou de 1'absorbance en fonction de la concentration
en cyclodextrine, la constante d’association d'un complexe 1:1 peut étre déterminée selon la
méthode de Benesi-Hildebrand [38].

I1. 3.4.1.4. Spectrométrie de Masse

D’apres la littérature, il n’y a pas de changement entre la phase liquide et la phase
gazeuse en terme de complexe ; la dissociation entre la molécule hote et invitée se fait
rarement. Les complexes peuvent donc étre analysés par spectrométrie de masse. Différentes
techniques ont été utilisées avec différentes sources (ESI ou API) et différents analyseurs que

ce soit en mode d’ionisation positive ou négative [39-41]. Les échantillons sont en général
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dissous dans une solution aqueuse ou un mélange acétonitrile-eau puis introduits dans le
spectrometre.
I1. 3.4.1.5. Microcalorimétrie

La mesure de la chaleur libérée lors du mélange de deux solutions, 1'une contenant la
cyclodextrine et l'autre contenant le principe actif, permet de quantifier I'énergie libérée par la
formation du complexe. Par la variation des débits de deux solutions, 1'enthalpie et l'entropie
de formation du complexe peuvent se calculer, ainsi que la constante d’association de celui-ci
[42].

I1. 3.4.1.6. Solubilité différentielle

Dans certains solvants organiques, la cyclodextrine n’est pas soluble. Dans ces
conditions, le principe actif inclus dans la f-cyclodextrine reste piégé dans la cavité alors que
la fraction non incluse est dissoute dans le solvant. Depuis longtemps les solvants organiques
sont donc utilisés pour laver les complexes d'inclusion et enlever les molécules non incluses.

Fromming et Szejtli en 1994 ont décrit une technique analytique appelée la solubilité
différentielle. Ils ont dissous leur produit dans I’acétone [43].

La f-cyclodextrine n’étant pas soluble dans ce solvant, seul le principe actif libre est
analysé. Si 50 % d’eau est ensuite ajouté au mélange, la cyclodextrine et le principe actif
encapsulé deviennent solubles. II est alors possible d’analyser la totalité¢ du principe actif libre
et lié.

Van Hees et coll en 2002 ont repris ces analyses avec le complexe piroxicam-f-
cyclodextrine mais en remplagant 1’acétone par de 1’acétonitrile [44]. La f-cyclodextrine est
¢galement insoluble dans 1’acétonitrile. De plus ce solvant est moins volatile et la fenétre
spectrale d’analyse UV peut descendre plus bas en longueur d’onde (jusqu’a 200 nm) qu’avec

I’acétone [44-46].
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11.3.4.2. A I’état solide
11.3.4.2.1. Diffraction des rayons x

La diffraction des rayons X permet d’observer un changement du réseau cristallin lors de la
formation d’un complexe. En général, la disparition ou la diminution des raies de diffraction du
principe actif synonyme est observé, d’une perte de cristallinit¢ et donc d’une possible
complexation. La figure ci-dessous montre le spectre obtenu par Al Omari et coll. [47] pour les
diffractions des rayons X d’un principe actif, le sel de trométhamine de l'ibuproféne (a), de la f-
cyclodextrine (b), du mélange physique (c) et du complexe (d).

Le spectre obtenu pour le mélange physique comporte des raies caractéristiques du principe
actif et de la f-cyclodextrine avec une prédominance de cette derniére. Le spectre obtenu pour le
complexe est complétement différent di a la perte de cristallinité qui est généralement associée a la

formation d’un complexe d’inclusion [47].

Moo @
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i lWRJJ@LAi
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28

Intensité

1

Fig. I1.9. Spectres obtenus par diffraction des rayons X d’un principe actif, I’ibuproféne (sel de

trométhamine (a), de la f-cyclodextrine (b), du mélange physique (c¢) et du complexe (d) [47]..

11.3.4.2.2. Spectroscopies vibrationnelles: ATR et Raman

Lors de la formation du complexe d’inclusion, les interactions entre le principe actif et la
cyclodextrine vont modifier les modes de vibration. On peut alors observer un déplacement ou une
modification de l'intensit¢ des bandes caractéristiques des cyclodextrines et des groupements
fonctionnels de la molécule invitée qui s'inclue dans la cyclodextrine par spectrométrie FT-IR ou

RAMAN.
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La figure ci-dessous montre les spectres FT-IR du principe actif, la cladribine (a), du
mélange physique (b), du complexe (c) et de la 2HP-f-cyclodextrine (d) obtenus par Axel-Castelli
et coll. [48]. Les fleches noires marquent des bandes de vibration caractéristiques du principe actif a
I’état non complexé. Ces bandes de vibration deviennent peu visibles dans le mélange physique et

disparaissent dans le complexe [48].
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Fig. I1.10. Spectres FT-IR d’un principe actif, la cladribine (a), du mélange physique (b), du
complexe (c) et de la 2HP-f-cyclodextrine [48].

11.3.4.2.3. Calorimétrie Différentielle a Balayage (DSC)

La DSC permet d’observer les événements thermiques caractéristiques d’un composé tels
que la fusion, les transitions de phases, 1’oxydation etc. Lors de la formation d’un complexe
d’inclusion, les propriétés cristallographiques des composés changent. Des analyses thermiques
peuvent étre utilisées pour observer ce changement.

La disparition du pic de fusion de la molécule invitée est généralement observée.
La mesure de 1’enthalpie absorbée au cours de la fusion est directement proportionnelle a la

quantité du composé présent sous forme cristalline [5].

11.3.4.2.4. Microscopie a balayage électronique

La microscopie a balayage ¢lectronique est souvent utilisée pour observer le changement de
morphologie de la molécule invitée lorsqu’elle est encapsulée dans une cyclodextrine. La figure ci-
dessous montre I’analyse MEB d’un principe actif, le sel de trométhamine de I'ibuproféne (a), de la
- cyclodextrine (b), du mélange physique (c) et du complexe (d) obtenus par Al Omari et coll.
[47]. Dans le mélange physique, la morphologie obtenue est un mélange de la morphologie du
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principe actif et de celle de la - cyclodextrine avec une prédominance de cette dernic¢re. Par contre
il est impossible de reconnaitre la morphologie des composés dans I’analyse du complexe ce qui

prouve une interaction entre le principe actif et la cyclodextrine [47].

Fig. I1.11. Images MEB d’un principe actif, I’ibuproféne (le sel de trométhamine) (a), de la /-
cyclodextrine (b), du mélange physique (c) et du complexe (d).

44

Etudes bibliographiques



Chapitre 11 Complexes d’inclusion a base des Cyclodextrines

I1.5. Conclusion

La formation de complexes d’inclusion peut étre conditionnée par les caractéristiques
physicochimiques de I'invitée ainsi que par 1’affinité relative des différentes CDs en question.
L’encapsulation peut également avoir différents impacts sur les caractéristiques physicochimiques
et les activités biologiques des molécules bioactives. Nous verrons ainsi que 1’encapsulation en CDs

permet une meilleure solubilisation des molécules bioactives dans 1’eau.
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Chapitre. IIl L ’effet de la complexation par la f-CD sur ’auto-extinction de la fluorescence
du Tramadol

II1.1. Introduction

L'augmentation de 1'émission de la fluorescence est souvent observée lorsque les colorants
sont solubilisés dans des milieux confinés, soit immobilisés a I'état solide ou liés en tant qu'especes
complexant avec des polymeres, des protéines ou des cyclodextrines (CDs). L'origine de
I'amélioration de la fluorescence par les CDs par rapport a celle du colorant libre en solution
aqueuse peut étre liée a plusieurs phénoménes physico-chimiques, a savoir la polarité du site de
solubilisation qui modifie le spectre d'absorption, mobilité restreinte qui prévient la désintégration
non radiative de la fluorescence, inhibition de l'extinction par accessibilité restreinte des
désactivateurs [1-3]

I1 est généralement difficile de déterminer quel phénoméne est responsable de
l'augmentation des émissions. Des questions aussi complexes appellent des enquétes quantitatives
sur chaque phénomene. Le présent travail vise a une étude quantitative de 1’auto-extinction et son
inhibition par complexation par f-CD. Des améliorations de fluorescence ¢élevées ont été révélées
lorsque l'environnement local du colorant limite sa mobilité. L'émission induite par 'agrégation est
le mécanisme le plus puissant, en particulier pour les colorants dont la fluorescence se désintégre
par des rotations intramoléculaires [4]. Dans certains cas, la cristallisation provoque une forte
amélioration de la fluorescence par facteur de centaines. La liaison aux polymeres et aux protéines
provoque également des effets similaires [5,6].

La formation du complexe d'inclusion avec des CDs donne une amélioration de la
fluorescence lorsque le fluorophore est impliqué en complexation. A titre d'exemple, Xu et coll. ont
rapporté une augmentation de 30 fois pour un pseudorotaxane d'un tensioactif salicylaldéhyde azine
bolaform avec de la -CD. Dans ce cas le fragment fluorescent salicylaldéhyde azine était impliqué
dans la complexation d'inclusion a l'intérieur de la cavité¢ hydrophobe du f-CD [7].

L'amélioration de la fluorescence est moindre lorsque le site de complexation avec f-CD est
séparé de la partie fluorescente du colorant. A titre d'exemple, la complexation d'un
pentaphénylméthylsilole a quatre branches par f-CD a conduit a une augmentation de la
fluorescence de deux fois car la complexation a eu lieu sur les bras poly (oxyde de propyléne) au
lieu du colorant lui-méme [8].

En dehors de 1'amélioration de la fluorescence entrainée par la mobilité restreinte, un autre
mécanisme est I'inhibition de I’extinction. Ainsi, la complexation de l'espece fluorescente par f-CD

fait une barriére stérique contre la proximité des extincteurs [9-14].
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Un phénomene en relation qui n'a pas regu d'attention jusqu'ici est 'auto-extinction qui a lieu
a des concentrations ¢levées de molécules fluorescentes. Le présent chapitre porte sur ce dernier
point en utilisant le chlorhydrate de Tramadol comme molécule fluorescente ou nous avons étudié
les propriétés fluorescentes du Tramadol subissant une complexation d'inclusion avec la f-CD dans
des solutions diluées et/ou de concentrations plus élevées ; Dans ce but, une formation des
complexes d’inclusion par différentes méthodes a d'abord ét¢ étudiée.

Il convient de noter que la gamme de concentration du présent travail est différente des
doses thérapeutiques, de sorte que la pertinence pharmaceutique est faible; le but actuel est d'étudier
la photochimie. Pour 1’étude des phénomenes de fluorescence a hautes concentrations ou une
absorbance ¢élevée affaiblit 1'émission de fluorescence, une méthodologie a été fournie.

L’étude est construite comme suit:
©  Etude structural du Tramadol;
©  Optimisation théorique et multi-parameétres du Tramadol ;
© Formations et caractérisations des complexes d’inclusion [Tramadol : -CD] ;
< Détermination de la constante de complexation de Tramadol avec la f-CD ;
©  Mise en évidence de l'auto-extinction de la fluorescence du Tramadol a des concentrations

élevées ;
© Inhibition de l'auto-extinction par complexation avec la f-CD.
I11.2. Etude structural du Tramadol

Le chlorhydrate de Tramadol est un analgésique opioide synthétis¢ en 1962 dans les
laboratoires de Griinenthal, en Allemagne. Son autorisation de mise sur le marché (AMM) sous le
nom Tramal® date de 1977 [15], le Tramadol a été approuvé pour la commercialisation aux Etats-
Unis comme un analgésique non contrdlée en 1995 sous le nom commercial d’Ultram®. IL a été
délivré en France le 11 avril 1997 par I’AMM. Son originalité pharmacologique qui le rattache en
partie aux opiacés classiques justifie sa place dans 1’arsenal thérapeutique, en particulier dans le
domaine de la douleur aigué [16,17]. 1l est classé au niveau deux de la catégorie analgésiques, tels
que la codéine et le dextropropoxyphene; il peut étre utilisé en cas de douleurs aigués (par exemple
apres une intervention chirurgicale) et de douleurs chroniques (comme dans le cas d'une blessure au
dos ou d'un cancer). Enfin, les différentes présentations thérapeutiques de la molécule rendent son

utilisation clinique aisée tant par voie entérale que parentérale ainsi que par voie locorégionale.
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En 2013, une équipe francaise a identifié¢ le Tramadol a I’état naturel dans les racines d’un
pécher africain (Nauclea latifolia, Fig.111.1), a la concentration de 0,4% [18]. Pour la premicre fois,
un médicament de synthése est découvert dans une source végétale a des concentrations
cliniquement significatives. Les auteurs consideérent que 20 g de plante contiennent I’équivalent
d’une pilule de Tramadol, sans en préciser le dosage [19]. En 2014, le Tramadol est commercialis¢

dans cent pays a travers le monde.

- W
: - hee M..__ 3
Fig. II1.1. Nauclea latifolia, fruit et fleur

I11.3. Propriétés pharmacodynamiques du Tramadol
I est nommé selon ITUPACde 2-(diméthylamino) méthyl-1-(3-méthoxyphényl)
cyclohexanol, de formule brute C;sHsNO,. Il a une structure proche de la codéine et de la

morphine (Fig .I11.2).

HO,

HO\\\\“ HO\\\\"

Fig.I11.2. Structure moléculaire du Tramadol, de la codéine et de la morphine de gauche a droite
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Le tramadol est un mélange racémique de deux énantiomeres (Fig.II1.3), 1'énantiomere (/R,
2R) (+) étant le plus actif [20]. Le Tramadol a une faible affinité pour les récepteurs p (6000 fois
plus faible que la morphine et 10 fois moins importante que la codéine) [21] et presque négligeable
pour les autres récepteurs d'opioides endogenes (Kappa, Delta) en raison de la présence d'un radical

méthyle sur le noyau phényle [22].

Fig.II1.3. Structure des énantiomeres (/R, 2R)-Tramadol et (1S, 25)-Tramadol

Son mécanisme principal d'activité analgésique est l'inhibition de la recapture de la
sérotonine et de la noradrélaline dans le noyau du raphé dorsal [20, 23]. Alors que son métabolite
principal de sa biotransformation ; O-desméthyltramadol (M1, ODT) (Fig.Ill.4), dépourvu de
groupement méthyle sur le noyau phényle, a une affinit¢ 200 fois plus forte pour les récepteurs

opioides que le médicament original [24,25].

Fig.II1.4. O-Desméthyltramadol (ODT)

Par ailleurs, des résultats d'études menées sur les hommes et les animaux indiquent que les
effets analgésiques du Tramadol ne sont que partiellement neutralisés (=30%) par la naloxone,

antagoniste des récepteurs opioides [24].
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Ces résultats suggerent I’implication d’un mécanisme d’action non opioide. En effet, le
Tramadol inhibe la recapture neuronale de la noradrénaline et de la sérotonine (5-HT) (5-

hydroxytryptamine) (Fig.IIL.5).

HO

HO

Fig.IIL.5. Présentation de la structure moléculaire de la naloxone, de la noradrénaline et de la

sérotonine (5-HT) de gauche a droite

Ce mode d'action particulier est di aux propriétés complémentaires des deux énantiomeres
© L'énantiomeére (+) a une plus forte affinité pour le récepteur opioide (u). Il s’agit d’un inhibiteur
puissant de la recapture synaptique de la 5-HT et il entraine une libération accrue de 5-HT.
< L'énantiomére (-) a une affinité moindre pour le récepteur (u). Il s’agit d’un inhibiteur puissant
de la recapture synaptique de la noradrénaline.
Le mélange racémique des deux énantiomeres (+) possede une activité antalgique supérieure
a l'effet additif des deux composants, en raison de la synergie entre 1’effet opioide et 1’effet
monoaminergique central. Ce double mécanisme explique l'effet analgésique du Tramadol par
action sur les composantes nociceptives et neuropathiques de la douleur, le tableau ci-dessus

rassemble les différents effets de Tramadol sur un rat. [25, 26]
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Tableau.IIl.1. Inhibition de la liaison des opioides et monoamines par le Tramadol (%), ses

énantiomeres (+/-) et M1 a partir de préparations de cerveau de rat [25, 26]

Composés Ki (uM)
Mu (p) Delta () Kappa (x)  Noradrénaline Sérotonine
(£) Tramadol 8.3 100 81 1,8 1,9
(+) Tramadol 4.4 54 83 6,9 0,87
(—) Tramadol 130 490 81 0,59 4,8
M1, ODT 0,017 0,69 1,8 42 7,5
Morphine 0,0021 0,008 0,17 >100 >100

Ki : Constante de dissociation obtenue par inhibition de la fixation d 'un ligand

ITI.4. Optimisation théorique et multi-parametres du Tramadol

Nous pouvons utiliser les méthodes d'optimisation multiparamétriques (MPO) pour
prédire le meilleur équilibre des propriétés physicochimiques des composés, parmi ces méthodes,
nous appliquons la régle de base la plus couramment utilisé : la régles de Lipinski [27, 28].
I11.4.1. Représentation des calculs « drug-like » sur la base de Lipinski

Les regles de Lipinski de chaque médicament éventuel doit se conformer a plusieurs
criteres de base, tels que son faible colit de production, étre soluble, étre stable, mais doit aussi se
conformer a des barémes associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution,
de métabolisme et d’excrétion (ADME). Ainsi, en 1997, Lipinski et coll [27] ont proposé ce qu'on
appelle couramment la « régle de Lipinski » ou la « régle de cinq » permettant d’estimer la
biodisponibilit¢ d’un composé par voie orale a partir de sa structure 2D. Selon cette régle un
composé possede toutes les chances d'étre absorber par voie orale s’il respecte au moins trois des
cinq critéres représentés dans le Tableau. II1.2. La régle de Lipinski est la plus utilisée pour

I’identification des composés (Drug-Like) [29,30].
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Tableau. II1.2. Valeurs seuils des différentes propriétés physico-chimiques définissant la reégle de

Lipinski [28].

Propriétés physico-chimiques Régle de Lipinski

Poids moléculaire (PM) en Daltons (g/mol) <500

Lipophile (LogP) 0<LogP<3
Les cinq régles  Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (DLH) <5

Nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene (ALH) <10

Le nombre de liaisons flexibles <15

Dans notre travail, ces parameétres ont été calculés en utilisant le serveur Molinspiration (bioactivité

de la molnspiration.v2018.10). Les parametres de Tramadol sont rassemblés dans le Tableau. I11.3.

Tableau.III.3. Evaluation des paramétres de Tramadol en utilisant le serveur molinspiration.

Parameétres physico-chimiques de Tramadol

M (g/mol)* 263,38
PSA® (A% 32,70
N Accp ALH® 3

N Donn DLH* 1
(LogP)° 2,92
Violations' 0
Liaisons rotatives 4

v ™" 270,01

Notes: Masse moléculaire®; Surface Polaire °; Nombre d'accepteurs de liaisons hydrogéne “;
Nombre de donneur de liaisons hydrogene d Lipophilie calculée (Kow)©; Nombre de violations’;
liaisons rotatives ®; volume moléculaire”.
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A travers le tableau.lll.3, nous remarquons que le Tramadol a une valeur de PSA
inférieure a 140 A ce qui montre la bonne prédiction de la biodisponibilité orale et le transport a
travers les membranes. La Regle de Veber [31] stipule qu'une bonne biodisponibilité est favorisée
lorsque la PSA (Surface polaire topologique) < 140 A? (mesure de polarité absolue) [32]. Il est clair
que le Tramadol est en accord avec la régle de Veber. Nous remarquons aussi que les valeurs du
nombre de liaisons rotatives est inférieure a 10, ce qui nous permet de dire que le nombre de
liaisons rotatives dans le Tramadol est tres faible.

