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Introduction générale :

Le traitement dermique des infections fongiques s'est avéré trés avantageux en raison de
divers facteurs tels que le ciblage du site de l'infection, la minimisation des effets secondaires
systémiques, I'amélioration de l'efficacité du traitement et I'amélioration de 1'observance du
traitement chez le patient. Le principe actif de choix pour les infections fongiques cutanées est
le Fluconazole qui a un large spectre d'activité qui inclut a la fois les dermatophytes et les
levures. Ce principe actif est particulierement efficace dans le traitement des formes
muqueuses et cutanées de la candidose. Bien que ces agents soient actifs sur le plan
thérapeutique, lors de I'application dermique leur diffusion a travers la peau est limitée par la
barri¢re cutanée représentée par la couche cornée, ce qui se traduit par une efficacité moindre.
Ainsi, pour faciliter I'administration de médicaments antifongiques et améliorer les aspects du

traitement, divers nouveaux vecteurs ont été mis au point[2, 3].

Les systémes vésiculaires tels que les éthosomes et plus précisément les éthosomes binaires
sont des vésicules lipidiques composées de phospholipides, d’un mélange d'alcool présent en
concentration relativement élevée et d'eau. Ils représentent 1'une des approches les plus
prometteuses pour l'administration dermique de substances actives et offre de nouvelles
possibilités d'application dermique du Fluconazole dans le traitement des infections
fongiques. Ces vecteurs vésiculaires sont des vecteurs non invasifs qui permettent aux
médicaments d'atteindre les couches profondes de la peau tout en minimisant les effets

secondaires systémiques et en prolongeant 'action thérapeutique locale [3-5].

Dans notre étude, les ¢thosomes binaires ont ét¢ formulés en faisant varier les paramétres de
formulation et de procedes tels que les concentrations de la lécithine de soja et du mélange
d’éthanol et d’alcool isopropylique ainsi que le temps de sonication. Les formulations ont été
évaluées en fonction de la taille des particules, le potentiel zéta et l'efficacité de piégeage du

Fluconazole.

Notre travail se décline ainsi en deux parties, une partie théorique et une partie expérimentale.
Dans la premiére partie, nous exposerons une synthése bibliographique sur la structure de la
peau et la physiologie de 1’absorption cutanée, Les antifongiques et la candidose ainsi que les

systémes d'administration de médicaments par voie transdermique et les éthosomes.

La deuxieme partie fera I’objet de la formulation d’éthosomes a blanc et binaires et 1’étude de

I’influence des parametres de formulations et de procedes sur la taille des particules, le

Vil



potentiel zéta et le pourcentage d’encapsulation (EE%), ainsi que la détermination de

Pactivité

antifongique du Fluconazole brut en solution, en comparaison avec celle du principe actif

encapsulé dans les nanoporteurs vésiculaires.

Vil



PARTIE THEORIQUE




Chapitre I : Structure de la peau et
physiologie de I’absorption



Structure de la peau et physiologie de ’absorption

La peau constitue de 15 a 20 % de la masse corporelle, c’est donc le plus grand organe du
corps humain, elle agit comme une interface avec I’environnement, elle protege les tissus
sous-jacents et les organes internes et répond également aux stimuli externes, évitant les

dangers et les blessures.

En tant que barriére physique, la peau fournit la premiere ligne de défense contre les risques
environnementaux et protége notre corps contre les dommages causés par les UV, les produits
chimiques et agressions mécaniques, blessures et invasion de microorganismes , empéche la

déshydratation et régule la température corporelle[6].

La peau est trés sélective quant a ce qu’elle laisse entrer ou sortir du corps et a quelle vitesse.
Cela représente un défi pour 1’administration de médicaments, car les principes actifs sont

susceptibles d’étre mal absorbées en raison de la faible perméabilité cutanée[7].

I.1 Structure de la peau :
La peau est en continuité avec les membranes muqueuses qui tapissent la surface du corps,
elle est composée de trois couches allant de I’intérieur vers I’extérieur : 1’hypoderme, le

derme et I’épiderme :

I.1.1 L’hypoderme :
L’hypoderme est composé de tissu adipeux, qui sert au stockage de I’énergie et de support
pour la peau. C’est aussi 1’origine de certains vaisseaux sanguins qui s’étendent jusqu’au
derme, il joue un role important dans le processus de thermorégulation en empéchant la perte

excessive de chaleur du corps[6, 8].