Nous pouvons, également, voir dans le tableau.lll.3 que le Tramadol a le nombre d’accepteurs
d'hydrogene inférieurs a 10 [33], les trois sites accepteurs de I’hydrogene sont les (O de alcool et O
de I’éther et I’amine tertiaire) et le nombre de donneurs d’hydrogeéne inférieurs a 5, le site donneur
de I’hydrogene est (OH). (Fig.II1.6). Le poids moléculaire du Tramadol (263.38g/mol), une valeur

inférieure a 500 g/mol, signifie que la molécule traverse facilement les membranes cellulaires [34].

M :263.38

LogP : +3.18 —> accepteur de liaison H
——> donneur de liaison H
.---» rotation de liaison

Fig. I11.6. Régles de Lipinski appliquées au Tramadol

La lipophilie a été¢ corrélée a divers modeles de propriétés de médicaments affectant
ADME / toxicité. Ils incluent la perméabilité, I'absorption, la distribution, la liaison aux protéines
plasmatiques, métabolisme, élimination et toxicité. Lombardo et coll. [35,36] ont corrélé le volume
de distribution pharmacocinétique (V4) a lipophilicité.
Le guide général pour une absorption gastro-intestinale optimale aprés une administration orale,
admet que le Log P doit étre modéré (entre 0 et 3), comme suggéré dans la figure. I11.7. Exprimé a

travers la valeur de leur coefficient de partage octanol/eau (Kow), la méthode de prédiction du log P
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développée par molinspiration, basé sur les contributions du groupe fonctionnelle des composés. La

formule suivante est utilisée pour calculer la valeur de log P :

Concentration ducomposé en solution dans lroctanol

Log Kow=Log P = [37] 1)

Comcentration ducomposé en solution dans lreaun

Ou Log P= log Kow: coefficient de partage octanol-eau.

Haute
¥ Optimale
O0<LogP<=3
Pauvre Faible
ermiahilit o
Eus lipides clubiihe auene

solubilité
dans ’eau

Biodisponibilité orale

T L T T T T T L T 1

4+ 3 =2 -1 0 1 2 3 4 5 & T
log P

E
)

Figure. I11.7. Variation de la biodisponibilité en fonction de Log P de différents médicaments [38]

= Silog P <0, les composés avec un log P négatif sont plus polaires et ont une perméabilité
pauvres aux lipidiques,
©  Si0<logP <3, les composés ont un bon équilibre de perméabilité et de solubilité,
©  SilogP >3, les composés sont plus apolaires et ont une faible solubilité dans I'eau.
Donc d’aprées le tableau.lll.3, nous avons obtenu une valeur positive de log P égale a
2,92, ce qui confirme que le Tramadol a une trés forte solubilité dans I’eau (hydrophile).
En ce qui concerne le nombre de violation, nous remarquons que le Tramadol a une violation nulle.
Ce qui suggere que le Tramadol théoriquement n’aurait pas de problémes avec la biodisponibilité
orale.
A partir des résultats obtenus ; nous pouvons conclure que le Tramadol respecte les régles
de Lipinski, et est utilisable par voie orale, il est présent dans de nombreuses spécialités, et c’est

I’un des médicaments les plus utilisés au monde.
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Mais le probléme de ce médicament est ses effets indésirables majeurs et sa durée de vie tres
courte. C’est pour cela que nous avons proposé une stratégie d’encapsulation du Tramadol dans une
molécule cage, et nous avons choisis la f-cyclodextrine.

Les cyclodextrines forment des complexes d'inclusion avec une grande variété de substances
organiques, en solution ou a I'état solide [39,40]. L'amélioration de la solubilit¢ du médicament par
la formation d'un complexe d'inclusion de telles molécules rend les CD tres utiles en tant qu'agents
de solubilisation dans les formes pharmaceutiques [39]. Par ailleurs, la complexation a l'intérieur de
la cavité¢ de la CD permet de moduler la biodisponibilit¢ des médicaments [41,42]. Les CDs sont
des excipients utiles dans les formulations [43,44]. Le polysaccharide cyclique f-CD est constitué
de sept unités a-1,4-D-glucopyrranosides. La f-CD forme des complexes d'inclusion avec le
Tramadol [45], en raison de pKa du chlorhydrate de Tramadol de 9,488 [46] (C’est une base faible),
il est sous sa forme cationique lorsqu'il est en solution aqueuse sans tampon.

III .5. Produits chimiques et méthodes
I1.5.1.Produits chimiques

Le chlorhydrate de Tramadol de pureté > 99% a été acheté auprés de Sigma-Aldrich et
utilisé tel que recu. La f-CD a été fourni par Roquette Freres (Lestrem, France) comme Kleptose™
et utilis¢ tel quel. L'eau désionisée ayant une résistivité de 18 MCQ cm a été utilisée pour la
préparation de solutions aqueuses et des complexes d'inclusion.

IT1.5.2. Méthodes
Toutes les expériences ont été réalisées a 20°C, qui correspond a la température régulée
des pieces ou les instruments ont été installés.

4 Les travaux effectués au cours des derniéres années ont conduit a plusieurs maniéres de
formation des complexes d'inclusion (invité : f-CD). Parmi celles-ci, nous avons choisi trois
méthodes de préparation du complexe d’inclusion (Tramadol: f-CD) avec un rapport molaire
[1:1] : la méthode mélange physique, la méthode malaxage et la méthode d’évaporation sous
vide. En plus de ces trois méthodes, nous avons suggéré d'utiliser 1’irradiation au micro-onde
pour la formation du complexe d'inclusion.

® Les spectres IR ont été enregistrés par un Nicolet 50 FT- IR thermoscientifique entre les
nombres d'onde 400 et 4000 cm™.

4 Les analyses Thermogravimétriques ont été réalisées avec Setaram SETSYS 175 sur une
plage de température de 20-220°C, avec une vitesse de balayage de 10°C min” sous flux

d'azote de 100 mL min™ '
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# Les mesures d'absorbance UV ont été effectuées dans des cellules de quartz Hellma de trajet
optique de 10 mm et de 1 mm avec un spectrophotométre Varian Cary“50 dans la gamme de
longueurs d'onde de 200-400 nm. Le spectre de I'eau pure a été soustrait comme (backround).

® La diffraction des rayons X des poudres est réalisée avec l'appareillage et les conditions
suivantes : Diffractometre Philips Xpert MPD, générateur Philips tension 40kV intensité¢ 20 mA,
anticathode de cuivre (K, = 1.5418367 A), filtre Ni, V = 40 kV, I = 20 mA, fente entrée 1/8,
détecteur Xcelerator, mode scan continu, échantillon broyé en poudre sur plaquette, domaine
angulaire (20°) 4° a 100° et la durée du scan : 80 secondes.

# Microscopie Electronique a Balayage (MEB), MEB en émission de champ S4700 (SEM Field
émission S4700). Elle est utilisée pour étudier les aspects microscopiques de la f-CD et du Tamadol
d’une part et du complexe d’inclusion (Tram : f-CD) obtenu par complexation, d’ autre part.

© Les mesures de fluorescence ont été effectuées a 1’aide d’un spectrophotométre Agilent Cary
Eclipse. La longueur d'onde d'excitation était a 1'absorbance maximale A = 271 nm de Tramadol.
L'émission de fluorescence a été enregistrée dans la gamme 280-500 nm.

Les largeurs de fente d'excitation et d'émission donnant une résolution de 2,5 nm
permettaient des mesures sur toute la gamme de concentration. Des cuves carrées a quartz de 10x10
mm” ont été utilisées pour toutes les mesures de fluorescence.

Comme nous avons déja mentionné et en raison de la forte absorbance des solutions
concentrées, I’EFI doit étre pris en compte et comme les largeurs des fentes d'excitation et
d'émission sont entrées dans le calcul de I'EFI, ces largeurs ont été estimées a partir de mesures de
fluorescence effectuées dans des ouvertures de largeur réduite en collant un couvercle opaque a la
face d'entrée ou de sortie des cuves carrées.

Une ouverture plus large que les largeurs de fente ne change pas le faisceau lumineux, alors qu'une
partie de la lumicre est coupée et une atténuation est observée lorsque les ouvertures sont plus
étroites.

Le facteur de normalisation pour différentes conditions d'enregistrement a été mesuré a
partir du pic de diffusion de Rayleigh provenant du mode d'étirement Raman (O-H) de I'eau pure
apparaissant a 301 nm pour une excitation a 271 nm. Il est a noter que la ligne d'eau de diffusion
Raman était petite par rapport a la fluorescence du Tramadol, méme pour les échantillons les plus

dilués.
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L'intensité de fluorescence a néanmoins été corrigée pour cette bande Raman (O-H); et il a
¢été normalisé de sorte que les intensités de fluorescence sont données en unités de la ligne de

diffusion Raman d'un échantillon d’eau pure de 1cm d'épaisseur, appelée "unités H,O".

Iréchantillon)~ IH, g
I (normalisé) = I (2)
Hzo

© Les spectres RMN 'H des solutions dans D,O ont été enregistrés avec un spectrométre Bruker
DRX500 fonctionnant a la fréquence de Larmor a 500 MHz. La référence de déplacement
chimique était la ligne RMN de HDO a 4,70 ppm. Les constantes de couplage, notées (J), sont
exprimées en Hz. Les abréviations utilisées signifient:
s : singulet, d : doublet, dd : doublet de doublet, ddd : doublet de doublet de doublet, ¢ : triplet,
tt: triplet de triplet et ¢d : triplet de doublet.

L'attribution des lignes RMN '"H de Tramadol a été réalisée en utilisant une méthode RMN-
2D spéciale combinant des expériences RMN hétéronucléaires 2D "H-"C en utilisant IPAP-HSQC-
TOCSY et HMBC. Les spectres ont été enregistrés au niveau du laboratoire LAGEP, a I’université
Claude Bernard Lyon 1- France.

I11.6. Complexes d’inclusion
I11.6.1. Formation des complexes d'inclusion
I11.6.1.1. Mélange physique (M Ph)

Nous avons mélangé a sec une quantité de f-CD (1,135 g, 10™ mol) et une quantité de
Tramadol (0,263g, 10~ mol) pendant 10 -15 minutes, et nous avons obtenu le complexe (Tramadol
: f-CD M Ph) de steechiométrie [1:1] [47].

I11.6.1.2. Méthode de malaxage (Kneading Méthode) (M Kn)

Nous avons mis dans un mortier (0,131 g, 5,10*mol) de Tramadol et (0,567g, 5,10 mol)
de p-CD, 2 mL d'eau distillée a été ajouté, puis nous avons malaxé 30 a 45 minutes, apreés nous
avons mis le complexe dans un four & vide sans chauffer jusqu'a ce qu'il soit complétement sec

(24h), et nous avons obtenu le complexe (Tramadol : f-CD Kn) [48].
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I11.6.1.3. Méthode d’évaporation sous vide (M EV)

Deux solutions ont été préparées a partir de la f-CD et le Tramadol en dissolvant une
quantité (0,567g, 5,10'4 mole) et (0,131g, 5,10'4 mole), dans 150 mL d'eau distillée, respectivement.
Puis nous avons agité les deux solutions séparément 30 min, puis les deux solutions ont été
mélangées ensemble pendant 45 minutes jusqu'a I'obtention d'une solution claire.

Enfin, nous avons mis le mélange a I'évaporateur rotatif et le produit obtenu est séché a 50°C
pendant 24 heures. Nous avons obtenu le complexe (Tramadol : f-CD EV) [49-51].
I11.6.1.4. Méthode par I’irradiation micro-ondes (M MO)

Nous avons mis dans un mortier (0,263 g, 10~ mole) de Tramadol et (1,135 g, 10~ mole)
de f-CD, 2 mL d'eau distillée a été ajouté, apres un léger malaxage, le mélange a été mis au micro-
onde a 350 watts pendant 2 & 3 min, et nous avons obtenu le complexe (Tramadol : f-CD MO)
[52].

I11.6.2. Etude des complexes d’inclusion a base des cyclodextrines

Une fois la substance incluse dans la cavit¢ de la cyclodextrine, ses propriétés
physicochimiques sont modifiées. Toutes les techniques utilisées pour caractériser I’existence d’un
complexe d’inclusion mettent en évidence une modification de la molécule invitée.
II1.6.2.1.Caractérisation de la f-CD et du Tramadol avant la complexation par la
spectrométrie IR

Les bandes observées sont présentées sur la figure. II1.8.
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Figure IIL.8. Spectre IR de f-CD et du Tramadol avant la complexation

I11.6.2.2. Caractérisation des complexes d'inclusion (Tramadol : f-CD) par IR

Les interactions entre la cavité et les molécules invitées dans le composé d'inclusion sont

caractérisés par des forces faibles entre les molécules telles que des liaisons hydrogene et des

interactions hydrophobes [53,54]. La figure. II1.9, représente les spectres d'absorption IR pour f-

CD, Tramadol et leur mélange physique (Tramadol: f-CD M Ph). Le spectre IR du mélange

physique rassemble les pics caractéristiques de f-CD et Tramadol. Ce dernier peut étre considéré

comme une simple imposition du spectre de 5-CD et le spectre du Tramadol.
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Fig.IIL.9. Spectre IR du Tramadol, 5-CD et (Tramadol: f/-CD M Ph)

Les spectres IR des complexes d'inclusion préparés par les méthodes citées plus haut, (Tramadol :
S-CD Mph), (Tramadol : f-CD VE), (Tramadol : f-CD MO) et (Tramadol: f-CD Kn M) ont été

examinés dans la Figure.IIl.10.
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du Tramadol

Fig. II1.10. Spectre IR des complexes: (Tramadol:5-CD M ph), (Tramadol:-CD VE), (Tramadol:f-
CD MO) et (Tramadol:f-CD Kn M)

La premiere remarque qui peut étre faite concerne l'absence de certaines bandes et le
décalage d'autres bandes. Ceci nous permettra de dire qu’il y’a une formation des liaisons de
complexation. Le Tramadol a une bande d’absorption vers 3305,8 cm™ (dans le mélange physique
apparait vers 3300 cm™). Cette bande représente la bande hydrogéne intermoléculaire, dans les
complexes d’inclusion cette bande est décalé vers 3260,2 cm™. En plus la forme de la bande a

changé (Fig.IIl.11). Le (C-H) aromatique du Tramadol pur apparait vers 2927 cm’ et 2815,9 cm™

—— Tramadol : BCO M Ph
—— Tramadol : BCOVE
—— Tramadol : BCODMO
—— Tramadol ; BCOKn M

¥ 1
1500 2000 2500

Nombre d'onde (cn"%

une des deux bandes est perdue dans les complexes, I'autre est moins intense (Fig. 1I1.12) et la

bande du cycle aromatique apparait vers 1604,7 ; 1577,7 ; 1418,2 et 1434,9 cm’. Cependant ces
bandes sont trés faibles 1608,5 ; 1581,5; 1647,1 cm’ dans les complexe d’inclusion (Fig. 111.13).

L'amine tertiaire du Tramadol pure apparait vers (1570 cm™), cette bande est décalée vers (1590

cm™) dans les complexes d'inclusion (Fig.III.13).
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Fig. IT1.11. Spectres IR des complexes: (Tramadol:5-CD M Ph), (Tramadol:5-CD VE),
(Tramadol:-CD MO) et (Tramadol:-CD Kn M) dans la gamme [2000 - 4000] cm’™'
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Fig. I11.12. Spectres IR des complexes: (Tram:f-CD M Ph), (Tram:f-CD VE), (Tram:5-CD MO) et

(Tram:$-CD KnM) dans la gamme [2200 - 3000] cm’
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Fig. I11.13. Spectres IR des complexes: (Tramadol:5-CD M Ph), (Tramadol:5-CD VE),

(Tramadol:-CD MO) et (Tramadol:3-CD Kn M) dans la gamme [1550 - 1650] cm™

Ces résultats indiquent que le Tramadol est encapsulé dans la cavité de f-CD selon les trois
méthodes a savoir la méthode de malaxage, la méthode d’évaporation sous vide et la méthode
d’irradiation via micro-onde.

I11.6.2.3. Caractérisation du complexe d’inclusion (Tramadol : f-CD) par les RX

Il a ét¢ rapporté dans la littérature que la différence entre les phases solides est
responsable des différences de solubilité des médicaments, par exemple une substance amorphe est
plus hygroscopique et plus réactive qu'une substance cristalline en raison de son activité
thermodynamique plus €levée [55]. La cristallinité et I’amorphicité sont des facteurs importants qui
doivent étre liés a la solubilité des composés [56]. Cette technique permet cependant de comparer
des structures obtenues en solution et a 1'état solide et apporte de nombreuses informations sur
l'influence de la maille cristalline et du solvant sur la structure 3D du complexe d'inclusion, cette
technique est utile pour surveiller les changements de cristallinité des composés lors de I’interaction

(hote-invite).
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Les diagrammes de diffraction des rayons X de la f-CD, de Tramadol, de (Tramadol : f-
CD MpH), de (Tramadol: S-CD Kn) et de (Tramadol: f-CD MO) sont illustrés dans la
figure.Ill. 14, les résultats obtenus montrent un profil semi-cristallin pour les complexes d'inclusion

obtenus par les trois méthodes contrairement au Tramadol et au f-CD qui présentant un profil

cristallin.
1200 -
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. MWMM {(Tramadol: S-CD M Ph)
EL ' B5-CD
2
=
T 400
1 (Tramadol: 8-CD MO)
200 N
“""'m o nainoc (Tramadol: S-CD KnM)
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o ‘s'0 2.9 3‘3 413 5'3 ‘3'0 7.3
20

Fig.I11.14. Diffractogramme des RX de f-CD, Tramadol et des complexes (Tramadol:f-CD M Ph),
(Tramadol: f-CD MO) et (Tramadol: -CD KnM)

I11.6.2.4. Caractérisation du complexe d’inclusion (Tramadol : f-CD) par le MEB

Une microscopie ¢électronique a balayage (MEB) a été réalisée pour les maticres premieres
et le complexe obtenu impliquant l'irradiation par micro-ondes afin d'étudier la modification de la
morphologie. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure. III.15. Les images ont clairement
¢lucidé¢ la différence dans chaque cas. La structure du complexe d'inclusion est différente de celle
du S-CD et du Tramadol pur. La modification des cristaux et de la poudre peut étre considérée

comme une preuve de la formation d'un nouveau composé (complexe d'inclusion).
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Fig.II1.15. Photographie de microscope ¢lectronique a balayage de (a) Tramadol
(500x%),(b)Tramadol (1000x), (¢) (Tramadol :5 -CD MO) (500%) , (d) (Tramadol :5 -CD MO)
(3000%), (e) p-CD (1000x) et (f) p-CD (3000x)[52].
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du Tramadol

Sur la base des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les méthodes proposées dans
ce travail sont efficaces pour obtenir un complexe (Tramadol: f-CD), I’'IR confirmant la formation
d’un complexe d’inclusion. Le Tramadol libre a modifié la taille et la morphologie cristalline par
I’introduction du f-CD. Ce résultat permet de considérer les CD comme un important excipient
pharmaceutique.

I11.6.2.5. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

La DSC est une autre technique utile pour évaluer la pureté des complexes. Avec cette

technique, l'inclusion est mise en évidence par la perte du pic de fusion endothermique du Tramadol
cristallin. L'analyse thermique a été utilisée avec succes par Redenti et coll [57].
Les résultats relatifs a I'analyse DSC des complexes d'inclusion (Tramadol: f-CD) préparés par les
différentes méthodes proposées sont présentés dans le Tableau.lll.4. Il s'aveére que le complexe
obtenu par la méthode d’irradiation sous micro-onde est bien mieux formé que ceux obtenus par les
autres techniques.

Tableau. II1.4. Analyse DSC du mélange physique (Tramadol:5-CD) et les complexes formés

Complexes Rapport molaire Méthode de Cristallisé % non cristallisé %
d’inclusion préparation
(Tramadol:3-CD) [1:00 - 1,000E+02 0,0000E+00
(Tramadol:5-CD) [1:1] M Ph 9,940E+00 9,0060E+01
(Tramadol:5-CD) [1:1] M MO 4,513E+00 9,5487E+01
(Tramadol:5-CD) [1:1] KnM 2,241E+01 7,7592E+01
(Tramadol:5-CD) [1:1] M VE 1,532E+01 8,4682E+01

Le tableau.IIL.5, résume les différentes méthodes utilisées pour préparer les complexes d'inclusion a
partir de la f-CD et le Tramadol. La comparaison entre ces méthodes montre un rendement tres
¢levé pour la méthode d'irradiation via micro-onde par rapport aux autres méthodes ce qui confirme

les résultats trouvés par la DSC.
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Tableau .II1.5. Comparaison entre les méthodes de formation des complexes d'inclusion

Méthode de formation des complexes Temps Quantité de Rt (%)
d'inclusion de reaction solvant utilisé
Méthode de malaxage-Kneading Méthode (M Kn) 45 min MeOH/H,0 (v/v) 81
Méthode d’irradiation via micro-onde (M MO) 2 a3 min EtOH 92
Méthode d’évaporation sous vide (M VE) 24het25min =~ ——--mmmeemee- 55

I11.6.2.6. Etude des complexes d'inclusion du Tramadol et de f-CD par RMN'H

Les complexes d'inclusion étudiée au moyen d'expériences de RMN 'H, ont été préparés par
simple mélange de solutions aqueuses de Tramadol et de f-CD; ils ont été utilisés pour des
expériences apres €quilibrage pendant une nuit.
I11.6.2.6.1. Détermination de la constante de complexation du Tramadol avec la f-CD

Les spectres RMN 'H ont été enregistrés pour plusieurs solutions mélangées de Tramadol et
de p-CD dans D,O en faisant varier la concentration de S-CD a concentration constante de
Tramadol. Les variations des déplacements chimiques des lignes de Tramadol et de f-CD par
rapport a la concentration de f-CD ont été analysées pour déterminer la stoechiométrie du complexe
et la constante d'affinité. L'attribution des lignes RMN 'H de 8-CD est bien connue [58]. Les lignes
de Tramadol ont été¢ partiellement assignées par Smyj et coll [59]. Les assignations spectrales
données a la figure.Ill.16 et au Tableau III.6 sont en accord avec celles rapportées par Smyj et coll

[59]
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Fig. I11.16. Spectres RMN 'H et attribution des raies RMN de S-cyclodextrine (a)
et du Tramadol (b)
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Tableau. ITL6. Attribution de lignes RMN'H de chlorhydrate du Tramadol et de 5-CD.

Déplacement chimique 6 (ppm) Multiplicité Constante de couplage (Hz)
H-4a 1,415 Tt
H-3a 1,516 dt
H-5aeth 1,58 -
H-6a 1,653 d
H-3b 1,719 dd
H-4b 1,780 dt
H-6b 1,892 ddd
H-2 2,232 1t 37=3,3Hz;°J=10,8 Hz
NCH,a 2,558 dd etz = 2,5 Hz; *Tia = 13,1 Hz
NCH; 2,573 s
NCH,b 2,843 dd Tz = 10,2 Hz; *Tygas = 13,2 Hz
OCH; 3,773 s
H-6' 6,886 dd Tus-ne = 8,2 Hz; *Tip e = 2,6 Hz
H-2' 7,040 t T ® Tirne = 2,2 Hz
H-4' 7,078 d (dd) Tta-ns = 7,9 Hz
H-5' 7,339 4 Tans = Jnsone = 8,0 Hz
H-1 4,985 d T = 3,7 Hz
H-2 3,564 dd T = 3,7 Hz; T = 9,9 Hz
H-3 3,880 t Teams = Tasns = 9,5 Hz
H-4 3,499 t 3Tosma ~ hans = 9,2 Hz
H-5a 3,772 t
H-6a et H-5b 3,792

Compte tenu du manque d'informations complétes sur les assignations des spectres RMN 'H
et °C du Tramadol (protons du cycle cyclohexyle) [59], I'analyse structurale compléte a été
réalisée a l'aide d'expériences HSQC-TOCSY. Les méthodes classiques utilisant COSY et HSQC

échouent dans la région spectrale trés encombrée des méthylenes a cycle cyclohexyle.
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Une série d'expériences de RMN hétéro-nucléaire 2D 'H-">C utilisant IPAP-HSQC-TOCSY
et HMBC a été réalisée a l'aide d'un procédé spécial de RMN 2D combinant des expériences de
RMN hétéro-nucléaire 2D "H-"C utilisant IPAP-HSQC-TOCSY et HMBC. IPAP-HSQC-TOCSY
[60] basée sur la séquence de Bruker hsqcdiedetgpsisp :(Ge-2D HSQC-TOCSY ge-2D sensible a la
phase utilisant PEP avec édition de multiplicité). 1l est dérivé de méthodes anciennes congues pour
augmenter la sensibilit¢ de la RMN N [61,62].

La séquence HSQC-TOCSY utilisant le schéma DIPSI pour la période de mélange permet
d’éditer les pics TOCSY de maniére assez satisfaisante [63]. Mais il échoue lorsque les pics directs
et relais d'un changement chimique du carbone sont trés proches et se chevauchent. Un moyen
d’atténuer ce probléme consiste a combiner deux expériences, I’une avec des relais édités réglés
négativement, ’autre avec des relais non édités posant des valeurs positives. La somme et la
différence des spectres 2D donnent deux nouvelles données 2D montrant uniquement et
respectivement une corrélation directe entre (C-H), et les pics de (CH-H) TOCSY relayés.

La séquence non modifiée est simplement dérivée de la premiere par suppression de
I'impulsion "*C pendant la période d'édition [64]. Le temps de mélange a été réglé a 20 ms, afin de
générer un seul relais et de sélectionner uniquement les corrélations (CH-H).

Une amélioration supplémentaire a été 1’ajout d’un filtre Z [65] a la fin de la séquence pour
¢liminer les pics TOCSY des artéfacts antiphases. Cette technique permet de récupérer efficacement
les signaux d'absorption compléte des expériences TOCSY.

Aux fins de l'affectation de ligne, un tracé de sortie approprié est la superposition de la
matrice HSQC classique et de celle des relais HSQC-TOCSY. Dans une solution de D,O, le temps
d’acquisition ne peut étre trop long car un découplage *C pendant 1’acquisition chaufferait trop
I’échantillon. Il est possible de récupérer la résolution par prédiction linéaire directe dans la
dimension F2.

Les séquences de Bruker ont ét¢ modifiées selon les indications précédentes et utilisées pour la
présente attribution du spectre RMN 'H du Tramadol.

Dans la représentation 2D de la région spectrale des 6 atomes de carbone saturés du cycle
cyclohexyle représenté sur la figure II1.17, les pics HSQC sont colorés en orange pour (CH;), en

bleu pour (CH), et en vert pour les pics HSQC-TOCSY.

74

Partie expérimentale



Chapitre. IIl L ’effet de la complexation par la f-CD sur ’auto-extinction de la fluorescence

du Tramadol
ST0C.A 5o — HSQCe: matched saeey 5

) .
| & S i~ A e
: ' oo ag T QI W |
22

. 1 o [/

Lx &
Le o Wivni Ll L - |

o

28

e L i B

47

L

L 1] a8 #FE

Ll

Fig. II1.17. Tracé de contour 2D de l'expérience IPAP-HSQC-TOCSY sur une solution de
Chlorhydrate de Tramadol (50 mg.L™") dans D,O

Une série de spectres RMN 'H de mélanges (Tramadol/8-CD) a été enregistrée dans une
solution de D,O a une concentration constante de chlorhydrate de Tramadol (1 mmol.L'h).
Les concentrations de f-CD variaient entre les rapports molaires [1/10] et [10/1] (f-CD/Tramadol).

Toutes les lignes RMN se sont déplacées en fonction de la concentration de S-CD. Le
Tramadol est un mélange racémique de deux isomeres optiques qui pourraient se lier différemment
a la /-CD. Il n'y avait aucune indication pour séparation €nantiomere de l'isomeére optique de
Tramadol par S-CD dans les spectres de RMN.

Les lignes de RMN du Tramadol et des f-CD qui présentant les changements les plus
importants ont été sélectionnés pour l'analyse de 1'équilibre de complexation
Les raies des protons H-3 et H-5 de la £-CD sont les plus déplacées, car ces protons sont situés a
l'intérieur de la cavité hydrophobe de la f-cyclodextrine ; ou pénetrent les molécules invitées.

Un décalage plus important des protons H-3 et H-5 est considéré comme une forte indication

de la formation d'un complexe d'inclusion [66,67].
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Les lignes bien résolues du Tramadol montrant que les plus grands changements étaient
dans l'ordre décroissant, (NCH3) et (NCH,b) au voisinage du groupe ammonio tertiaire, protons H-
3a du cycle cyclohexyle, (OCHj3) attaché au cycle aromatique, protons H-6' et H-5' du cycle
aromatique, protons H-2 et H-4a du cycle cyclohexyle, et protons (H-2' et H-4") du cycle
aromatique. Les spectres typiques représentés sur la figure. II1.18 illustrent les décalages spectraux.

Un modele classique simple de complexation avec une stcechiométrie [1:1] pourrait
expliquer les données de RMN 'H. 1 n'était donc pas logique d'envisager des modéles d'équilibre de
complexation plus élaborés comprenant la formation d'un complexe (Tramadol:f-CD) d'une autre
steechiométrie.

Les mesures de RMN que nous avons obtenue ne confirment pas les propositions de A.
Anton Smith et coll. [45] selon lesquelles un complexe de steechiométrie [2:1] a été formé. Les

confirmations de ces derniers ont été déduites sur la base d'expériences de fluorescence.
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Fig.IT1.18. Variation des spectres RMN 'H par rapport au rapport molaire f-CD/Tramadol croissant
de bas en haut entre [1/10] et [10/1]
Dans la figure I11.18, le spectre en bas est celui du Tramadol pur sur les séries gauche et centrale des spectres

empilés; le spectre en haut est celui de f-CD pur sur la série droite de spectres empilés.
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L'équilibre chimique et la loi d'action de masse correspondante du modele sont donnés par

I’équation (3). Dans cette équation, 'activité est remplacée par la concentration en supposant un
comportement idéal:

A+CD S A-CD

[a-cp]

[allcp] 3)

K, =

Ou;

K est la constante d’équilibre
A est relatif au Tramadol.

CD est relatif ala f-CD

Les concentrations totales de Tramadol et de f-CD sont:

[A]l, = [A] + [A-CD] “4)
[cD], = [cD] + [A-CD] 5)

Les concentrations de Tramadol libre, de f-CD libre et du complexe (Tramadol:5-CD) ont été
calculées a partir des valeurs de K, [A]o et [CD]p en résolvant les équations 3-5 pour [A], [CD] et
[A-CD], ce qui donne:

fl:a]n+[cn]n,+ } fILA] +[CD]—|- } —4[al, [cD],
[a-cD] == (6)

-
=

Les déplacements chimiques du RMN'H des lignes de Tramadol et de 8-CD ont été calculés
dans la limite d'échange rapide a partir des concentrations et des déplacements chimiques de chaque
espeéce comme suit:

Pour les lignes de Tramadol:

§ = §(Tramadol llhre] — —I- 5(A- CD) ﬂ @)

Pour les lignes de S-CD:

5 = 8(5-CD libre) 12 -+ 6(a- cp) & 8)
[CD]
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Les déplacements chimiques du Tramadol libre et du f-CD ont ét¢ mesurés avec les
composés purs. Les prévisions des déplacements chimiques ont été comparées aux données
expérimentales pour les mélanges (Tramadol/f-CD).

Le meilleur ajustement du modele pour les données expérimentales a été recherché en
ajustant les valeurs des parametres inconnus K;; et 6 (A-CD) pour chaque ligne d’RMN (figure
AIL.19) en minimisant la somme des écarts quadratiques moyens de toutes les lignes RMN de
Tramadol et de la f-CD.

La fonction de minimisation prenant en compte simultanément toutes les lignes RMN (i = 1 a Ni) et

les concentrations d'échantillon (j = 1 a Nj) est la suivante :

| -
i1 +N 8 _ 2
J‘Jl N;N; Zi: 1 Ej':j_ (aexp,i“.j acalc ,.i“.j) (9)
Les meilleurs ajustements des spectres aux données expérimentales pour toutes les lignes de
RMN sur toute la gamme de concentration ont montrés que le complexe avait une stecechiométrie

[1:1] sans contribution significative des autres espéces complexes.

La constante d'équilibre est K;; = 260 = 10 a 20°C (LogK;; = 2,42). Ou les concentrations

sont exprimées en mol-L™. Tous les paramétres sont donnés dans le Tableau I11.7.

En raison de la valeur de K/, et de la solubilité modérée de f-CD dans l'eau (18,5 gL' = 15
mmol.L™"), la complexation du Tramadol ne peut étre achevée, méme en présence d'une
concentration maximale de f-CD (solution saturée).

En effet, le rapport de concentration des formes complexées aux formes libres du Tramadol tend a

A-CD . \ \
étre % = K,, [CD], lorsque la concentration totale en B-CD est en grand excés par rapport a celle

du Tramadol. Par conséquent I’équation (3) est réduite a :

[a-cp] &y lcply
[al+[a-cp]  1+KyylcD]g (10)
En conséquence, la fraction maximale du Tramadol complexé¢ est de 0,78 (78%).
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Fig. II1.19. Variation des déplacements chimiques de "'RMN 'H par rapport aux concentrations

relatives de Tramadol et de f-CD.
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Les lignes pleines sont les meilleurs ajustements de la théorie aux données expérimentales
pour la formation de complexes de steechiométrie [1:1] avec les paramétres donnés dans le Tableau.
IL.7.

Tableau. II1.7. Constante d'équilibre K;; du complexe [1:1] et les valeurs des déplacements

chimiques du RMN 'H du Tramadol et du 4-CD sous leurs formes libres et complexées.

Steechiométrie 1:1 Constante d’équilibre K;; =260 Log(Ki;) = 2.42

protons aromatique de Tramadol Autre protons de Tramadol B-CD
Protons H-2' H-4'" H-5' H-60 OCH; NCH,, NCH; H-2 H-4a H-5a H-3 H-5
Sibrey (PPM) 7,043 7,081 7,342 6,889 3,776 2,848 2,579 2,235 1,417 1,519 3,882 3,773

Scompieno (ppM) | 7068 7,064 7307 6,848 3,676 3010 2,690 2276 1453 1619 3,721 3,588

I11.6.2.6.2. Propriétés d'absorbance et de fluorescence du Tramadol

Le spectre d'absorption du chlorhydrate de Tramadol en solution aqueuse montre deux
bandes bien définies avec des maximum a 216 nm et a 271 nm correspondant aux transitions
¢lectroniques (n-n*) (figure I11.20).

Les maximums d’absorbances augmentent linéairement par rapport a la concentration de
Tramadol selon la loi de Beer-Lambert et il n'y a pas de décalage des spectres lors du changement
de la concentration. Les coefficients d’absorption molaire (extinction) sont £= 7130 L.mol™.cm™ &

216 nm et £= 1790 L.mol™.cm™ a 271 nm, en accord avec les rapports précédents [45,59].
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Fig. I11.20. Spectre d'absorption UV du Tramadol & plusieurs concentrations.

e Gauche: Faibles concentrations dans des cuves de chemin optique (/=10 mm); les
concentrations sont dans l'ordre de I'absorbance croissante 0,01 ; 0,02 ; 0,05; 0,1 ; 0,25 et 0,5
mmol.L™.

e Droite: Hautes concentrations dans les cuves de chemin optique (/=1 mm); les concentrations
sont dans I'ordre de 1'absorbance croissante (0,25 ; 0,5; 1,0;2,0; 3,0 ; 4,0 et 6,0) mmol.L.

Les spectres de fluorescence du Tramadol ont montré un pic d'émission maximal a 297 nm quelle

que soit la longueur d'onde d'excitation. Toutes les expériences ont €té réalisées pour une excitation

a271 nm.

Une excitation a 216 nm a donné le méme spectre de fluorescence; son intensité était plus
¢levée simplement parce que I'absorbance a 216 nm était plus élevée qu'a 271 nm (figure I11.21).

La forme des spectres de fluorescence n'a pas changé lorsque la concentration de Tramadol a
¢té modifiée. Les spectres de fluorescence dans 1'eau et dans I'eau désaérée étaient identiques, ce qui

montre que la fluorescence du Tramadol n’était pas significativement atténuée par I'oxygene.
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Fig. II1.21. Spectres de fluorescence du Tramadol (0,01 mmol.L™) pour les longueurs d'onde
d'excitation de 216 nm et 271 nm.

L'intensit¢ de fluorescence ne varie pas linéairement par rapport a la concentration de
Tramadol (Fig. II1.22). L'intensité de la fluorescence a augmenté linéairement par rapport a la
concentration de Tramadol jusqu'a 0,02 mM. Un écart de linéarité vers une émission plus faible a
¢té observé au-dela de cette concentration et l'intensité de la fluorescence a diminué par rapport a la
concentration supérieure a 0,5 mM.

En effet, on ne s'attend pas a ce que la fluorescence varie de maniére linéaire en fonction de
la concentration. Si le rendement quantique de fluorescence ne dépend pas de la concentration,
l'intensité de la fluorescence est proportionnelle a l'intensité absorbée de la lumiére d'excitation. En
tant qu'absorbance a la longueur d'onde d'excitation, Abs (Ae), est proportionnelle a la
concentration par la relation de Beer-Lambert, la lumiére absorbée le long du chemin optique / et
l'intensité de fluorescence totale a la longueur d'onde, Fluo (Aem), sont des fonctions exponentielles

de la concentration C ; équation (11) [68].

Fluo (Remj o (1 — 1(]_‘45’3':15::}) = (1 — 10—55}{{6) (11)
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Ou le préfacteur (a) est li¢é au rendement quantique de fluorescence et aux facteurs
géométriques provenant de la conception optique du spectrophotométre. L'équation 11 se réduit a
un comportement linéaire dans la limite de faible concentration.

Une autre cause de déviation de la relation simple entre 1’émission de fluorescence et
I’absorption est l'atténuation de la lumiere d'excitation par absorption (EFI). Cet effet est puissant
pour les solutions concentrées d'absorbance élevée. Comme ['auto-extinction a lieu pour des
solutions assez concentrées, 1'émission de fluorescence doit étre corrigée pour I'EFI [69].

Le faisceau d'émission est atténué par 1’absorption le long de son chemin optique de la
face optique d'entrée au fluorescent émetteur de colorant. Cela conduit a une correction appelée
«EFI primaire» (EFIP). La lumiére émise est ¢galement atténuée par l'absorbance a la longueur
d'onde d'émission le long du chemin optique, du colorant émetteur a la face optique de sortie. Cette
derniére correction appelée «EFI secondaire» (EFIS) est faible car I’absorbance a la longueur
d’onde d’émission est faible. L'émission de fluorescence corrigée pour EFI est donnée par une

équation approximative de MacDonald et coll. [70] (Equation 12).

m‘fﬂﬁcé(m‘fmf%—m‘fmﬂ%j :Lu‘EEmEé(qumE%—m‘EﬂE%)
.F'Iuﬂ{lem} = all x EFIP x EFIS = al x *

In(10) £puf Ax Ini10) gamC Ay
12)

Ou g et e, sont les valeurs expérimentales des coefficients d'extinction aux longueurs d'onde
d'excitation et d'émission (€, = 1790 L-mol'l-cm'l, €em = 14 L-mol'l-cm'l), /=1 cm est le chemin
optique complet de la cuve carrée, et les parametres Ax et Ay sont les largeurs de fente du
monochromateur et du détecteur d'excitation, respectivement. Le préfacteur a dépend du rendement
quantique de fluorescence et des parameétres géométriques du montage expérimental. Ci-dessous
une présentation détaillée du modele de correction EFI ainsi que son domaine de validité et une

validation expérimentale.