I.1.2 Le derme :
Le derme est essentiellement un tissu conjonctif dont les cellules ne représentent que 10%,

tandis que les composants acellulaires constituent la majorité de son contenu[6].

1.1.3 L’épiderme :
L’épiderme se compose de cinq couches de cellules épithéliales, de profond a superficiel, les
couches épidermiques sont : le stratum basale, le stratum spinosum, le stratum granulosum, le
stratum lucidum et le stratum corneum.[6] A I’exclusion de la couche cornée, le reste de
I’épiderme est composé de cellules nucléées et donc collectivement appelé épiderme viable.
L’ épiderme viable est habituellement de 50 a 100 um d’épaisseur et dépourvu de capillaires
sanguins et de terminaisons nerveuses sensorielles. Il est composé principalement de

kératinocytes (95 %), le reste étant des cellules de Langerhans, des mélanocytes et des



Structure de la peau et physiologie de I’absorption

cellules de Merkel. Les kératinocytes proviennent de la couche basale et subissent une

différenciation progressive tout en migrant vers la couche cornée[7].

1.2 La couche cornée :
Etant la couche la plus externe de 1'épiderme, la couche cornée constitue la premicre ligne de
défense de l'organisme et joue un role essentiel en tant que barriere protectrice de la peau
contre l'environnement extérieur. La couche cornée favorise I'hydratation et la rétention d'eau,
ce qui empéche la peau de se fissurer. Elle est constituée de cornéocytes, qui sont des
kératinocytes anucléés ayant atteint le stade final de la différenciation kératinocytaire. Les
cornéocytes retiennent les filaments de kératine dans une matrice de filaggrine, et I'enveloppe
lipidique cornifiée remplace la membrane plasmique des kératinocytes. Ces cellules plates

s'organisent en briques et mortier au sein d'une matrice extracellulaire riche en lipides[9].

Figure 01. Structure de la peau

1.3 Physiologie de I'absorption percutanée :
En raison de la grande surface de la peau (environ 2 m?), la formulation de médicaments a
action dermique semble étre une alternative intéressante. Mais, en raison de la fonction
barriere de la peau, cette méthode est loin d’étre simple. L’épiderme et le derme sont les

couches de la peau impliquées dans les processus de pénétration, mais la composition et les
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propriétés de la couche cornée sont principalement responsables de la fonction barriére de la
peau humaine. La peau protége le corps des substances pénétrantes par divers mécanismes,
soit en bloquant mécaniquement les particules de migrer dans la peau, soit en les neutralisant
ou en les dégradant. Les substances qui pénétrent a travers la couche cornée doivent encore
surmonter de nombreux autres obstacles[10]. Au cours du processus de pénétration
percutanée, le principe actif peut diffuser a travers 1’épiderme lui-méme ou par la voie
accessoire, constituée principalement de follicules pileux, glandes sébacées et des conduits de
la sueur. Par conséquent, il existe deux voies principales de pénétration des

médicaments[11] :

I.3.1 Voie des cornéocytes (voie transépidermique) :

I.3.1.a Voie intracellulaire :
Dans ce cas, le principe actif passe par les cellules de la couche cornée. En général, les (PA)
hydrophiles empreintes cette voie. Lorsque la couche cornée est hydratée, I’eau s’accumule
pres de la surface externe des filaments protéiques. Les molécules polaires semblent passer a

travers cette eau immobilisée [11].

1.3.1.b Voie intercellulaire :
Les substances non polaires passent par la voie intercellulaire. Ces molécules se dissolvent et
diffusent a travers la matrice lipidique non aqueuse imbibée entre les filaments

protéiques[11].

1.3.2 Voie accessoire (Shunt pathway) :
Le principe actif peut contourner la couche cornée en empruntant la voie des appendices
cutanés ou voie « accessoire » a travers les follicules pileux ou les conduits sudoripares. La
surface de ces appendices est plutot petite (environ 0,1% de la surface de la peau) limitant
I’utilisation pratique de cette voie pour la plupart des médicaments[12]. Cependant, cette voie

peut étre d’une certaine importance pour les composés polaires.