I11.6.2.6.3. Schéma de correction pour l'effet de filtre interne

Comme l'auto-extinction a lieu pour des solutions relativement concentrées, il faut corriger
I’EFL. Dans la configuration classique avec une détection perpendiculaire et des cuves de forme
carrée ou rectangulaire contenant des échantillons, une telle correction peut facilement étre
effectuée lorsque le faisceau d'excitation est parallele et que la lumiére d'émission pénétre dans le

détecteur sous forme de faisceau parallele.
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Malheureusement, les spectrophotomeétres commerciaux utilisent des optiques focalisées. Si
le faisceau d'émission est parfaitement focalis¢ au centre de la cuve carrée contenant la solution, le
faisceau d'émission est atténué par 1’absorption le long de son chemin optique (//2) pour l'entrée de
la face optique vers le centre. Cela conduit a une correction appelée (EFIP).

La lumicre d'émission est également atténuée par l'absorbance a la longueur d'onde
d'émission le long du chemin optique (//2) du centre a la sortie de la face optique. Cette correction
appelée (EFIS) est faible car I’absorbance a la longueur d’onde d’émission est trés faible. La

dépendance a la concentration de la lumicere d’émission est donnée comme suit: [71].

Fluo{A,,,) = aC x EFIP x EFIS = aC x 10‘5*-‘2“% X 10‘Em5% 13)

La correction pour EFI est simple. Cette correction simple valable pour une configuration
optique idéale représente les lignes principales de la dépendance a la concentration. En effet, Fluo
(Aem) @ été calculé & partir de Equation.12 en utilisant les valeurs expérimentales des coefficients
d'extinction aux longueurs d'onde d'excitation et d'émission (&x = 1790 L~mol'1-cm'1, Eom =
14 L'mol™-cm™) et 7 (1 cm), et en prenant la constante a = 4.10° unités H,O -L-mol”, de sorte
qu'elle s'adapte a un comportement linéaire inférieur a 0,02 mM.

Le calcule de Fluo (Aey) indique un maximum pour 0,5 mM mais ne correspond pas a
I'expérience a des concentrations élevées (figure. I11.22). L'émission de la fluorescence était
supérieure a I’expérimentale entre 0,2 mM et 2 mM; et elle était inférieure a 1’expérimental au-
dessus de la concentration de 2 mM de Tramadol. De tels écarts des deux coOtés par rapport aux
valeurs expérimentales ne peuvent pas €tre expliqués par I’introduction d’un effet d’auto-extinction
qui réduirait systématiquement la fluorescence calculée.

Il apparait clairement que la simple correction pour un EFI donnée par I’équation.12 n'est
pas totalement correcte. Une correction plus précise de I'EFI est indispensable pour travailler sur
I’extinction a haute concentration. La section détaillée qui suit vise a sélectionner un schéma de

correction satisfaisant.
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Fig. I11.22. Emission de la fluorescence a 297 nm pour des solutions aqueuses de chlorhydrate de

N . . 2
Tramadol a différentes concentrations dans une cuve carrée en quartzde 1 x 1 cm”.

La longueur d'onde d'excitation était de 271 nm. La ligne en trait plein représente la prévision
théorique de 1’équation.13 en utilisant les valeurs suivantes : a = 4.10° H,O unités-L-mol”, & =
1790 L-mol™"-ecm™, &m = 14 L-mol™-cm™ (pris de l'absorbance mesurée a 297 nm) et / = 1 cm.
L'encart montre une expansion du régime de faible concentration ou la variation est linéaire par
rapport a une concentration inférieure a 0,02 mM.

Les corrections simples ne sont pas correctes pour les analyses quantitatives en raison de
la complexité de la conception optique du spectrophotométre optimisée pour permettre une
détection précise de la fluorescence faible.

Le faisceau primaire est focalisé de telle sorte que 1'image optique du monochromateur (la source)
se trouve au centre de la cellule de mesure. Cependant, la lumiére d'excitation ne converge pas vers
un point et le détecteur recoit la lumiére de fluorescence €émise par toutes les parties des solutions
éclairées par la lumicre d'excitation. Un moyen d'éliminer I'EFI pour éviter des corrections

compliquées consisterait a raccourcir le chemin optique dans I'échantillon.

85

Partie expérimentale



Chapitre. IIl L ’effet de la complexation par la f-CD sur ’auto-extinction de la fluorescence
du Tramadol

La méthode reposant sur le déplacement de la cuve carré par rapport au centre optique
proposé par Chen et Hayes [72] nécessite une géométrie spectro-fluorométrique dans laquelle le
faisceau lumineux est bien collimaté sous la forme d’un faisceau paralléle étroit [73].

Avec les spectro-fluorométres commerciaux utilisant une optique focalisée, le faisceau de
lumicre est largement étalé sur plusieurs millimetres, de sorte que le fait de fixer le point focal pres
du coin carré de la cuve a échantillons entraine des réflexions optiques au niveau des dioptries
interne et externe quartz-air et quartz-échantillon qui rendent tres difficile le contrdle précis du
chemin optique.

L'utilisation de géométries de cuve qui réduisent le chemin optique dans I'échantillon (par
exemple, une cuve de section triangulaire) est également une cause de problémes dus aux réflexions
optiques car le faisceau lumineux n'est pas bien défini. Utiliser une longueur d'onde d'excitation
telle que 1'absorbance soit faible (par rapport au maximum d'absorption) minimise en effet le facteur
de correction pour I'IFE [74,75]; mais cela diminue aussi l'intensité de la fluorescence. Comme
l'intensité de la fluorescence et le facteur de correction augmentent de la méme maniére par rapport
a la lumiere absorbée, il n'y a aucun avantage évident a décaler la longueur d'onde d'excitation du
maximum d'absorbance.

Comme 1'EFI ne peut pas étre €limin€ par des astuces expérimentales avec un
spectrophotométre commercial et que les schémas de correction simples (Equation.12) ne sont pas
assez précis, nous concluons qu'une correction pour I'IFE prenant en compte la conception optique
du spectrophotometre est obligatoire.

Plusieurs schémas de correction pour I’EFI ont été proposés. Ils dépendent de paramétres
géométriques de la configuration du spectrophotomeétre qui sont difficiles a évaluer et qui ne sont
pas clairement décrits dans les fiches techniques des fournisseurs.

Ce sujet a ét¢ rendu assez déroutant par I’introduction de corrections visant a rendre
I’intensité de fluorescence liné€aire par rapport a la concentration. En conséquence, des facteurs de
correction ont été calculés pour permettre le calcul d’une intensité de fluorescence «idéale» a partir
de celle expérimentale observée. L’intensité de fluorescence «idéale» est définie comme étant
proportionnelle a la concentration mais elle ne correspond a aucune intensité de fluorescence
pouvant étre mesurée, car les lois fondamentales de la fluorescence sont exponentielles par rapport

a la concentration.

86

Partie expérimentale



Chapitre. IIl L ’effet de la complexation par la f-CD sur ’auto-extinction de la fluorescence
du Tramadol

Les corrections pour I’EFI tenant compte de la géométrie de la configuration optique
considérent que la lumiére est répartie de maniére homogeéne dans la section des faisceaux
d’excitation et d’émission, de sorte que la partie de la lumiére d’excitation qui provoque 1I’émission
de fluorescence jusqu’au détecteur soit entierement décrite en tant que parameétres uniques.

Lorsque la fente d'émission s'étend sur toute 1'épaisseur de 1'échantillon, de (x = 0) a (x =/), toutes
les molécules excitées envoient une lumiere de fluorescence a 90° au détecteur.

Définissant la géométrie optique avec une fente d’émission s'étendant dans la direction x du
faisceau d’émission entre x; et x» (Ax = x; - x; et (x; +x2)/2 = [/2), le facteur de correction EFIP est
la fraction de lumiere absorbée le long du chemin optique de x; a x, donnés par Parker et Barnes
[74], ainsi que par d’autres auteurs qui ont donné différentes formes de la méme correction [76,77].

La lumiére absorbée de x = 0 a x; est perdue car I’émission de fluorescence correspondante
n’atteint pas le détecteur; cette absorption atténue l'intensité de 1'excitation.

Le méme phénomene est valable en ce qui concerne le role de la fente d’excitation couvrant
le faisceau d’excitation dans la direction y entre y; et y» (Ay =y, - y; et (y1 + )2 = 1/2), ce qui
donne la correction supplémentaire EFIS donnée par MacDonald et coll. (Equation 12). [70]

Dans ce modele, les paramétres Ax et Ay sont les largeurs de fente du monochromateur et du
détecteur d'excitation, respectivement. Un tel modele ne décrit pas correctement les
spectrophotomeétres commerciaux utilisant une optique focalisée.

La procédure de la correction de I’EFIS, plus détaillée et probablement plus précise,
proposée par Christmann et coll. [78] requiert une optique bien définie avec des faisceaux
paralleles, de sorte qu’elle ne puisse pas étre appliquée au cas actuel a 1’aide d’une optique
focalisee.

Le léger manque de précision des corrections EFIS n’est pas vraiment un probléme, car la
faible absorbance a la longueur d’onde de 1’émission rend ces corrections faibles.

Dans le cas présent, ils étaient tous inférieurs a 6%. Les faisceaux lumineux actuels ne sont
pas paralléles (optiques focalisées) et I'intensité de la lumiére n'est pas répartie de maniere uniforme
dans les sections de faisceaux, comme l'indiquent des mesures soigneuses effectuées selon la
méthode du décalage cellulaire [79]. Les images de fentes du spectrophotomeétre Cary Eclipse
utilisé actuellement sont horizontales afin d'éclairer une plus grande partie de 1'échantillon et

d'augmenter la sensibilité [80].
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Les premiéres tentatives signalées de corrections EFI utilisant des valeurs mesurées de
largeur de fente ont abouti a la conclusion que les valeurs Ax et Ay permettant des corrections
précises différaient des largeurs de fente réelles et qu'une correction EFI spécifique était requise
pour chaque configuration géométrique de l'optique [79,81]

En conséquence, des corrections pour EFI ont été effectuées en utilisant 1’équation. 12
comme une équation phénoménologique ou les parametres Ax et Ay ont été ajustés de manicre a ce
que la dépendance de la fluorescence mesurée en fonction de la concentration soit correctement
prise en compte.

Holland et coll. Ont déja fait un ajustement similaire des largeurs de fente pour corriger les
données de fluorescence de telle sorte qu'il s'adapte au comportement linéaire [76]. Des contrdles de
validité de 1’équation.12 pour la correction de I’EF ont été effectués par plusieurs auteurs. Gu et
Kenny ont conclu que c'était précis pour les spectrophotometres optiques focalisés jusqu'a des
valeurs d'absorbance supérieures a 5 (pour un chemin optique de 1 cm) [79]. Dans le cas présent,
une absorbance de 5 correspond a une concentration de Tramadol de 3 mM.

I11.6.2.6.4. Mise en évidence de I'auto-extinction de la fluorescence du Tramadol a des
concentrations élevées

De tels effets ne peuvent pas expliquer la dépendance totale de la fluorescence vis-a-vis de
la concentration, de sorte qu'un phénomene d'atténuation supplémentaire a nécessairement eu lieu, a
savoir l'auto-extinction. Une auto-extinction a été mise en avant car un écart plus important de la
fluorescence calculée par rapport aux données expérimentales s'est produit a des concentrations
¢levées de Tramadol.

Une auto-extinction possible par des contre-ions de chlorure a été écartée car 1'addition de
chlorure de sodium jusqu'a 100 mM ne diminuait pas 1'émission de fluorescence. L'auto-extinction
peut se produire par une extinction statique et/ou dynamique [82]. La désactivation statique
implique la formation d'espeéces complexes entre un émetteur fluorescent et un extincteur qui
auraient di étre révélées par des changements spectraux en fonction de la concentration. La
désactivation statique a été¢ écartée car les spectres d'absorbance et de fluorescence n’ont pas
changé¢ de forme sur toute la gamme de concentration de Tramadol.

L'auto-extinction dynamique se produit par des collisions entre les molécules de Tramadol.
Cela a été expliqué par un seul terme de Stern-Volmer caractérisé par une constante d’auto-

éxtinction K. Une telle modification de I’quation 12 a donné I’équation 14.
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1

Fluo(,_) = aC X PIFE X SIFE
1+KC

(14)

Le meilleur ajustement aux données de fluorescence a été obtenu avec les valeurs
expérimentales &x = 1790 L-mol'l-cm'l, Sem = 14 L-mol!-cm™! (prises a partir de l'absorbance
mesurée a 297 nm), / = 1 cm, et pris de la pente de la région linéaire a forte dilution (figure. 111.23).
Les parametres a, Ax, Ay et k ont été ajustés de maniére a mieux correspondre mieux aux données
expérimentales, ce qui donne a = 4,17.106 H,O unités-L-mol'l, Ax = 5,8 mm, Ay = 5,8 mm, et K =
812 L-mol™. Comme prévu, la valeur de a correspond  la pente pour les faibles concentrations.

La valeur précise de Ay n'avait pas d'importance, car ce paramétre avait une faible influence sur la
correction EFIS; alors, il était égal a Ax. Dans l'ensemble, seuls Ax et K étaient des parameétres

ajustables.
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Fig. II1.23. Emission de fluorescence de solutions de Tramadol a différentes concentrations et
meilleur ajustement des équations 12 et 14 aux données expérimentales en utilisant les parametres

indiqués dans le texte (trait plein). La ligne pointillée montre la prédiction sans auto-extinction

(K = 0).
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Une validation du processus de correction a ¢été réalisée au moyen de mesures
expérimentales des largeurs des fentes d’émission et d’excitation Ax et Ay. Les largeurs de fente
d'excitation et d'émission entrées dans le calcul de 1'EFI ont été estimées a partir de mesures de
fluorescence effectuées avec des ouvertures de largeur réduite. Ainsi, des masques opaques collés a
la face d’entrée ou de sortie des cuves carrées de quartz ont été utilisés comme pare-lumicre avec
des ouvertures verticales de différentes largeurs pour couper une partie du faisceau d’excitation ou
d’émission.

La fluorescence ¢tait réduite lorsque les obturateurs étaient plus étroits que le faisceau.
Comme prévu, plus la largeur d'ouverture est grande pour l'excitation et I'émission, plus l'intensité
de la fluorescence est ¢levée. Une ouverture plus large que la largeur du faisceau définie par les
fentes de l'instrument ne modifie pas le faisceau lumineux, de sorte que les dispositifs d'arrét de la
lumiere ne coupent pas la lumiére et que l'intensité de la fluorescence totale de la cellule carrée non
masquée de 1 x 1 cm? est récupérée. Une partie de la lumiére est coupée et une atténuation est
observée lorsque les ouvertures sont plus étroites (figure. 111.24).

Le début de la découpe du faisceau correspondait aux largeurs des fentes Ax et Ay dans le
plan horizontal. Les valeurs expérimentales étaient Ax = 5,2 mm et Ay = 5,2 mm.

Les valeurs proches des largeurs d'ouverture ajustée et expérimentale Ax et Ay ont été
considérées comme une validation du schéma de correction de I’EFI actuel. La faible différence
entre les valeurs expérimentales et ajustées des ouvertures est probablement due a 1'inhomogénéité

radiale des faisceaux lumineux issus de l'optique focalisée.
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Fig.I11.24. Emission de fluorescence pour les mesures effectuées dans des ouvertures réduites
arrétant une partie des faisceaux d'excitation ou d'émission.

Les losanges bleus et les carrés rouges correspondent aux ouvertures coupant le faisceau
d'excitation et le faisceau d'émission, respectivement. Les lignes ne sont que des guides pour les
yeux.
I11.6.2.6.5. Influence de la complexation par la f-CD

L'addition de la $-CD a provoqué la formation de complexes d'inclusion comme montré par
les expériences de RMN 'H et IR. Quelle que soit la concentration de Tramadol, son spectre
d'absorption UV n'a pas changé de maniere significative lors de la formation de leur complexe
d'inclusion (figure .I11.25). Des variations de 1'absorbance UV ont souvent été observées lors de la
complexation par les cyclodextrines; ils ont été attribués aux différences de polarité entre la cavité
de la f-CD et l'eau. Dans le cas présent, les spectres du Tramadol libre et du Tramadol complexé

¢taient identiques car aucun effet global de la présence de f-CD n'a été observé.
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En effet, les spectres UV pour une méme concentration du Tramadol dans I'eau et dans les
solvants organiques de diverses polarités étaient assez similaires en forme et en absorbance (figure.
II1.25). De légeres différences spectrales étaient visibles: Les spectres dans le méthanol, 1'éthanol et
le 2-propanol étaient tous identiques et ne différaient de ceux dans l'eau que par un léger décalage
vers le rouge de 1,5 nm.

Par conséquent, les spectres d'absorbance UV ne peuvent pas étre utilisés pour étudier la

complexation du Tramadol par S-CD.
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Fig. II1.25. Gauche: Spectres d'absorption de la solutions de Tramadol mmol-L™ en présence de f-
CD a des rapports molaires croissants (5-CD]/[ Tramadol): 0 (noir), 0,25 (rouge), 0,5 ( vert), 1,0
(bleu), 1,5 (cyan), 2,5 (magenta), 5,0 (orange). A droite: Spectres d'absorption des solutions de
Tramadol 3,0 mmol-L"' dans divers solvants: eau (noir), méthanol (rouge), éthanol (vert) et 2-

propanol (bleu).

Les spectres d'émission de la fluorescence du Tramadol ont montré des variations bien
définies en présence de la f-CD. Cette augmentation de la fluorescence n'a pas été causée par une
absorbance plus ¢€levée du complexe a la longueur d'onde d'excitation car I'absorbance mesurée ne

variait pas lors de la complexation.
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La forme des spectres de fluorescence n’a pas changé, mais l'intensit¢ d'émission a
augment¢ ; une telle amélioration de la fluorescence dépend de la concentration du Tramadol. Dans
la solution diluée ou l'auto-extinction était négligeable, la formation d'un complexe d'inclusion
nécessitait 1'utilisation d'un trés grand exceés de S-CD (une solution proche de sa limite de
saturation). A titre d'exemple, pour une concentration de Tramadol de 0,01 mM et un exces de 10
fois de S-CD, seulement 3% du Tramadol était impliqué dans un complexe d'inclusion avec la f-
CD. Comme indiqué précédemment, une concentration plus €élevée de S-CD proche de sa solubilité
conduit a la formation maximale de complexes d'inclusion jusqu'a 78%.

La figure.lll.26 montre 1'émission de fluorescence de Tramadol en présence d'une
concentration importante de $-CD (12 mM) comparée a celle du Tramadol pur. La fraction du
Tramadol complexé était la méme pour toute la série puisque la concentration de S-CD était
constante et en excés par rapport au Tramadol. Pour [3-CD] = 12 mM, il était de 76% (Equation
10). L'inclusion du Tramadol dans la cavité de f-CD a augmenté I’intensité de ses émissions dans la
solution concentrée uniquement.

Etant donné qu’une fluorescence améliorée a été observée pour des concentrations de
Tramadol suffisamment élevées pour permettre une auto-extinction de la fluorescence de maniére
significative, il a été conclu que l'inclusion dans la cavité de f-CD ne provoquait pas de changement
significatif du rendement quantique de fluorescence, mais empéchait l'auto-extinction en prenant les
molécules de Tramadol excitées a 1'écart les uns des autres.