La voie par laquelle la perméation se produit dépend en grande partie des caractéristiques
physico-chimiques du principe actif pénétrant, car la couche cornée agit comme un milieu de

diffusion passif[11].
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Figure 02. Les trois principales voies de pénétration des principes actifs[1]

1.4 Facteurs influencant I'absorption percutanée :
Les médicaments a action dermique, largement utilisés pour traiter les affections cutanées,
sont passés de simples préparations a des systémes d’administration sophistiqués. Leur
développement a été facilité par les progres de 1’absorption percutanée et de la conception des
produits basés sur une compréhension de plus en plus mécaniste des interactions entre le
(PA), la forme galénique et la peau, Au moins 20 facteurs cliniquement pertinents affectent

I’absorption percutanée des médicaments parmi lesquels on peut citer les suivants[13, 14] :

1.4.1 Les facteurs biologiques :
I.4.1.a L’état de la peau :
Bien que la peau intacte agisse comme une barriere, de nombreuses substances telles que les
acides et les bases peuvent franchir cette dernicre et pénétrer a travers les différentes couches
de la peau. La peau est faiblement acide, c¢’est pourquoi les médicaments faiblement acides y
pénétrent facilement. De nombreux solvants fluidifient la structure dense et complexe de la
couche cornée tel que le méthanol, le chloroforme qui perturbe la fraction lipidique, formant
les voies artificielles par les quelles les molécules médicamenteuses peuvent passer

facilement[13, 15].
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1.4.1.b Le flux sanguin :
La circulation sanguine périphérique est un facteur important de 1’absorption des
médicaments a action transdermique, 1’augmentation du flux sanguin provoque 1’absorption

rapide de ces médicaments[15].

I.4.1.c Le site d’application du médicament :
L'épaisseur de la peau, la nature de la couche cornée et la densité des appendices varient d'un
site a lautre, ces facteurs affectent de maniére significative la pénétration

médicamenteuse[13].

I.4.1.d Le métabolisme cutané :
La peau métabolise les stéroides, les hormones, les carcinogénes chimiques et certains
médicaments. Le métabolisme de la peau détermine donc l'efficacit¢ des médicaments a

action transdermique[13].

1.4.2 Les facteurs physicochimiques :

1.4.2.a L'hydratation de la peau :
Au contact de 1'eau, la perméabilité de la peau augmente considérablement. L'hydratation est
le facteur le plus important dans l’augmentation de la perméabilité cutanée. Dans ces
conditions, le (PA) peut facilement traverser la membrane cutanée, certains agents hydratants
sont utilisés dans la formulation des médicaments a action transdermique, comme les

humectants[13, 15].

1.4.2.b La température de la peau :
Le coefficient de diffusion de I'absorption des médicaments varie en fonction de la
température de la peau. Une température basse entraine un faible coefficient de diffusion et

donc une faible absorption du médicament[15].

1.4.2.c Le pH de la peau :
Seules les molécules non ionisées peuvent traverser facilement la membrane lipidique de la
peau. Si le pH du médicament est similaire a celui de la peau, l'absorption se fait

rapidement[15].

1.4.2.d Le coefficient de diffusion :
La pénétration du médicament dépend du coefficient de diffusion du médicament. A
température constante, le coefficient de diffusion du médicament dépend des propriétés du

médicament, du milieu de diffusion et l'interaction entre eux[15].
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1.4.2.e Le coefficient de partage :
C’est un facteur physicochimique majeur pour l'absorption des médicaments. Un coefficient
de partage optimal est nécessaire pour une bonne absorption du médicament, plus la valeur du

coefficient de partage est faible, plus le taux d'absorption du médicament est faible[15].

1.4.2.f La taille moléculaire du médicament :
L'absorption des médicaments est inversement proportionnelle au poids moléculaire, un
médicament de petite taille moléculaire pénétre plus rapidement qu'un médicament de taille

¢levée[13, 15].

1.4.3 Les facteurs environnementaux :
I.4.3.a La lumiere du soleil :
Sous l'effet de la lumicre du soleil, les parois des vaisseaux sanguins s'amincissent. Une
pigmentation élevée réduit également l'absorption des médicaments par la peau. La lumiere

directe du soleil peut réduire la stabilité du médicament[13, 15].