La méme analyse des données de fluorescence pour le Tramadol pur a été faite pour la
solution de Tramadol en présence de f-CD qui contient deux especes émettant la fluorescence: le
Tramadol libre (A) et le Tramadol complexé (A-CD). Un mode¢le global a été concu dans lequel le
Tramadol libre et complexé sont désactivés par le Tramadol libre et complexé. Les concentrations
de Tramadol libre [A] et complexé [A-CD], ont été calculées a partir de 1’équation 6 en utilisant la
constante d'équilibre K;; = 260 déterminée par les expériences de RMN.

La variation de 1'émission de la fluorescence peut étre calculée a partir des concentrations, le
parametre a et la constante de Stern-Volmer des deux formes A et A-CD désactivé par A et A-CD

comme Ssuit:

_ a L4l a, cpla-co]
Fluo (Agm) { 14K aldl 4K, ola-cD] 14k, o W44, oo op[A-CD]

} X EFIP X EFIS(15)
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Ou le symbole Kup représente la constante de Stern-Volmer de I'émetteur A par le
I’extincteur B. Les parameétres ap et Kaa ont déja été déterminés a partir des expériences sur le
Tramadol pur. Les corrections de I'EFT étaient également les mémes en présence et en absence de /-
CD puisque le Tramadol complex¢ avait la méme absorbance que le Tramadol libre. Le préfacteur
aa.cp est égal a aa car l'intensité de fluorescence a faible concentration de Tramadol n’était pas
modifiée par la présence d'une forte concentration de S-CD.

Cela signifiait que les rendements quantiques de fluorescence du Tramadol libre et
complexé étaient les mémes. La complexation n'a pas entrainé de variation (amélioration) du
rendement quantique, contrairement a de nombreux rapports de la littérature sur différents colorants
fluorescents [7,8].

Seules les trois constantes de Stern-Volmer Ka/a.cp, Ka-cpa €t Ka.cpa.cp restaient des
parametres ajustables, ce qui donnait un ajustement satisfaisant de 1’équation.15 par rapport aux
données expérimentales (Fig. 111.26).

Si aa.cp est inclus dans l'ensemble des parameétres ajustables, le meilleur ajustement est
obtenu avec aa.cp = aa dans les limites de la signification expérimentale.

La sensibilité de l'ajustement aux valeurs relatives des constantes de Stern-Volmer Ka/a-cp,
Kacpa et Kacpa.cp €tait cependant médiocre. Il était absolument nécessaire que tous soient
inférieurs a Ka/a.

La ligne continue sur la figure.IIL.26 est un bon exemple d’ajustement pour Kxx= 812 L-mol’
(auto-extinction du Tramadol pur) et Ka/a.cp = Ka.cp/a = Ka-cp/a-cp = 400 L-mol™.

L’augmentation de I'un de ces parameétres tout en diminuant un autre leur permet de se
compenser, de sorte qu'un bon ajustement aux données expérimentales a été conservé. Les valeurs
exactes des constantes de Stern-Volmer ne peuvent pas étre déterminées a partir des expériences
actuelles; mais elles sont absolument plus petites que Ka/a.

En conclusion, les phénoménes d'extinction étaient plus faibles lorsque le Tramadol était

protégé a l'intérieur d'un complexe d'inclusion avec la f-CD.
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Fig. I11.26. Emission de fluorescence a 297 nm en fonction de la concentration en Tramadol pour
une concentration constante de f-CD = 12 mM (points rouges) par rapport au Tramadol pur (points

bleus).

La ligne continue rouge est la prédiction de I'équation 15 en utilisant les paramétres donnés dans le
texte. Les mémes données sont montrées avec l'échelle linéaire (c6té gauche) et I'échelle
logarithmique (coté droit) comme moyen d'élargir les faibles intensités de fluorescence.

Dans une autre série d'expériences, la concentration de (-CD a ét¢é modifiée a une
concentration constante de Tramadol. La fraction de Tramadol complexé variait de 0% ([f-CD] =
0) a 78% ([p-CD] = 15 mM). Comme le montre la figure.Ill.27, la fluorescence de 0,01 mM de
Tramadol n’a pas varié lors de I'addition de f-CD jusqu'a un exces de 1000 fois par rapport a la
steechiométrie.

La complexation par la f-CD a amélioré I’émission de la fluorescence a la concentration 0, 1
mM et 3 mM de Tramadol. La prédiction réussie de 1'équation 15 en utilisant les mémes parameétres
que pour les expériences précédentes (Fig. II1.26) est donnée en trait plein sur la figure.Il.27. La
conclusion est la méme que pour l'expérience précédente; cette expérience supplémentaire fournit

simplement une confirmation en utilisant un protocole expérimental différent.
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Fig.II1.27. Emission de la fluorescence de Tramadol a 297 nm en fonction de la concentration en /-
CD. Losanges verts: [Tramadol] = 0,1 mM; Carrés bleus: [Tramadol] = 0,01 mM; Cercles rouges:
[Tramadol] = 3,0 mM.

La ligne continue représente la prédiction de I'équation 15 en utilisant des paramétres obtenus en
ajustant I'ensemble des données en fonction de la concentration en Tramadol.

L'effet actuel de la complexation par les cyclodextrines sur 1'auto-extinction est différent de
tous ceux rapportés jusqu'a présent [2]. Des effets plutdt similaires conduisant a l'inhibition de
l'extinction de la fluorescence ont été rapportés [2,3].

L'amélioration de la fluorescence par la formation d'un complexe d'inclusion empéchant
l'extinction du fluorophore complexé par un extincteur externe a été rapportée dans plusieurs cas [9-
14]. La désactivation de la fluorescence par la formation d'excimeéres intramoléculaire pourrait

¢galement étre empéchée par la complexation du chromophore a l'intérieur de la cavité de CD [83].
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Dans le cas présent, l'auto-extinction n'a pas €t¢ completement éliminée, de sorte que
I'amélioration de la fluorescence est restée d'amplitude modérée. La diminution de la constante de
Stern-Volmer lors de la complexation par la f-CD est d’un facteur de deux seulement. L'origine est
probablement la faible sensibilit¢ a la distance intermoléculaire de la désactivation de la
fluorescence par un mécanisme de transfert d'énergie non radiatif (sans émission de lumicre) de
type Forster.

Ainsi, plusieurs mécanismes d'extinction pourraient étre considérés comme opérationnels.
[84,85] Seuls les mécanismes non radiatifs sont pertinents car la forme du spectre de fluorescence
n'a pas ¢été¢ affectée par la modification de la concentration de Tramadol. L’extinction par
croisement intersystéme et par le transfert d'électrons photo-induits ne peut pas s'auto-éteindre. En
fait, le transfert radiatif de la molécule excitée a une autre a 1'état fondamental est possible puisque
les spectres d'absorbance et de fluorescence du Tramadol se chevauchent un peu; mais 1’équilibre
du transfert est nul car il maintient une molécule de Tramadol dans son état excité. Enfin, le
transfert d'énergie non radiatif de Forster et Dexter peut étre responsable de I’extinction actuelle
[85].

Le transfert d'énergie de Forster est die aux interactions dipole-dipole a longue distance
entre une molécule excitée et une autre dans son état fondamental. Ce transfert d'énergie opére sur
de longues distances grace aux caractéristiques a long terme de ces interactions. Le transfert
d'énergie de Dexter implique des orbitales moléculaires chevauchantes de I'émetteur et de
I’extincteur; c'est un mécanisme a trés courte gamme. Comme la protection contre 1'auto-extinction
par la f-CD était faible, on suppose que le transfert d'énergie de Forster était le mécanisme d'auto-

extinction prédominant.
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I11.6.3. Conclusion

La complexation du chlorhydrate de Tramadol par la f-CD a augmenté l'intensité¢ de
I'émission de fluorescence. L'origine de cet effet était l'inclusion de molécules de Tramadol a
l'intérieur de la cavité hydrophobe de la f-cyclodextrine qui empéchait I'auto-extinction. Bien que
les propriétés d'absorbance et de fluorescence du Tramadol dans les gammes de concentrations
classiques ne varient pas lors de la complexation par la f-cyclodextrine, des expériences menées a
des concentrations ¢levées de Tramadol ont révélé une variation de 1'émission de fluorescence.

Une ¢étude détaillée des propriétés de fluorescence associée a une ¢évaluation
thermodynamique de 1'équilibre de complexation permet de rendre compte quantitativement de
l'auto-extinction et de l'influence de la complexation par la cyclodextrine a travers les constantes de
désactivation de Stern-Volmer. Ceci compléte les principes fondamentaux de l'utilisation de la
fluorescence comme outil d'investigation pour étudier la complexation d'inclusion.

La méthodologie nécessite une mise en ceuvre correcte de l'effet d'absorbance a haute
concentration connu sous le nom d'effet de filtre interne. La méme méthodologie peut étre utilisée
dans d’autres études physico-chimiques utilisant la fluorescence a haute concentration comme les
¢tudes d’équilibre d’association. Il est en effet intéressant de noter que le travail a haute dilution
pour éviter les effets de filtre interne échoue car la dilution provoque la dissociation des structures

associées.
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

IV.1. Introduction

La sélection de molécules actives permettant une formulation nécessitant un minimum
d'excipients couramment utilisés et un procédé de fabrication simplifié pour présenter une bonne
biodisponibilité, ce qui rend le processus de développement d'un médicament plus rapide, moins
complexe et surtout moins colteux. C’est pourquoi certaines propriétés physico-chimiques sont
évaluées trés tot lors de la recherche des molécules actives avant méme le choix de la molécule,
comme par exemple la solubilité.

Bien que, plusieurs principes actifs présentant une structure chimique potentiellement idéale
pour interagir avec la cible, elles échouent dans I’efficacité in vivo : aprés administration, elles ne
peuvent se dissoudre dans les milieux aqueux biologiques et par conséquent ne peuvent étre
transportés sur leurs sites d’action pour atteindre la concentration efficace, amenant a un échec
thérapeutique.

L'amélioration de I’absorption par voie orale des principes actifs non hydrosolubles est 1'un
des défis les plus fréquents et les plus importants pour les scientifiques de la formulation dans
l'industrie pharmaceutique, car I'absorption du médicament a partir de cette voie dépend de la
libération de la substance médicamenteuse du produit médicamenteux, de la dissolution du
médicament dans des conditions physiologiques et de la perméabilité a travers le TGIL.

Les connaissances actuelles sur la solubilité¢, la perméabilité, la dissolution et Ia
pharmacocinétique d'un produit médicamenteux devraient étre prises en compte dans la définition
des spécifications du test de dissolution pour le processus d'approbation des médicaments.

Par conséquent beaucoup d'efforts ont été fait pour augmenter la dissolution des drogues
pour cette classe des composés, comme la classe II et la classe IV (y compris ’'HCTZ) [1] de la
classification BCS ou les médicaments ont une faible solubilité et une faible perméabilité apres
administration orale [2].

En raison de la production a grande échelle de substances actives nouvellement synthétisées
souffrant de solubilité limitée dans 1’eau, de nombreuses stratégies trés intéressantes ont été
proposées pour surmonter ce s€rieux obstacle et différents agents complexant pour former de
complexes d’inclusion ont été utilisés pour améliorer la solubilité et la stabilité et, par conséquent
augmenter la biodisponibilité globale de différents PA [3-5]:

© L’emploi de cyclodextrines [6,7];
© Les dispersions solides dans des matrices hydrophiles [8-11] (type PEG);

< La micronisation;
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Les émulsions, micro-émulsions et systémes auto-émulsifiants;

L'emploi de nanoparticules ;

¢ o O

La réalisation de prodrogues hydrosolubles ;

P

La formation de sels ou de complexes solubles.
Dans la suite de ce chapitre, nous s’intéresserons a la formation de complexes d’inclusion a
partir d’HCTZ et -CD et/ou S-CD acétylée par différente méthodes, et le dernier chapitre sera
consacré a I’étude de la solubilité d’HCTZ en présence de f-CD, HP- £-CD et/ou PEG.
IV.2. HCTZ

Le traitement pharmacologique de I'hypertension consiste & administrer des médicaments,
y compris des bétabloquants, des inhibiteurs calciques, des inhibiteurs de 'enzyme de conversion de
I'angiotensine (IEC), des antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II (ATI) [12-14] et des
diurétiques, en particulier 'HCTZ [15,16], un diurétique approuvé par FDA en tant que traitement
d'appoint pour le traitement de I'edéme associé a diverses affections, notamment
I'hormonothérapie, cirrhose du foie et insuffisance cardiaque congestive [1,17] . Sa faible solubilité
dans I’eau incite les chercheurs a trouver une formulation plus appropriée pour 1’administration
orale de doses thérapeutiques.
IV.2.1. Propriétés pharmacodynamiques d’HCTZ

L’HCTZ appartenant a la classe chimique du dérivé benzoxazole. Il est un peu soluble
dans 1'eau dont la biodisponibilité est inférieure a 65%, selon le BCS. Son nom chimique selon
I’TUPAC est 6-chloro-1,1-dioxo-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine-7-sulfonamide, de formule
brute C;HsCIN304S;, a une structure proche de la chlorothiazide (Fig. IV.1.).

Oio/)N ;ﬁwﬂ N Diﬁ

0 / \ / \
(a) (b) () ()]

Fig. I'V.1. Structure chimique de la Benzoxazole (a), de ’'HCTZ (b), de la Chlorothiazide (¢) et de
la thiazide (d)
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Il est pratiquement insoluble dans 1'eau, le chloroforme et I'éther, et est peu soluble dans
l'alcool. 11 est cependant soluble dans 1'ethanol, I'acétone, le dimethylformamide, le méthanol, le n-
butylamine, ou encore la soude [18].

Les thiazides (benzothiadiazines) (Fig .IV.1) affectent les mécanismes tubulaires rénaux de
la réabsorption des électrolytes, augmentant directement 1'excrétion du sodium et du chlorure en
quantités approximativement équivalentes. Indirectement, l'action diurétique de 1'HCTZ réduit le
volume plasmatique, avec pour conséquence une augmentation de la perte de potassium urinaire, de

l'activité rénine plasmatique, de la sécrétion d'aldostérone et une diminution de la kaliémie [19-21].
IV.2.2. Evaluation du profil du HCTZ par les régles de Lipinski

Nous avons utilisé les régles de Lipinski pour identifier THCTZ qui a des problémes de
solubilité, d'absorption et de perméabilité. La reégle de Lipinski est la plus utilisée pour caractériser
ce type de problémes. Les prévisions des propriétés ADME pour I’ HCTZ sont présentées dans le
tableau.IV.1

Tableau.IV.1. Prédiction de la régle de Lipinski d’HCTZ

Propriétés HCTZ
M (g/mol) 297,75
PSA 118,36
N Accp ALH 7
N Donn DLH 4
(logP) - 0,06
Violations 0
Liaisons rotatives 1
VM 202,50
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Les propriétés ADME ont ¢été calculées a l'aide de serveurs en ligne tels que
Molinspiration (v2018.10). D’apres le tableau.IV.1, Log P de HCTZ ¢égale a -0,06 (Log P < 0).
Donc d'apres la (Fig. II1.7.) Variation de biodisponibilit¢é en fonction de Log P de différents
médicaments, page 58), nous pouvons dire que I’HCTZ est moins soluble dans des solutions
aqueuses, ce qui indique que 'HCTZ est hydrophobe. Nous pouvons également voir dans le
tableau.IV.1 que ’'HCTZ a le nombre accepteurs d'hydrogéne inférieurs a 10, les quatre sites
accepteurs de 1’hydrogéne sont les oxygeénes de sulfamide et le nombre donneurs d’hydrogene
inférieurs a 5, les trois sites donneurs de I’hydrogene sont les amines : NH ccondaire €6 NHprimaire-

(Fig. IV.2)

7z —
_/

cl
:}HZN\ NHCE
/S\ S/
0/ o 0/ N\

(0]
/ / / / ——> donneurs de liaison H

M : 297.75 g/mol —» accepteurs de liaison H
Log P: - 0.06

Fig. IV.2. Regles de Lipinski appliquées au HCTZ

Aussi, la masse moléculaire d’HCTZ est 297,75 g/mol, donc il traverse facilement les
membranes cellulaires. Pour le nombre de violation, nous remarquons que I’HCTZ a une violation
nulle. Le faible nombre de liaisons rotatives dans 'HCTZ indique que ce PA lors de la liaison
avec une protéine ne change sa conformation que légérement. Pour les résultats de PSA, nous
remarquons que I’HCTZ possede une valeur égale a 118.36 A’ ce qui montre la mauvaise prédiction
de la biodisponibilité orale et le transport a travers les membranes.

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que ’HCTZ répond a la régle de Lipinski (régles
des cinq), mais le probléme de ce médicament est I’insolubilité¢ dans 1’eau et donc la mauvaise
biodisponibilité orale, c’est pourquoi nous avons €tudié la possibilité de son encapsulation dans la
cavité de S-CD et/ou f-CD acétylé (6-CD acétylé pour étudier I’effet stérique sur 1I’encapsulation et

le rendement).
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IV. 3. Etudes des complexes d'inclusion

IV. 3.1. Matériels et réactifs

S-CD, furent fournie généreusement par le laboratoire LAGEP, UMR 5007 CNRS — Université
Claude Bernard Lyon 1 (France).

HCTZ, furent fournie généreusement par les laboratoires SALEM, Sarl El-Eulma, Sétif-Algérie.
IV.3.2. Formation des complexes d'inclusion (HCTZ : f-CD)

Pour préparer les complexes d’inclusion (HCTZ : p-CD), avec un rapport molaire [1:1],
nous avons choisis les mémes procédures utilisés pour la formation des complexes (Tram : f-CD)
dans le troisieme chapitre: mélange physique (HCTZ: f-CD Mph), par malaxage (HCTZ: 3-CD Kn
M) , par irradiation micro-ondes (HCTZ: f-CD MO) et par évaporation sous vide (HCTZ: p-CD
VE).

Les complexes formés sont caractérisés par I’IR tandis que les complexes formés via micro-
onde et qui ont donné un bon rendement sont caractérisés par les RX en plus de I’IR et nous avons
suivis la formation du complexe (HCTZ: p-CD) de steechiométrie variante dans le tampon
phosphate (pH=7.4) par RMN 'H. Le tableau ci-dessous présente une comparaison de différentes

techniques utilisées.

Tableau. IV.2. Comparaison entre les méthodes de formation des complexes d'inclusion (HCTZ :

p-CD)
Mode d'accés Temps de réaction Quantité de solvantutilis¢ = Rdt%
Malaxage (KnM) 45min MeOH/H,0 (2mL) (v/v) 86,03
Irradiation via micro-onde (MO) 2 a3min / 93,85
Evaporation sous vide (VE) 24 heures et 25min Eau distillée (150mL) 58,87

D’apres le Tableau. V.2, nous avons conclus que la méthode de préparation du complexe
par irradiation sous micro-onde est tres efficace par rapport aux autres méthodes, d’un coté le temps
est trés court et d’un autre coté le rendement est trés €levé, ¢’est pour cela nous avons choisis cette

méthode pour la préparation des complexes avec f-CD acétylée dans la suite du travail.
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IV.3.3.Caractérisation de la 8-CD et HCTZ avant la complexation par la Spectrométrie IR
Nous avons fait un séchage du KBr et des produits quand veut analyser f-CD et HCTZ,
ensuite nous avons prépare des pastilles par le mélange de 3 mg d’échantillon et 97mg de KBr. Le

spectre infrarouge de la /-CD native est représenté sur la figure. IV.3 et le spectre de HCTZ est

représenté sur la figure. IV 4.

14 4

.
{_ I
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Fig .IV.3. Spectre infrarouge de la /-CD native

Les principales bandes caractéristiques de la f-CD sont rassemblés dans le Tableau. IV.3.
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Tableau. IV.3. Nombre d’ondes fondamentales et propositions d'attribution du f-CD

-CD (KBr, o cm™) Attribution

3450 Vibration d'élongation des OH liés
2927 CH; d’un alcool primaire
1654 Dans le plan d’O-H de I’eau de cristallisation de la CD
1150 Liaison C-O (dans C-O-C)
1000 Liaison C-O (dans C-O-H)

854-939 Déformation de C-H secondaire du cycle

530-762 C-C du squelette du cycle glucoside

: ﬁ ¢
i rv‘ ) Cl A
=< ¢ ! H,N
>s\ . NH
, O/L\O ()/ \0
I

ion

Fig. IV.4. Spectre infrarouge de I'HCTZ dans le KBr

Les principales bandes d’absorption caractéristiques de ’HCTZ sont données dans le tableau.IV.4.
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Tableau .IV.4. Nombre d’ondes fondamentales et propositions d'attribution du HCTZ

HCTZ (KBr, o cm™) Attribution

3420 NH; d’amine primaire.
1480 Déformation dans le plan des groupements NH d’amine secondaire
cyclique
1616 CN
1335-1155 Cycle hexane liée au groupement Sulfonamide : (SO,-NH)
1250 C-S
750 Substruction du chlore au benzéne
1092 Elongation symétrique du groupement sulfonyl
3100-3000 Elongation du cycle aromatique de la liaison (C-H)
1600-1450 Elongation du cycle aromatique de la liaison (C=C)

VI1.3.4. Caractérisation du mélange physique formé par IR

La figure. IV.5 représente le spectre IR de mélange physique (HCTZ : f-CD Mph).

Abs

149 ——BCD

—HCTZ

——HCTZ:BCD M PH

Nombre d'onde {cm™)

Fig.IV.5. Spectre IR de HCTZ, f-CD et le mélange physique (HCTZ:5-CD M Ph) [1 :1]
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

D’apres le spectre du mélange physique, on retrouve les bandes caractéristiques : V=
3400 cm™(O-H) , 9,=1654 cm™ (eau de la cavité), 93=1000 cm™ (C-O-H), 54= 2900 cm™ (C-H de
HCTZ) , 9s= 1495 cm™ (Amine) , 9=1100 cm™ (SO,NH de cycle). Le spectre IR du mélange
physique rassemble les bandes d'absorption caractéristiques de f-CD et HCTZ, qui peut étre
considéré comme une simple imposition du spectre de f-CD et le spectre du HCTZ. Donc on peut
dire d’apres les spectres (a, b et ¢), qu’il n’y a pas eu une inclusion proprement dite dans le mélange
physique ; car la présence de toutes les bandes caractéristiques sans changement notable indique

fortement la présence de deux composés sans changement (HCTZ et 5-CD).

IV.3.5. Caractérisation des complexes d’inclusion formés par les trois méthodes par IR
Pour confirmer la formation des complexes d’inclusion (HCTZ : p-CD) par les trois méthodes de
préparation proposés, nous avons regroupés les spectres d’IR de différents complexes formés pour

faire la comparaison entre eux dans la figure. IV.6.

—— HCTZ :BCD MO

——HCTZ :BCD Kn M

——HCTZ :BCD VE
HCTZ

. — BCD /\

Abs

L)
b

L)
(¥4
A

|
|
i

" 1000 1 AN 3000 »EOn Tt BEOAN AN
v [ERERY (Rt LUVV LIUNV SUUY e lul i SUUU

Nombre d'onde (cm'1)

Fig. I'V.6. Spectre IR de f-CD, HCTZ et des complexes formés: (HCTZ:5-CD MO) (d), (HCTZ:4-
CD KnM) (e) et (HCTZ:5-CD VE) (f)
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Formation des complexes d’inclusion

Nous remarquons que certaines bandes de ’'HCTZ sont décalées dans les spectre de

complexes (d, e et f), par rapport aux bandes de ’HCTZ native, certaines d’autres, sont disparues ce

qui confirme la formation du complexe d’inclusion avec la S-CD. La majorité¢ des bandes de

I’HCTZ interferent avec celles de la f-CD. Le nombre d’onde des principaux groupes de f-CD et

de S-CD dans le complexe observé est représenté dans le tableau.IV.5.

Tableau. IV.5. Comparaison entre le nombre d’onde des principaux groupes de 5-CD libre et dans

les complexes d'inclusion (HCTZ:5-CD) [1/1].

Groupes fonctionnels Nombre d'onde (cm ) Décalage (Av)
B-CD Libre (HCTZ: p-CD) (1/1)

(O-H) 3450 3456 +6
(CH2) ge ralcool primaire 2927 2930 +3
(C-0) 1150 1155 +5
(O-H) (vibration de flexion) 1643 Disparition /

(C-H) secondaire du cycle 854-939 Disparition /

(C-C) cycle glucopyranose 530-762 Disparition /

En outre, des vibrations pour ’'HCTZ libre et ’'HCTZ dans

enregistrées et représentées dans le tableau ci-dessous.
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

Tableau. IV.6.Comparaison entre le nombre d’onde de HCTZ libre et HCTZ dans le complexe
d'inclusion (HCTZ:5-CD) [1/1].

Nombre d'onde (cm ™)
Groupes fonctionnels Décalage (A v)
HCTZlibre (HCTZ:$-CD)[1:1]
(N-H) amine primaire 3420 00 - /
(N-H) amine de cycle hexane 1480 1470 - 10
(SO,-NH,) 1250 1242 -8
(C-Cl) substruction du chlore 750 Disparition /
(C-H) Aromatique 3000 2999 -1
(C=C) Aromatique 1600 Disparition /

©  Av=v (complexe) - v (libre)

Les deux tableaux (IV.5 et IV.6) montrent des augmentations et des diminutions de A v.

L’augmentation est due a I’insertion de la partie anneau et de la chaine de la partie du groupement
sulfamide dans la cavité riche en électrons de f-CD par conséquent I’augmentation de la densité du
nuage ¢électronique, ce qui entrainera une augmentation du nombre d’ondes (Av > 0).
La diminution du nombre d'onde (Av < 0) entre le complexe d'inclusion et HCTZ est due aux
modifications du microenvironnement (microphénoméne) qui entrainent la formation de liaisons
hydrogeéne et la présence de forces de Van Der Waals lors de leur interaction pour former le
complexe d’inclusion.

Nous remarquons a partir de la figure. IV.7 jusqu’a la figure. IV.11 (les figures
représentent les différentes gammes de spectres infrarouges), que les déplacements sont presque les
mémes pour les complexes (HCTZ : f-CD) [1/1] formés par les trois méthodes, on remarque aussi
que la résolution des bandes d’absorption observées a 750 cm™, 1700 cm™ qui correspond a (C-Cl)
et (C=Caromatique) respectivement est disparue dans les trois complexes. Ce résultat peut étre attribué
a D'interaction entre 1’aromatique du HCTZ et la cavit¢ du f-CD. La disparation du bande de
déformation du OH (1643 cm™) de I’eau dans la cavité de S-CD peut aussi observer par la

comparaison du spectre IR des complexes (HCTZ : f-CD) et le spectre IR du f-CD.
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——HCTZ: BCOMO
HCTZ: BCDKnM
—HCTZ BCDVE

Nombre donde(cm )

Fig.IV.7. Spectres IR des complexes: (HCTZ:5-CD MO), (HCTZ:5-CD KnM) et (HCTZ:5-CD
VE) dans la gamme [500 - 1000] cm’™

| —— HCTZ: BCD MO
“HCTZ: BCDKn M
18 ——HCTZ: BCDVE

Abs

1
1500

Nompbre d'onde(cm ')

Fig.IV.8. Spectres IR des complexes: (HCTZ:5-CD MO), (HCTZ:5-CD KnM) et (HCTZ:p-
CD VE) dans la gamme [1000 - 1500] cm™

117
Partie expérimentale



Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

— HCTZ: BCD MO
HCTZ: BCD Kn M
04 4 ——HCTZ: BCD VE

o
1580 1570 1580 1590 1800 1810 1820 1830 1840

Nombre donde{cm™)

Fig.IV.9. Spectres IR des complexes: (HCTZ:5-CD MO), (HCTZ:5-CD KnM) et (HCTZ:5-CD
VE) dans la gamme [1560 - 1640] cm™

—— HCTZ: BCD MO
HCTZ: BCD Kn M
0.4 - ——HCTZ: BCD VE

1500 1600 1700 1800 1800 2000

Nombre d'onde(cm’™)

Fig. IV.10. Spectre IR des complexes: (HCTZ:5-CD M Ph), (HCTZ:5-CD MO), (HCTZ:5-CD
KnM) et (HCTZ:4-CD VE) dans la gamme [1500 - 2000] cm™.
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——HCTZ: BCDMO
- HCTZ: BCOKn M
1.2+ |—HCTZ: BCD VE

i M ] ¥ ¥ 1
-~ O s . -~ ”n -
2800 2900 2000 2100 3200 3300 2400 3500

Nombre d'onde{cm™)

Fig.IV.11. Spectres IR des complexes: (HCTZ:5-CD MO), (HCTZ:-CD KnM) et (HCTZ:5-CD
VE) dans la gamme [2800 - 3500] cm™.

IV. 3.6. Caractérisation par les RX du complexe d’inclusion préparé par irradiation sous
micro-onde

Les Diagrammes de diffraction des RX de -CD (a), du complexe (HCTZ : f-CD MO) (b)
et du HCTZ (c) sont montrés dans la Figure. IV.12.
Les résultats des analyses obtenus par les RX montre un profil amorphe pour le HCTZ en présence
de p-CD (HCTZ: p-CD) spectre (b) et un profil semi cristallin pour S-CD spectre (a)
contrairement au HTZ spectre (¢) qui présente un profil cristallin avec deux pics intense a 19° et
29°. Nous concluons que la f-CD a modifié¢ les propriétés cristallographiques d’HCTZ et nous
pouvons attribuer ce changement a la formation du complexe d’inclusion. Donc nous pouvons dire
que la solubilit¢ de HCTZ peut s’améliorée et nous pouvons attribuer ¢a a la complexation avec la

B-CD.
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13000 - ——BCD
——HCTZ:BCD MO
12000 -
U R N T S (a)
.5 10000 4
) T W T SN (b)
2000 -
| (c)
- ——l—\-,v_,l_J A T SR % R
o 10 Py s 60
20

Fig.IV.12. Diagrammes de diffraction des rayons X du #-CD (a) et du complexe (HCTZ:f-
CD MO) (b) et de HCTZ (c).

IV.3.7. Suivi de la formation du complexe (HCTZ : f-CD) de steechiométrie variante dans le
D,0O (tampon phosphate, pH=7.4) par RMN 'H

Les spectres de RMN sont indispensables pour affirmer 1’inclusion du HCTZ dans la cavité
de S-CD. Pour cela, il est possible de réaliser le spectre du proton (RMN '"H) qui renseigne sur la
direction de I’inclusion de HCTZ dans la cavité de la f-CD par identification de la position de ses
protons. Cette méthode permet de visualiser les déplacements des bandes de résonance des protons
internes de la f-CD (H-3, H-5) (Fig. IV.13) en cas d’inclusion d’une molécule, alors que les protons

externes restent peu affectés (H-1, H-2, H-4, H-6).

120
Partie expérimentale



Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

Fig.IV.13. Les deux protons internes H-3 et H-5 présenté dans une unité glucosidique de 5-CD

On étudie de méme, toutes modifications des bandes de résonance des protons de 'HCTZ
afin de déterminer les atomes interagissant avec la f-CD. Lorsqu’un complexe est formé, les
variations de la densité électronique autour de certains noyaux causent leur blindage ou déblindage
par rapport au champ magnétique externe. Le déplacement chimique de certains pics change: Ainsi,
les hydrogeénes H-3 et H-5, situés a I’intérieur de la cavité, seront déblindés lors de I’interaction
avec I’HCTZ, uniquement lorsqu’il y a formation d’un complexe ou ’HCTZ est totalement inclus a

I’intérieur de p-CD.

IV.3.7.1.Caractérisation par la résonance magnétique nucléaire des protons (RMN 'H)

Le tableau ci-dessous rassemble tous les protons de f-CD et HCTZ dans le complexe
(HCTZ: p-CD) de steechiométrie variante au tampon phosphate pH=7.4 (RMN 500 MHZ, D,0).
On s’intéresse beaucoup plus dans notre étude sur la caractérisation et le suivi de déplacement
chimique du H-3 et H-5 du f-CD et le déplacement chimique du H-a, H-b de I’aromatique et les

deux protons jumeaux de I’hétérocycle de ’'HCTZ (Fig. IV.14)
Ha

cl NN
\ﬁn
HN NH
S S/
7 N AN\,

Fig.IV.14. Schéma représente les différents protons de HCTZ
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

Tableau. IV.7. Déplacements chimiques des protons de f-CD et HCTZ dans le complexe (HCTZ:
S-CD) de steechiométrie variante pH=7.4 (RMN 500 MHZ, D,0, pH=7.4).

Complexe d’inclusion (HCTZ:f-CD) avec la steechiométrie variante

(D0, & ppm)

[1:0] [1:1] [1:2] [1:3] [1:10] [O0:1] [2:1] [3:1] [10:1]

HCTZ
(C-H) Hétérocycle 4.761 4.786 4.787 4.787 4.786 / 4780 4.767 4.774
(C-H,) Ar 7.070  7.060 7.060 7.055 7.050 / 7.001  6.991 7.007
(C-Hp) Ar 8.165 8.135 8.138 8.136 8.134 / 8.156  8.147 8.169

B-CD
H-1 / 4986 4987 4987 4986 4990 4985 4974 4985
H-2 / 3.578 3.578 3.578 3.578 3.580 3.576 3.565 3.576
H-3 / 3973 3974 3975 3978 3981 3971 3.961 3.970
H-4 / 3498 3.499 3499 3490 3.501 3.498 3.487 3.498
H-5 / 3.859 3.860 3.862 3.867 3.872 3.853 3.844 3.853
H-6 / 3.791 3792 3.792 3.792 3.793 3.790 3.779 3.790

Aprées inclusion, 1’environnement électronique des protons (H-3, H-5) de f-CD est modifié
du fait de la présence de HCTZ dans la cavité, tandis que les protons localisés a 1’extérieur (H-2, H-
4 et H-6) de la cavité restent pratiquement inchangés.

L’analyse du spectre RMN'H du complexe (HCTZ:4-CD) avec la steechiométrie variante
dans le tampon phosphate (pH=7.4) montre que tous les protons ont subi un blindage plus ou moins
important vers les valeurs inférieures des déplacements chimiques par rapport a ceux de la f-CD
pure [0:1]. On constate I’apparition d’une bande large a 6 = 3,872-3,981 ppm attribuée au
chevauchement des multiplets correspondant aux protons H-3 et H-5 dans les cas [1:1], [1: 2], [1:3]
et [1:10] et aux interactions entre les protons H-3 et H-5 dirigés vers I’intérieur de la cavité de la S-

CD (partie hydrophobe) avec ’'HCTZ.
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

Donc on peut dire que le complexe d’inclusion (HCTZ:f-CD) a différents coefficients

steechiométriques ([0 :1], [1 :1], [1:2], [1:3], [1 :10] et [1 :0]), est confirmé par les déplacements

chimique des protons H-3 et H-5.
Le blindage des protons H-2, H-4 et H-6 peut étre di a la formation de liaisons hydrogene,

les figures (de la Fig. IV.15 a Fig. IV.18) rassembles tous les déplacements chimiques du H-3, H-5
du S-CD et H-a, H-b et les deux protons jumeaux de I’héterocycle de 'HCTZ.

Fig. IV.15. Variation du proton H-3 du complexe (HCTZ: f-CD) de steechiométrie variante
dans le D,O (pH=7.4, RMN'H, 500 MHZ)
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[0:1]
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[1:10] |
;"'/ \'. ;,y
/ BN
1 \ ~\
/) NN [1:2]
. =1 N
" . | \ 3
= " S = —
B e S
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Fig. IV.16. Variation du proton H-5 du complexe (HCTZ: $-CD) de steechiométrie variante
dans le D,O (pH=7.4, RMN'H, 500 MHZ)

On voit également sur la figure.IV.17 et figure.IV.18 que le proton H-a et H-b du cycle
aromatique de HCTZ et les protons du hétérocycle thiazidique sont déplacés, cela prouve que le
HCTZ peut pénétrer la cavité via son groupement sulfamide. Ce qui indique que la complexation
est un processus dynamique [22] dans lequel il existe un échange rapide entre 'HCTZ libre et

complexé

124
Partie expérimentale



Formation des complexes d’inclusion

Chapitre. 1V
el Hob H-a ,
| | |
[1:0] |} g’
1 i 1 { 1
H :
f
i | l
| L .
- —_— l ! .
ua T
[3.:1] [ Tt
: {\L : L l .“'»‘ 1 l e
10 IL ImANLLESN J\ UERES
: ¥ N i i N N
s TN A (o) =
‘ . [1:1] [

Fig. IV.17. Variation des protons H-a et H-b de HCTZ dans le complexe (HCTZ: -CD) de
steechiométrie variante dans le D,O (pH=7.4, RMN'H, 500 MHZ)
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Fig. IV.18. Variation du proton de I’hétérocycle thiazidique dans le complexe (HCTZ: f-CD) de
steechiométrie variante dans le D,O (pH=7.4, RMN'H, 500 MHZ)
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

IV. 4.Acétylation totale des groupements hydroxyles de f-CD par Anhydride acétique
IV.4.1. Méthode d’acétylation par P’irradiation via micro-onde (technique moderne)

Une quantité de 10g de p-CD (8,81 mmol) est dissoute dans 4,16 mL d'anhydride acétique
(4,50 g ; 44,41 mmol, 5¢q.) puis une quantité¢ de 1,44 g d'acétate de sodium anhydre (17,62 mmol,
2éq.) est ajoutée a la solution. La réaction est soumise aux irradiations de micro-ondes a une
puissance de 350 watts pendant 3 minutes. Un volume de 50 mL d'acétate d'éthyle est ajouté a la
réaction et cette solution est lavée trois fois avec une solution de HC1 10% puis avec une solution
aqueuse saturée en NaCl.

La phase organique est séchée avec du MgSO, anhydre, filtrée puis le solvant est évaporé
sous pression réduite. Le produit recueilli est recristallisé dans 1'éther pour conduire a un solide

blanc avec un bon rendement de 98,5%. (Fig. IV.19.).

OH
0,
HO, o
onog%\
0 OH 0Ac
Jno HO, 5.éq. (ACO),0 AcO
on 0 2.6q. CH;COONa Vs P
OH _— AcO

o MO o

. AcO 0A
OH 350W/3min OAc
o
OH OH O OAc
OH AcO 0
OH OH 0 0 0 0Ac 0A¢O

O0H cO

AcO o

OAc

Unité de glucopyranos

)

Fig. IV.19. Acétylation de la f-CD par Anhydride acétique par I’irradiation via micro-onde
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Chapitre. IV Formation des complexes d’inclusion

IV.4.1.1. Caractérisation de I’Heptakis (2,3,6-tri-O-acétyl)-f-Cyclodextrine (Ac-fCD) par IR
Pour confirmer 1’acétylation totale du -CD, Nous avons caractérisé notre produit par ’IR

les résultats obtenus sont présentés sur la Figure. IV.20.