1.4.3.b La pollution de l'air :
La poussiére peut obstruer les pores et augmenter le nombre de bactéries a la surface de la
peau, ainsi Les polluants atmosphériques peuvent former une couche a la surface de la peau ;
dans ces conditions, la libération du médicament est ralentie. Les bactéries présentes dans l'air
peuvent facilement interférer avec la peau et la présence de diverses substances chimiques

dans l'air peut réagir avec le médicament et en réduire l'efficacité[13, 15].

1.4.3.c Le climat froid :
Souvent, il en résulte des démangeaisons et une sécheresse de la peau. La peau réagit en
augmentant sa production de sébum pour compenser les effets desséchants du climat. La
teneur en eau de la peau devient tres faible, les agents hydratants peuvent améliorer I'effet de

séchage de la peau et augmenter la perméation des médicaments[13, 15].
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I1.1 Classification et mécanisme d’action des antifongiques :
Actuellement, quatre classes de médicaments antifongiques sont utilisées par les cliniciens
pour le traitement des infections fongiques. Ces classes sont caractérisées par un mode

d'action unique ciblant différentes parties de la cellule fongique[16].

I1.1.1 Les polyénes :
Les polyénes ont une activité fongicide a large spectre. Ils sont connus pour se lier au
principal composant de la membrane cellulaire fongique, l'ergostérol, et entrainent la
formation de canaux transmembranaires qui permettent la fuite du contenu cellulaire ainsi que
des ions K+ et Na+, ce qui entraine la détérioration et la mort des cellules fongiques, Parmi
les nombreux antifongiques polyénes, seuls trois: la nystatine, la natamycine et

'amphotéricine B, sont utilisés en clinique[17].

I1.1.2 Les azolés :
Les azolés sont des composés hétérocycliques a cing chainons qui posseédent des propriétés
antifongiques. Ils sont classés en deux groupes : Les imidazolés qui comprennent: le
clotrimazole, 1’éconazole, le kétoconazole, le miconazole, et le tioconazole. Les triazolés qui
comprennent : le fluconazole, l'itraconazole, le voriconazole, l'isavuconazole et le
posaconazole. Le fluconazole est le dérivé azolé le plus couramment utilis¢ dans le cadre
d'une thérapie[18]. Les azolés agissent en ciblant I'enzyme de biosynthése de 1'ergostérol, la
lanostérol 14-a-déméthylase, dépendante du cytochrome P450, codée par ERGI1 (C.
albicans) entralnant un blocage de la production d'ergostérol et l'accumulation de stérols
intermédiaires toxiques. Ce stérol toxique induit un stress membranaire sévere sur la cellule et

finit par inhiber la croissance du champignon[19].

I1.1.3 Les échinocandines :
Les échinocandines sont des lipopeptides qui agissent comme des inhibiteurs non compétitifs
de la (1,3)-b-D-glucane synthase, codée par le géne FKSI1, provoquant ainsi une perte de

l'intégrité de la paroi cellulaire et un stress sévere de la paroi cellulaire[19].

I1.1.4 Autres :

I1.1.4.a La pyrimidine :
La 5-fluorocytosine est un analogue de pyrimidine. Cette molécule est le précurseur du 5-
fluorouracile (5-FU) qui est la molécule active. En effet, la 5-fluorocytosine pénetre dans la

cellule fongique grace a un transporteur membranaire, Ensuite une désamination , conduit au
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(5-FU) qui est finalement phosphorylé et inhibe la synthése de I’ADN et la synthése protéique
[20].

I1.1.4.b Les allylamines :
Les allylamines constituent la nouvelle classe d'inhibiteurs de la synthése de 'ergostérol, ils
inhibent les premicres étapes de la biosynthése de l'ergostérol, ce qui entralne une
accumulation de squaléne et I'absence d'autres dérivés de stérols, Les molécules importantes

de ce groupe comprennent la naftifine et la terbinafine[17].