——Ac-BC0 par MO
— Ac-BC0

100 7 OH libre
95

a0 .,
i O-Ac associée
85

g0

T%

TS—-
70 ,
65
0 -

535 4

50

T T T T T T T T T 1
300 1000 1300 2000 2500 3000 3300 4000 4500

Mombre d'onde (cm™

Fig. IV.20. Spectre IR du f-CD et Ac-f-CD obtenue par chauffage moderne (MO)

IR [Ac-f-CD (KBr, © em™)]: la zone des bandes larges qui varie entre 3300-3600 cm™ et qui
caractérise les trois groupements hydroxyle de chaque unité de glucopyranose est masquée ce qui
prouve l’acétylation des O-H, la bande d’absorption qui caractérise le -C-OH et qui précise
l'existence des types d'alcool primaire et secondaire de f-CD apparaitre entre (1000-1350 cm™) et
(1500 - 1800 cm™) respectivement dans le spectre de 4-CD est disparu dans le spectre de Ac-BCD.
Nous observons 1'apparition d’une nouvelle bande étroite et intense vers 1050 et 1170 cm’
'qui caractérise le groupement éther d’Ac. Donc nous pouvons dire que I'acétylation par MO a 6té

réalisée.
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IV.4.2. Méthode d’acétylation par chauffage classique (reflux)

Dans un ballon sec de 250mL et sous agitation magnétique, nous avons placé 10g de f-CD
(8,81 mmol) solubilisé¢ dans 4,16 mL d'anhydride acétique (4,50 g, 44,41 mmol, 5¢q.) d'Anhydride
acétique anhydre et 1,44g d'acétate de sodium anhydre (17,62mmol, 2¢q.) a 0C°.

Le mélange réactionnel est chauffé a reflux (100°C) pendant cinq heures puis refroidit a
température ambiante. Le traitement consiste a ajouter un volume de 1’eau distillée a la réaction
jusqu’a ce que le mélange devient clair. Aprés 15 minutes d’agitation, la phase organique est
extraite plusieurs fois par CH,Cl,, séchée sur Na,SO4 et concentrée sous vide. Le produit recueilli
est recristallisé dans I'éther pour conduire a un solide blanc avec un rendement de 70% (Figure

IV.21).

OH OAc

5.6q. (ACO),0

0 2.éq. CH3COONa
o) AcO
[0}
o reflux ACO o
100°C/5h OAc
o
OH cO OAc
OH / 0O AcO 0}
OH OH O o] OAc OA
O0OH cO
AcO 0o

OAc

Fig. IV.21. Acétylation de la f-CD par Anhydride acétique via chauffage classique
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IV.4.2.1. Identification d’Heptakis (2,3,6-tri-O-acétyl)-f-Cyclodextrine (Ac-#-CD) obtenus via

chauffage classique par IR

Les résultats obtenus sont montrés sur la figure (Fig. 1V.22)

—— AC-BCD par reflux
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Fig. IV.22. Spectre IR de f-CD et Ac-fCD synthétisée par chauffage classique

IR [Ac-f-CD (KBr, © em™)]: Nous observons presque les mémes changements montrés sur la

Figure. IV.20.

La figure. IV.23, rassemble les deux spectres de Ac-f-CD préparée par chauffage classique et/ou
chauffage moderne, nous remarquons ici que les deux spectres sont presque identiques ce qui

confirme l'acétylation de la f-CD par les deux méthodes.

129
Partie expérimentale



Chapitre. IV

Formation des complexes d’inclusion
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Fig. IV.23. Spectre IR d’Ac-fCD par chauffage moderne (a) et Ac-fCD chauffage classique (b)

IV.4.2.2. Caractérisation d’Heptakis (2,3,6-tri-O-acétyl)-f-Cyclodextrine (Ac-f-CD) par les

RX

Une autre méthode pour la caractérisation de la Ac-f-CD a été réalisé c’est les RX

——Ac-BCD
7000 - ——BCD
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w4000 -
Z 3000
200 J,MJ
/ (a)
1000 fl
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Fig 1V.24. Diagrammes de diffraction des rayons X Ac-fCD (a) et f-CD (b)
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Les résultats des analyses obtenus par les rayons X montre un profil semi cristallin pour la
S-CD (b) et un profil cristalin pour Ac- f-CD (a) avec deux pic intense a de 5° et 15°. Le
changement du réseau cristallin implique 1’acétylation de la f-CD.
IV.5. Formation des complexes d’inclusion (HCTZ : Ac-fCD)
IV.5.1. Formation de complexe d’inclusion avec I’Ac-#CD par P’irradiation via micro-onde

Nous avons placé dans un creuset une quantité (0,2g) de substance actif (HCTZ) et (0,52g)
d’Ac-pCD, nous avons ajouté une petite quantité d’eau et on a bien mélangé durant 2 minutes.
Ensuite on a procédé a I’irradiation au four a microonde domestique de type LG a 350 Watt.
Apreés 3 minutes d'irradiation, le contenu est devenu séche, le produit brut est purifié par
cristallisation dans le mélange de AcOEt : Ether de pétrole (v/v), puis analysé par I'IR et les RX. Le
rendement atteint 95 %. Le complexe préparé est un complexe équimolaire de type [1 :1].
IV.5.2.1dentification des complexes d’inclusion de (HCTZ : Ac-f-CD) par IR

Pour confirmer la formation du complexe (HCTZ : Ac-4-CD), nous avons caractérisé le

produit obtenus par I’IR, les résultats obtenus sont montré sur la figure. IV.25

B

(a)
100 4

. (b)
“ (©)

i L] 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Nombre d'onde (cmi’”)

Fig. IV.25. Spectre IR du HCTZ (a), complexe (HCTZ : Ac-fCD) (b) et le Ac-fCD (c¢).

Le tableau. IV.8 résume les déplacements des bandes d’absorption de ’'HCTZ (a) seule ou associé

au complexe (HCTZ: Ac-fCD) (b) préparé par I’irradiation via micro-onde.
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Tableau. I'V.8. Comparaison et déplacement des bandes d’absorption IR de ’'HCTZ libre ou

associ¢ au complexe (HCTZ : Ac-fCD) préparé par I’irradiation via micro-onde.

Nombre d'onde (cm_l) Décalage A v
Groupes fonctionnels
HCTZ libre (HCTZ : Ac-fCD) [1 :1]

(N-H) 3420 3395 -25
(N-H) amine 2éme cyclique 1480 Disparition /
(SO2-NH2) (cycle hexane) 1200 1202 +2
(C-CI) substruction du chlore 750 750 0
(C-H) Aromatique 2900 2990 +90
(C=C) Aromatique 1600 Disparition 0

D’apres les spectres présentés dans la figure. IV. 25 et le décalage A © présenté dans le tableau
IV.8, nous constatons que la certaines bandes d’absorptions de ’'HCTZ sont décalés dans le spectre
du complexe et certaines d’entre elles sont disparus par rapport aux bandes de ’HCTZ libre, ce qui
confirme la formation du complexe d’inclusion (HCTZ : Ac-£CD).
Le tableau. IV.9 rassemble les déplacements des bandes d’absorption de I’Ac-fCD (c) seule ou

associée au complexe (HCTZ: Ac-£-CD) (b) préparé par I’irradiation via micro-onde.

Tableau. IV.9. Comparaison et déplacement des bandes d’absorption IR de I’ Ac-£CD seule ou

associée au complexe (HCTZ : Ac-fCD) préparé par I’irradiation via micro-onde.

Groupes fonctionnels Nombre d'onde (cm_l) Décalage A v
Ac-f-CD libre HCTZ : Ac-B-CD [1 :1]
(C-H) 2900 2910 +10
(C=0) Gps (Ac) 1750 1730 -20
(C-O) Gps Ac 1010 1030 +20
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D’apres le tableau la bande relative a la vibration d'¢longation symétrique de (C-O) du
groupement Ac de la f-CD modifiée présente un déplacement d'environ +20 cm™ vers les
fréquences supérieures. Nous pouvons conclure qu’il y’avait une forte interaction intermoléculaire
entre ce groupement et ’HCTZ. Donc les décalages enregistrés pour certaines bandes confirment
les interactions entre ’HCTZ et I’Ac-f4-CD.

L'analyse des spectres de I’IR de complexe d’inclusion (HCTZ : Ac-fCD) préparé par
I’irradiation via micro-onde indique une encapsulation totale de 'HCTZ dans la cage de I’ Ac-fCD.
Les bandes relatives aux groupements fonctionnels de HCTZ sont quasi masquées par celles de
I’Ac-pCD. Les décalages enregistrés pour certaines bandes confirment les interactions entre la
molécule Ac-fCD et ’HCTZ. Des analyses supplémentaires par les RX sont nécessaires pour les
confirmés.

IV.5.3. Identification du complexe d’inclusion de (HCTZ : Ac-fCD) par les RX
Les Diagrammes des RX de HCTZ, d’Ac-fCD et du complexe (HCTZ : Ac-fCD) sont

montrés sur la figure. IV.26
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Fig.IV.26. Diagrammes de diffraction des rayons X du complexe (HCTZ : Ac-5-CD) (a), Ac-p-CD
(b), et HCTZ (c)

Les résultats des analyses obtenus par les RX montre un profil amorphe pour le complexe

d’inclusion (HCTZ : Ac-fCD) contrairement aux Ac-fCD et HCTZ qui ont montré un profil

cristallin.
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IV.6. Conclusion

Les RX et les analyses IR confirment 1’acétylation de la f-CD par les deux méthodes. La
disparition des bandes d’absorption caractéristiques de HCTZ et le décalement d’autres ont
confirmé la formation des complexes d’inclusion (HCTZ : f-CD) par les trois méthodes proposés
avec un bon rendemant pour la méthode d’irradiation via micro-onde. Le suivi de la formation du
complexe (HCTZ : p-CD) de steechiométrie variante dans le tampon phosphate (pH=7.4) par
RMN 'H a montré que les protons H-3 et H-5 de la 8-CD sont les plus déplacés comme dans le cas
de Tramadol. Les résultats des analyses obtenus par les RX montrent que la f-CD et I’Ac-fCD ont
changé¢ la cristallographie de HCTZ d’un profil cristallin a un profil amorphe, nous pouvons
attribuer ce changement a la formation des complexes d’inclusion (HCTZ : f-CD) et (HCTZ : Ac-
SCD).
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Chapitre.V FEtude de la solubilité de HCTZ

V.I. Introduction

Les propriétés de complexation des cyclomalto-oligosaccharides possédant des
structures cage biocompatibles issues des biotechnologies, ont été mises a profit dans les
trente derniéres années pour solubiliser, stabiliser et augmenter la biodisponibilité d’actifs
thérapeutiques [1].

Le pouvoir complexant des cyclodextrines et leur capacité a solubiliser les composés inclus
rendent 1’utilisation de ces substances trés intéressant dans de nombreux domaines. L'analyse de la
phase de solubilité est parmi les exigences préliminaires pour I'optimisation du développement des
complexes d'inclusion des médicaments qui peut tre utilisés pour I'évaluation de 1'affinité entre la
CD et le médicament dans 1'eau. Quoique les CDs sont connus pour générer des agrégats (auto-
associ¢s) dans des solvants aqueux; la méthode est largement utilisée pour la détermination des
rapports molaires de la complexation des médicaments avec les CDs (médicament-CD) [2,3].

Malgré leur structure chimique semblable, le degré de solubilisation varie d’une
cyclodextrine a ’autre. La f-CD plus rigide comporte la solubilité la plus faible (1.85 g/100 mL).
Ce phénomeéne s’explique par la formation de liaisons hydrogeéne intramoléculaire entre les groupes
hydroxyles secondaires qui diminue la capacité¢ des f-CD a former des liaisons hydrogénes avec le
milieu qui les entoure.

Donc I’hydrosolubilité plus ou moins importante des S-CDs pose problémes lorsqu’elles
doivent étre utilisées en milieu aqueux, il serait intéressant de comparer leurs effets avec les
cyclodextrines modifiés et en particulier (HP-SCD) et avec un polymere proposé (PEG) en utilisant
le HCTZ qui est un antihypertenseur possédant une solubilité limitée dans 1’eau, comme invité. Les
¢tudes de phase de la solubilité ont été effectuées selon les Méthode décrite par Higuchi et Connors
[4].

V. 2.Vérification de la loi de Béer-Lambert

V. 2.1.Vérification de la loi de Béer-Lambert et calcul de coefficient d’absorption moléculaire
(®)

V. 2.1.1. Préparation des solutions

Nous avons préparé trois solutions de HCTZ (0.0005 mol/L, 0.001 mol/L et 0.002 mol/L),
les solutions préparées ont été filtrées et balayées sur un spectrophotométre UV-visible dans la
gamme entre 250-400 nm avec un systéme de traitement des données.

Les spectres obtenus sont regroupés dans la figure.V.1.
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—— 0.0005 mollL
— 0.001 mollL
——0.002 moll

Abs

Fig. V.1. Spectre UV du HCTZ a différentes concentrations

Nous remarquons que 1’absorption augmente en fonction de la concentration de HCTZ.
Pour calculer le coefficient d’absorption moléculaire (¢) et vérifier la loi de Beer Lambert nous
avons tracé 1’absorbance en fonction de la concentration de HCTZ, ensuite nous avons tracé la

courbe de tendance, voir (Fig. V.2 et Fig.V.3).

3.5
3.0 1

2.5

0.5 . r r r . Tt Tt 1 1+ T T °* 1
4.0E-4 6.0E-4 8.0E-4 1.0E-3 1.2E-3 1.4E-3 1.6E-3 1.8E-3 2.0E-3 2.2E-3
Concentration of HTZ (mol/L)

Fig .V.2. Variation de I’absorbance en fonction de la concentration du HCTZ
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- Y=262.41X- 0.0005

Abs

Concentration de HCTZ (mol/L

Fig.V.3. Courbe de tendance du spectre de la variation de I’absorbance en fonction de la

concentration du HCTZ

V. 2.1.2.Calcul de coefficient d’absorption moléculaire (g)
D’aprés la figure V.3, la valeur de €.l = 262.41 L.mol™ (on va ['utiliser dans les calculs des
concentrations du HCTZ solubilisé dans les complexes).
V.3. Etude la phase de la solubilit¢ de HCTZ en présence de différents agents complexant
La mise en évidence de 1’association des différents agents complexant tel que S-CD et

HP-CD et PEG (1000 et 3500) avec I’'HCTZ se fait essentiellement par I’observation de la
dissolution progressive du HCTZ en solution aqueuse de ces agents.
V. 3.1. Préparation des solutions

Une quantit¢ de HCTZ est dissoute dans des flacons fermés, contenant une solution
aqueuse de p-CD, HP-4-CD, PEG1000 et/ou PEG3500 afin d’obtenir les solutions [HCTZ : f-CD],
[HCTZ : HP-FCD], [HCTZ : PEG1000] et/ou [HCTZ : PEG3500] a différentes rapports molaires
(1,0), (1 :1), (1 :2), (1 :3) et (1 :4). Les mélanges ont été bien agités pendant 48 heures a température
ambiante, jusqu’a l'équilibrage des mélanges.
Apres la filtration des échantillons, nous avons préparé des solutions diluées, afin de les analysées

par le spectrophotomeétre UV.

139

Partie expérimentale



Chapitre.V FEtude de la solubilité de HCTZ

V. 3.2 Etude la phase de la solubilité de HCTZ en présence de f-CD
Le tableau. V.1 résume (Anax), I’absorbance et la concentration de HCTZ solubilisé en
présence de -CD. La figure. V.4 montre la variation de ’absorbance en fonction de la longueur

d’onde dans une solution aqueuse de £-CD a différentes concentrations.

Tableau. V.1. Concentration de HCTZ solubilis¢ en présence de f-CD

(HCTZ:5-CD) [Complexe] (mol/L) Abs  Amax  [HCTZ somuniiiss] (mol/L)

[1:0] (0.01/0.00) 0.088 270 0.00033
[1:1] (0.01/0.01) 0.12  270.30 0.00045
[1:2] (0.01/0.02) 0.31 270.49 0.0012
[1:3] (0.01/0.03) 0.53 270.86 0.0020
[1:4] (0.01/0.04) 091 271.25 0.0035

1.0 ——HCTZ:BCD 10

| ——HCTZ:BCD 11

N ——HCTZ:BCD 12

os{ |\ -HCTZ: BCD 13

[ ——HCTZ:BCD 14

(=]
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1
P
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T
nn
300

Longueur d'onde (nm)

Fig. V4. Spectre UV de HCTZ dans une solution aqueuse de f-CD a différentes concentration
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De I’évolution de I’absorbance en fonction de la concentration de f-CD, a pH= 6.8 (pH de
I’eau pure) représentée sur la figure. V.4, pour des mélanges aqueux ayant une concentration
maintenue constante de HCTZ, nous observons que I’intensité de la bande positionnée a 275 nm
dépend de la concentration de /-CD. Ce comportement révele que la formation du complexe
(HCTZ:5-CD) a bien eu lieu, vu que la concentration de I’HCTZ est maintenue constante et que la

F-CD n’absorbe pas dans ce domaine spectral.

Ces observations permettent également de déduire que I’intensité spectrale refléte
indirectement la proportion de HCTZ qui est concerné par 1’inclusion. Pour vérifier la variation de

I’absorbance, nous avons tracé cette derniére en fonction de la concentration de 5-CD.

<~

v "o "a ~ oA ~
V.UV vy Y

Concentration de BCD (mol L)
Fig.V.5. Spectre d’ Absorbance en fonction de la concentration de f-CD

Nous avons remarqué une augmentation de 1’absorbance en fonction de I’augmentation de la
concentration de la f-CD (Fig. V.5). Basant sur ces résultats on a tracé la courbe de solubilité de

HCTZ en fonction de la concentration de f-CD (Fig. V.6).
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Fig. V.6. Spectre de la phase de solubilit¢ de HCTZ dans une solution aqueuse de 5-CD a
température ambiante (25°C)

< Rapport de solubilité: R=C y,,/C min, R p.cp =10,60
La courbe de la phase de solubilit¢ de HCTZ a montré une augmentation de la solubilit¢ de HCTZ
en présence de f-CD dans I'eau par un rapport de 10.60.
V. 3.2.1.Calcul de la constante de stabilité du complexe (HCTZ : #-CD)
A partir de la pente la courbe de tendance du spectre de la phase de solubilit¢ de HCTZ
dans une solution aqueuse de f-CD a température ambiante (Fig. V.7), nous avons pu calculer la

constante de stabilité K.
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Fig. V.7. Courbe de tendance du spectre de la phase de solubilit¢ de HCTZ dans une solution
aqueuse de f-CD a température ambiante.

——_Pm__ [5] 1)

s Spll-pente]
So = 0.0001mol/L, Pente = 0.0576.
K,=611.205 M

La courbe de la phase de solubilité¢ (Fig. V.6) a montré une courbe de solubilité¢ de type Ap
pour les 5-CD, indiquant une déviation positive de la linéarité de 1’isotherme ; ¢’est-a-dire que la f-
CD est proportionnellement plus effective a haute concentration. Ce qui indique la formation de
complexe d'inclusion de HCTZ en rapport de steechiométrie [1:1] avec f-CD [5]. La constante de
stabilit¢ (Ks) pour le complexe (HCTZ: p-CD) a température ambiante, en supposant une
steechiométrie [1:1], calculée a partir de la courbe de tendance de la courbe de solubilité est 611. 20
M, ce qui indique la formation du complexe stable, puisque K, dans la gamme de 200-5000 M
indique une bonne capacité¢ de complexation. Cela suggere aussi qu’il y’a une augmentation dans le

profil de dissolution qui serait certainement augmenter la biodisponibilité du HCTZ.
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V. 3.3.Etude la phase de la solubilité de HCTZ en présence de HP-fCD

Le tableau.V.2 résume (Amax), I’absorbance et la concentration de HCTZ solubilisé en

présence de HP-FCD, la figure V.8, montre la variation de 1’absorbance en fonction de longueur

d’onde dans une solution aqueuse de HP-SCD a différentes concentration.

Tableau. V.2.Concentration de HCTZ solubilisé en présence de HP-Bed

(HCTZ:HP-fCD) [complexe](mol/L)  Abs  Amay [HCTZ sorupiiisc](mol/L)
[1:0] (0.01/0.00) 0.088 270 0.00033
[1:1] (0.01/0.01) 1.804 281 0.0068
[1:2] (0.01/0.02) 2515 276 0.0095
[1:3] (0.01/0.03) 2.566 276 0.0097
[1:4] (0.01/0.04) 3.020 273 0.0110

——HCTZ:HP-BCD 10
4 —— HCTZ:HP-BCD 1 1
——HCTZ:HP-BCD 12
—— HCTZ:HP-BCD 13
34 f\| ——HCTZ:HP-BCD 14
®» ‘ﬂ’« 1 '
< /\
Z { WH
f \]\. N
14 ,\\‘
N ~— ’"'\\

AAn0 LY
SUU 400

Longuerur d'onde (nm)

Fig.V.8. Spectre UV de HCTZ dans une solution aqueuse de HP-SCD a différentes concentrations.
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Nous avons remarqué l'augmentation de 1'absorbance de HCTZ avec 'augmentation de la

concentration de

HP-BCD dans 1'eau. Pour vérifier la variation de I’absorbance nous avons tracé

cette derniere en fonction de la concentration de HP-CD
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Fig.V.9. Absorbance en fonction de la concentration de HP-fCD

D’apres la figure V.9, nous avons remarqué une augmentation de 1’absorbance en fonction

de ’augmentation de la concentration de la HP-CD. Basant sur ces résultats nous avons tracé la

courbe de solubilité de HCTZ en fonction de la concentration de HP-fCD
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Fig.V.10. Spectre de la phase de solubilité de HCTZ dans une solution aqueuse de HP-fCD a

température ambiante.

La courbe de solubilit¢é de HCTZ dans une solution aqueuse de HP-SCD est de type An,
indique une déviation négative par rapport a la linéarité, en d’autres termes, la HP-FCD est
proportionnellement moins effective a haute concentration. Cependant, ce profil peut étre difficile a
interpréter. La chute de solubilité par rapport au profil linéaire peut étre liée a des modifications de
la solubilité du complexe, de la constante diélectrique du milieu ou a I’association de HP-SCD entre
elles a des hautes concentrations [5].

Le rapport de solubilité est R pp.gcp= 37 donc la HP-FCD a augmenté la solubilité de
HCTZ trente-sept fois.

V.3.3.1.Calcul de la constante de stabilité de (HCTZ : HP-FCD)

A partir de la courbe de tendance du spectre de la phase de solubilit¢é de HCTZ dans une
solution aqueuse de HP-ACD a température ambiante (Fig. V.11), nous avons pu calculer la

constante de stabilité K.
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1,20E-02
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Fig. V.11. Courbe de tendance de la partie préliminaire de la courbe de solubilité¢ de HCTZ dans

une solution aqueuse de HP-FCD a température ambiante.

La constante de stabilité (K;) pour les complexes a température ambiante, en supposant une
steechiométrie [1:1], calculée a partir de la pente de la partie préliminaire de la courbe de solubilité
est 846,72 M pour HCTZ: HP-ACD ce qui indique la formation d’un complexe stable. Cela
suggere aussi comme le cas de f-CD, qu’il y’a une augmentation dans le profil de dissolution qui
serait certainement augmenter la biodisponibilité du HCTZ.
V.3.4 Calcul de I'énergie libre de transfert (AG®) pour le procédé de solubilisation de HCTZ
dans des solutions aqueuses de f-CD et/ou de HP-fCD

L'énergie libre de transfert (AG®) de HCTZ dans 1'eau pure a des solutions aqueuses de /-
CD et de HP- SCD a été calculée en utilisant les valeurs de la courbe de solubilité (Fig. V.6 et Fig.
V.10) respectivement et l'application de 1'équation ci-dessous, ou, Sg/ Sop = le rapport de solubilité
molaire de HTZ dans une solution aqueuse de S-CD et/ou HP- SCD a celle de 1'eau pure. [6] Les

valeurs obtenues de AG® sont présentés dans le tableau. V.3

AG® = —2.303RT log (%j [6] 2
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Tableau. V.3. Energie libre de Gibbs (AG®) pour le processus de solubilisation de HCTZ dans une

solution aqueuse de 5-CD et/ou HP- pCD a 25°C.

Concentration de f-CD et/ou HP- SCD (mol/L)

(AG®) (kJ/mol) a 25°C

0.01
0.02
0.03
0.04

HP- ACD
-4.753
-5.582
-5.634
-5.946

B-CD
-3.729
6.162
7.428
-8.816

Dans cette étude, les valeurs de AG® sont tous négatifs pour f-CD et HP-FCD a diverses

concentrations, ce qui suggere la nature spontanée de la solubilisation de HCTZ.

V.3.5.Etude la phase de la solubilité de HCTZ en présence de PEG1000

Le tableau V.4 résume (An.x), 1’absorbance et la concentration de HCTZ solubilisé en

présence de PEG1000, la figure V.12 montre la variation de 1’absorbance en fonction de longueur

d’onde dans une solution aqueuse de PEG1000 a différentes concentrations.

Tableau. V.4. Concentration de HCTZ solubilisé en présence de PEG 1000

[HCTZ:PEG 1000] [complexe] (mol/L)  Abs  Amax  [HCTZ sorupinisc](mol/L)
[1:0] [0.01/0.00] 0.088  270.00 0.0003
[1:1] [0.01/0.01] 0.810  319.32 0.0031
[1:2] [0.01/0.02] 0.910 318.80 0.0035
[1:3] [0.01/0.03] 1.104  318.50 0.0042
[1:4] [0.01/0.04] 1.380  318.50 0.0052
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Fig. V.12. Spectre UV de HCTZ dans une solution aqueuse de PEG1000 a différentes

concentration

Nous avons remarqué 1'augmentation de I'absorbance de HCTZ avec 'augmentation de la
concentration de PEG1000 dans 1'eau. Pour vérifier la variation de [’absorbance nous avons tracé

cette derniére en fonction de la concentration de PEG1000.
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Fig. V.13. Absorbance en fonction de la concentration de PEG 1000
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Nous avons remarqué une augmentation de 1’absorbance en fonction de I’augmentation de la
concentration de PEG 1000. Basant sur ces résultats nous avons tracé la courbe de solubilité de

HCTZ en fonction de la concentration de PEG 1000.

Concartration de HCTZ (mold.)

A s
RO

2
T ancantrati ~A PEM 10D imnil
concentration de rec o 100U imovL

Fig. V.14. Phase de solubilit¢ de HCTZ dans une solution aqueuse de PEG1000 a température

ambiante.

La courbe de solubilit¢ de HCTZ dans une solution aqueuse de PEG 1000 est de type Ax
indiquant une déviation négative par rapport a la linéarité comme dans le cas de HP-BCD.
R peG1000= 15,75; donc le PEG 1000 a augment¢ la solubilité de HCTZ 16 fois.
V. 3.5.1.Calcul de la constante de stabilité de (HCTZ : PEG 1000)

A partir de la pente de la courbe de tendance de la partie préliminaire du spectre de la phase
de solubilit¢ de HCTZ dans une solution aqueuse de PEG 1000 a température ambiante (Fig. V.15),

nous avons pu calculer la constante de stabilité K.
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Fig. V.15. Courbe de tendance de la partie préliminaire de la courbe de solubilité¢ de HCTZ dans

une solution aqueuse de PEG 1000 a température ambiante.

La constante de stabilité (K;) pour le complexe a température ambiante, en supposant une

stoechiométrie 1:1, calculée a partir de la pente de la partie préliminaire de la courbe de solubilité

est 279.22 M pour (HCTZ: PEG 1000) ce qui indique la formation d’un complexe stable, cela

suggere aussi comme le cas de f-CD et HP- SCD, qu’il y’a une augmentation dans le profil de

dissolution qui serait certainement augmenter la biodisponibilité du HCTZ.

V. 3.6.Etude la phase de la solubilité de HCTZ en présence de PEG 3500

Le tableau.V.5, résume (Amax), 1’absorbance et la concentration de HCTZ solubilisé en

présence de PEG3500, la figure V.16 montre la variation de 1’absorbance en fonction de la

concentration de PEG 3500 a différentes concentration.
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Tableau. V.5.Concentration de HCTZ solubilis¢ en présence de PEG3500
[HCTZ : PEG3500] [complexe] (mol/L) Abs Amax  [HCTZ goupitise] (mol/L)

[1:0] [0.01/0.00] 0.088 270.00 0.00033
[1:1] [0.01/0.01] 0.58 315.38 0.00221
[1:2] [0.01/0.02] 0.78 315.62 0.00297
[1:3] [0.01/0.03] 0.87 315.62 0.00331
[1:4] [0.01/0.04] 0.96 315.62 0.00365
lf’;’-.
/'/f

Abs

Concentration de PEG (mol/L)

Fig. V.16. Absorbance en fonction de la concentration de PEG3500

Nous remarquons I'augmentation de 1'absorbance de HCTZ avec 1'augmentation de la concentration

de PEG3500 dans 1'eau.
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Fig.V.17. Spectre de la phase de solubilit¢ de HCTZ dans une solution aqueuse de PEG3500 a

température ambiante.

La courbe de solubilit¢ de HCTZ dans une solution aqueuse de PEG 3500 est de type Ax
indique une déviation négative par rapport a la linéarit¢ comme HP-BCD et PEG 1000.
R prG3500=11.06 donc le PEG 3500 a augment¢ la solubilité de HCTZ 16 fois.
V.3.6.1.Calcul de la constante de stabilité de (HCTZ : PEG 3500)

A partir de la courbe de tendance de la partie droite du spectre de la phase de solubilité de
HCTZ dans une solution aqueuse de PEG 3500 a température ambiante (Fig. V.18), nous avons pu

calculer la constante de stabilité K.
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Fig. V.18. Courbe de tendance de la partie préliminaire de la courbe de solubilité¢ de HCTZ dans

une solution aqueuse de PEG 3500 a température ambiante.

La constante de stabilité (K;) pour le complexe a température ambiante, en supposant une
steechiométrie 1:1, calculée a partir de la pente de la partie préliminaire de la courbe de solubilité
est 304.14 M pour HCTZ: PEG 3500 ce qui indique la formation d’un complexe stable, Cela
suggere aussi comme le cas de f-CD, HP-SCD et PEG 1000, qu’il y’a une augmentation dans le

profil de dissolution qui serait certainement augmenter la biodisponibilité du HCTZ.

V.3.7. Calcul de I'énergie libre de transfert (AG®) pour le procédé de solubilisation de HCTZ
dans des solutions aqueuses de PEG 1000 et de PEG 3500

Tableau. V.6. Energie libre de Gibbs (AG®) pour le processus de solubilisation de HCTZ dans une
solution aqueuse de PEG 1000 et/ou PEG 3500 a 25°C.

Concentration de PEG 1000 et/ou PEG 3500 (mol/L) (AG®) (kJ/mol) a 25°C
PEG 1000 PEG 3500

0.01 -3.690 -3.685

0.02 -3.991 -4.418

0.03 -4.443 -4.687

0.04 -4.972 -4.929
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Comme dans le cas de f-CD et HP-SCD, toutes les valeurs de AG® sont négatives pour
diverses concentrations, ce qui suggere la nature spontanée de la solubilisation de HCTZ.
V.4.Comparaison entre les différentes substances de complexation (#-CD, HP-FCD, PEG1000,
PEG3500)

Les résultats de 1I’étude comparative sont montrés dans le tableau V.7.

Tablea.V.7. Les rapports et les constantes de solubilités de chaque agent complexant

Agents complexant  Rapport de solubilité (R) Constante de stabilité (M)
S-CD 10 611.20
HP-5CD 37 846.72
PEG 1000 16 279.22
PEG 3500 11 304.14

D’apres le tableau. V.7, le rapport de solubilit¢ montre que le HP-fCD a augmenté la
solubilité de HCTZ environ de 37 fois, ensuite le PEG 1000 par 16 fois, tandis que le complexe le
plus stable est a base de HP-FCD car il possede la plus grande constante de stabilité ((Ks=846.72 M

"1y par rapport au complexe & base de 5-CD et aux dispersions solides formés.
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V.5.Conclusion

D’aprés les résultats obtenus, nous avons observé que, Ks (HTCZ : HP-FCD) > Kgs (HTCZ :
SCD) > Kg (HTCZ : PEG 3500) > Kg (HTCZ : PEG 1000), en principe cela voudrais dire qu’il y a
une meilleure ou une plus favorable interaction d’ordre décroissant entre la HP-fCD, SCD, PEG
3500 et/ou PEG 1000 et le HCTZ, cela peut étre expliqué par le fait que dans le cas du HP-SCD, et
S-CD le HCTZ est attiré vers la cavité des CDs ce qui a donné un complexe plus stable.

Et pour le rapport de solubilit¢ Ry (HTCZ : HP-fCD) > Ry (HTCZ : PEG 1000) >, R
(HTCZ : p-CD) > Ry (HTCZ : PEG 3500), donc il est important de noter que la complexation a
I’aide de S-CD (en particulier la HP-FCD) et de la dispersion dans les PEGs (en particulier le PEG
1000) peut étre une alternative dans 1’optique de la résolution des lacunes de ’HCTZ, a savoir son

insolubilité et sa mauvaise biodisponibilité.
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La premiere problématique abordée dans cette thése concerne I’étude de 1'auto-extinction
de la fluorescence qui se produit & une concentration ¢élevée. La formation des complexes
d’inclusion et 1’é¢tude de Il'inhibition de 1’auto-extinction par inclusion des fluorophores a
l'intérieur de la cavité¢ hydrophobe de la f-CD ont été examinées en prenant le chlorhydrate de
Tramadol comme molécule invitée. Les différents résultats de cette étude indiquent clairement
que la complexation entre le Tramadol et la f-CD a été réalisée. Les méthodes de caractérisation;
en l'occurrence, IR, RX, MEB et DSC confirment 1’inclusion du Tramadol dans la cavité de la f-
CD par les différentes méthodes proposés. La méthode d’irradiation via micro-onde a donné un
bon rendement de 92%, ce qui a été confirmé par la DSC avec un pourcentage du Tramadol non
cristallisé égale a 95,487%. Au terme de cette contribution sur la formation du complexe
d’inclusion (Tramadol : f-CD) par I’irradiation via micro-ondes, nous comprenons mieux
pourquoi 1'¢lectrothermie micro-onde est une technologie en plein essor. De toute évidence, cette
technologie répond parfaitement bien aux exigences d'aujourdhui qui sont la rapidité et
l'efficacité ; la complexation par l'utilisation des micro-ondes vise a la modernisation et a la
simplification des procédés tout en les rendant moins polluants. Le suivi de la formation du
complexe en solution aqueuse par RMN'H montre que les raies des protons H-3 et H-5 de -CD
sont les plus déplacées, car ces protons sont situés a l'intérieur de la cavité hydrophobe de la f-
cyclodextrine ; par ou pénétre les molécules invitées.

Compte tenu du manque d'informations complétes sur les assignations des spectres RMN 'H
et °C du Tramadol (protons du cycle cyclohexyle), I'analyse structurale compléte a été réalisée a
l'aide d'expériences HSQC-TOCSY car les méthodes classiques utilisant COSY et HSQC échouent
dans la région spectrale trés encombrée des méthylénes a cycle cyclohexyle.

Les meilleurs ajustements des spectres aux données expérimentales pour toutes les lignes de RMN
sur toute la gamme de concentration ont montrés que le complexe avait une steechiométrie [1:1]
avec une constante d'équilibre K;; =260 = 10 a 20°C.

La complexation du chlorhydrate de Tramadol par la f-cyclodextrine a augmenté l'intensité
de 1'émission de fluorescence. L'origine de cet effet était 1'inclusion de molécules de Tramadol a
l'intérieur de la cavité hydrophobe de la f-cyclodextrine qui empéchait I'auto-extinction. Bien que
les propriétés d'absorbance et de fluorescence du Tramadol dans les gammes de concentrations
classiques ne varient pas lors de la complexation par la f-cyclodextrine, des expériences menées a

des concentrations élevées de Tramadol ont révélé une variation de I'émission de fluorescence.
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La deuxieme problématique était I’amélioration de la solubilité de HCTZ. Pour ce faire nous avons
d’abord préparé des complexes a base de HCTZ et de f-CD et/ou Ac-fCD. Nous nous sommes
intéressées en premier lieu a ’acétylation de la f-CD par chauffage moderne (MO) et chauffage
classique (reflux), I’IR et les Rayons X ont confirmé 1’acétylation de la SCD par les deux méthodes.
Le décalage des bandes de HCTZ et la disparition d’autres bandes ont confirmé la formation des
complexes d’inclusion.Le suivis de la formation du complexe (HCTZ : f-CD) de steechiométrie
variante dans le D,O (tampon phosphate, pH=7,4) par RMN 'H (500 MHZ) a montré que les
protons H-3 et H-5 de la f-CD qui sont situés a I’intérieur de la cavité de S-CD sont les plus
déplacés comme dans le cas du Tramadol. Les résultats des analyses obtenus par les rayons X
montre un profil amorphe pour le complexe d’inclusion (HCTZ : f-CD) et/ou (HCTZ :Ac-fCD) et
un profil semi cristallin pour la f-CD contrairement aux Ac-fCD et HCTZ qui ont montré un profil
cristallin. Nous concluons que la f-CD et I’Ac-fCD ont modifié les propriétés cristallographiques
d’HCTZ et nous pouvons attribuer ce changement a la formation d’un complexe d’inclusion.

Le test de solubilité fut la derniere étape de notre travail, nous avons noté une augmentation
linéaire de la concentration du HCTZ en fonction des CDs (f-CD et HP-SCD) et avec les deux
polymeéres hydrophiles utilisés : le PEG 1000 et le PEG 3500par un rapport de R= 37, 16, 11 et/ou
10 pour HP-FCD, PEG 1000, PEG 3500 et p-CD, respectivement. La constante de stabilité¢ Ks
obtenue avec le HP-SCD (K, HP-SCD =846.72M ') étant plus élevée que celle des autres agents
complexant (K f-CD = 611,205 M ™', K, PEG 1000 = 279,22 M ‘et K PEG 3500 = 304,14 M ™)
indique qu’il y’aurait des interactions plus favorables entre HP-SCD et le HCTZ qu’avec lesautres
agents complexant. Toutes les valeurs de K sont dans la gamme de 200-5000 M'ce qui indique la
formation de complexes stables,le calcul du paramétre thermodynamique (AG) pour tous les agents
complexantsuggere la nature spontanée de la solubilisation de HCTZ.Donc il est important de noter
que la complexation a I’aide de la f-CD (en particulier la HP-FCD) et de la dispersion dans les
PEGs (en particulier le PEG 1000) peut étre une alternative dans 1’optique de la résolution des
lacunes de ’'HCTZ, a savoir son insolubilité et sa mauvaise biodisponibilité.

Comme perspective, I’ensemble des études expérimentales et théoriques dans cette these
nous ont permis de mettre en évidence la formation des complexes d’inclusion via une nouvelle
méthode qui est D’irradiation via micro-onde qui répond parfaitement bien aux exigences
d’aujourd’hui qui sont la rapidité et 1’efficacité. Nous nous intéresserons, ultérieurement, a explorer
I’effet de I’encapsulation sur la libération prolongée du Tramadol et du HCTZ sous différentes

conditions.
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