I1.2 Candida albicans et Candidoses :
I1.2.1 Candida albicans :
Candida albicans fait partie du microbiote normal des individus, c’est un pathogene
opportuniste humain qui peut se développer sous forme de levure, de pseudohyphes ou de
véritables hyphes, en fonction des conditions environnementales. La morphogenese cellulaire
réversible est un facteur de virulence important qui facilite l'invasion des tissus de I'hote,

I'échappement aux phagocytes et la dissémination dans la circulation sanguine[21].

Les infections a Candida spp. ont des manifestations cliniques variées, allant de troubles

cutanéo-muqueux superficiels a une infection invasive affectant plusieurs organes[22].

<3 “a Pseudohyphae

Blastospore -~ e S

Voo Hyphae

Figure 03. Les transitions morphologiques de Candida albicans au cours du processus
d'infection
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I1.2.2 Candidose :
Les infections a Candida spp. sont l'une des infections fongiques les plus courantes en
dermatologie. Candida albicans est responsable de 80 a 90 % des infections, mais d'autres
especes de Candida sont souvent considérées comme des agents pathogeénes responsables. Les
infections a Candida sont considérées comme opportunistes dans la majorité des cas, car
Candida albicans est un champignon normalement commensal. Cependant, lorsque
I'immunité de 1'hote est altérée pour diverses raisons, une infection pathogeéne peut se
produire. Globalement, 1'équilibre entre le systeme de défense de 1'hote et les facteurs de
virulence de Candida albicans est la clé¢ de la relation commensale. Candida albicans
provoque généralement des infections cutanées superficielles, tandis que les mycoses
"profondes", avec atteinte du derme et du sous-cutané due a Candida, sont rares. Cependant,
chez les patients gravement immunodéprimés, une infection fongique invasive peut se
produire, entrainant une pénétration profonde et une candidose systémique, souvent

mortelle[22].

I1.3 Traitement de la Candidose cutanéo-muqueuse :

I1.3.1 Voie cutanée [24] :

Tableau I. Traitement de la candidose par voie cutanée

TAUX DE GUERISON

DCI DOSAGE POSOLOGIE COMPLETE
Deux fois par jour
Clotrimazole 1% pendant 2 a 12 78% a 100%
semaines
Deux fois par jour
Miconazole 2% pendant 1- 4 81% a 100%
semaines
2 a 4 fois par jour
Nystatine 100 000 U/g pendant 6 a 28 68%
jours.
I1.3.2 Voie systémique [24] :
Tableau II. Traitement de la candidose par voie systémique
TAUX DE
DCI DOSAGE P%SOLOGI GUERISON
COMPLETE
Une fois par semaine
150 mg Une fois par jour o) o
Fluconazole 50 i Y 82% a 100%
semaines
Kétoconazole 200 mg Une fois par jour 57%

pendant 4 semaines

11
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Une fois par jour

0
pendant 4 semaines I

Terbinafine 500 mg

I1.4 Résistance aux antifongiques :
Le traitement de la candidose, des infections superficielles aux infections invasives, repose
sur un arsenal médicamenteux limité, composé de quatre grandes classes de médicaments
antifongiques : les poly¢enes, les azolés et les échinocandines et les allylamines. Toutefois, cet
arsenal est compromis par des problémes de sélectivité, de toxicité et de développement de
résistances. Le ciblage de la virulence représente une nouvelle approche attrayante pour le
développement de médicaments antifongiques. Les recherches au cours des derniéres
décennies ont permis de mieux comprendre les facteurs de virulence de C. albicans et leur

contribution a la pathogenése de la candidose. Parmi ces facteurs, la filamentation est celui

qui a regu le plus d'attention[25].

L'utilisation fréquente et prophylactique d'antifongiques a conduit au développement d'une
résistance robuste chez de nombreuses especes de Candida. Le terme de résistance peut étre
défini comme une souche dont la concentration minimale inhibitrice CMI pour un
antifongique particulier est supérieure a des seuils cliniques spécifiques ; la résistance peut
¢galement étre utilisée de maniére plus large pour indiquer une souche présentant une
augmentation de la CMI a un antifongique par rapport a une souche de contrdle ou de

référence[26].

I1.4.1 La résistance aux antifongiques azolés :
La résistance aux antifongiques azolés chez Candida sp a été étudiée de manicre plus
approfondie chez C. albicans. L'un des mécanismes de résistance identifiés chez cette espeéce
est la présence de mutations ponctuelles dans la cible du médicament 'ERG11 ce qui entraine
une plus faible affinité de liaison du médicament pour I'enzyme lanostérol déméthylase. Des
¢tudes antérieures ont identifi¢ des substitutions d'acides aminés qui entrainent une
diminution de la sensibilit¢ au fluconazole et ont noté que plusieurs de ces variations
alléliques critiques se regroupent dans trois régions "hot spot" au sein d'Ergl 1p. Récemment,
63 isolats cliniques de C. albicans résistants au (FLZ) ont été examinés a la recherche de
mutations dans leurs alleles ERGI11, et 55 se sont révélés porteurs d'au moins une mutation
entrainant des substitutions d'acides aminés, neuf de ces substitutions prédites d'acides aminés

étant nouvelles[26, 27].

12
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Figure 04. Mécanisme de résistance aux antifongiques azolés

11.4.2 La résistance aux polyénes :
La résistance aux polyenes est extrémement rare ; cependant, dans les rares cas ou elle se
produit, elle est médiée par des altérations des enzymes qui réduisent l'affinité de liaison du
médicament ou épuisent l'ergostérol de la membrane. Chez C. albicans, la sensibilité réduite a
I'amphotéricine B peut résulter de mutations dans plusieurs enzymes de biosynthése de

l'ergostérol, notamment ERG2, ERG3, ERG5 et ERG11[26].

/
e

Figure 05. Mécanisme de résistance aux polyenes

I1.4.3 La résistance aux échinocandines :
Pour la plupart des especes de Candida, la résistance a 1'échinocandine est principalement
médiée par des mutations dans les génes FKS. Chez C. albicans, les mutations qui conférent

une résistance a 1'échinocandine se produisent dans le géne essentiel FKS1[26].

13
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Figure 06. Mécanisme de résistance aux échinocandines

II.5 Le Fluconazole :

I1.5.1 Indications :

Ce médicament a été classé comme un composé de classe I selon le systeme de classification

biopharmaceutique (BCS)[28], et il est indiqué dans les cas suivants (liste non

exhaustive)[29]:

vV V V V V V VYV V

Balanite candidosique chez l'adulte
Candidose buccale chez 'adulte
Candidose cutanéomuqueuse chez 'adulte
Candidose invasive

Candidose oesophagienne

Candidose urinaire chez l'adulte
Candidose vaginale aigué chez I'adulte

Coccidioidomycose chez l'adulte

14
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I1.5.2 Caracteres physico-chimiques[30] :

Tableau III. Caracteres physico-chimiques du Fluconazole

Structure chimique

Aspect

Solubilité

Masse moléculaire

Point de fusion
Constante d’ionisation PKA

Température de stockage
Perméabilité

11.5.3 Mécanisme d'action :

Le (FLZ) est un agent antifongique bis-triazolé¢ utilisable par voies orale et injectable
intraveineuse. Le (FLZ) agit en inhibant la biosynthése enzymatique de l'ergostérol dans les
cellules fongiques par l'inhibition de I'enzyme 14 alpha-stérol déméthylase dépendante du

cytochrome P450. Cela conduit a l'accumulation de stérols méthylés qui sont responsables de

C16H14F3N50
Poudre blanche ou presque blanche
Légerement soluble dans 1’eau, soluble dans
I’alcool et I’acétone, facilement soluble dans
le méthanol et tres 1égerement soluble dans
le toluéne
306,27 g/mol
De 223 4224 °C
Mesurée dans 1,1 M NaOh est de 1,76 +
0,10
En dessous de 30° C

BCS classe I : grande perméabilité

la rupture de la membrane fongique, ce qui entraine un arrét de la croissance[17].

Espéces habituellement sensibles

neoformans.

Espéces habituellement résistantes

trichophyton), Aspergillus sp.

Candida kruzei,

Candida et en particulier albicans, Cryptococcus

11.5.4 Effets indésirables du Fluconazole selon la voie d’administration :

11.5.4.a Voie orale :

Fréquents (1 a 10 % des cas) : nausées, vomissements, diarrhée, douleurs abdominales, maux

de téte, éruption cutanée, augmentation des transaminases.

Peu fréquents (moins 1 % des cas) : constipation, digestion difficile, ballonnement, bouche

séche, vertiges, diminution de I'appétit, anémie, somnolence ou au contraire insomnie,

dermatophytes (microsporum,
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convulsions, fourmillements, étourdissements, altération du gotlt, douleurs musculaires,

fatigue.

Rares (moins de 0,1 % des cas) : chute de cheveux, tremblements, anomalie de la numération
formule sanguine, réaction allergique, éruption cutanée bulleuse grave, troubles du rythme

cardiaque, hépatite[31].

I1.5.4.b Voie transcutanée :
Les effets secondaires les plus fréquents de l'utilisation de FLUCOZEST 0,5 % GEL sont les
suivants : éruption cutanée, irritation, sécheresse ou fissuration de la zone environnante,

démangeaisons et sensation de brilure au site d'application[32].

I1.6 Nouveaux systémes d'administration de médicaments développés pour chaque
médicament antifongique :

Tableau IV. Nouveaux systemes d'administration de médicaments développés pour chaque
médicament antifongique

Médicament Systemes Voie Forme Références
antifongique d'administration d’administration  galénique
Fluconazole Ethosomes Topique Gel [33]
Liposomes Intravitral I,\I(?n, [34]
précisée
Niosomes Oculaire Gel [35]
Microémulsion Vaginale Gel [36]
Voriconazole Ethosomes Topique I’\Io'n, [37]
précisée
Transethosomes Topique I’\Ic?n, [38]
précisée
Econazole Ethosomes Topique Gel [39]
Transethosomes Transdermique Gel [40]
Miconazole Transfersomes Topique Gel [41]
Liposomes Topique Gel [42]
Niosomes Transdermique Gel [43]
. . Non
Ketoconazole Liposomes Topique précisée [44]
Dendrimeéres Topique Hydrogel [45]
Clotrimazole Ethosomes Topique Gel [46]
. . Non
Itraconazole Liposomes Topique e [47]
. . . . Non
Amphotericin B Liposomes Intraveineuse L. [48]
précisée
Terbinafine Liposomes Topique Gel [49]
Nystatin Liposomes Intraveineuse I,\an, [50]
précisée
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L’utilisation de la nanotechnologie a été largement explorée pour développer des systémes
d’administration efficaces de médicaments vers des applications topiques et transdermiques et

par conséquent, des avantages significatifs dans 1'administration d’agents thérapeutiques.

Les médicaments a fort potentiel toxique, tels que les médicaments chimio-thérapeutiques
contre le cancer, peuvent étre administrés avec un meilleur profil de sécurité grice aux

nanotechnologies.

On peut donc considérer que la nanotechnologie est un candidat essentiel qui peut offrir de
nouvelles opportunités dans le domaine de la biologie et de la médecine. Divers matériaux a
1'échelle nanométrique sont inventés et présentent plusieurs avantages cliniques. De ce fait, la

nanomédecine est en train de devenir une référence dans le domaine des sciences de la santé.

La nanomédecine démontre que les médicaments peuvent €tre manipulés a I'échelle du
nanometre pour modifier leurs propriétés de base et leur bioactivité afin d'étre utilisés dans
des traitements non invasifs. La solubilité, la libération controlée et la délivrance ciblée sont
les caractéristiques les plus importantes que la nanotechnologie peut manipuler dans les

systémes de délivrance de médicaments [1, 51, 52].

ITII.1 Les systémes d'administration de médicaments par voie transdermique
(TDDS) :

La peau est devenue une voie d'administration de médicaments importante au cours des
derniéres décennies, non seulement pour traiter ou soulager les maladies cutanées, mais aussi
pour obtenir des effets systémiques. Cependant, la barriere naturelle imposée par la peau
principalement la couche cornée représente un défi majeur. Bien que différents agents de
pénétration chimiques et physiques aient été¢ proposés pour contourner la barriére cutanée,
l'inclusion de substances actives dans des nanoporteurs a fait l'objet d'une attention
considérable, étant donné les avantages que présentent ces systémes, en particulier ceux
composés de lipides. La biocompatibilité¢ et la biodégradabilité font partie des propriétés

attrayantes de ces matériaux[1].
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Nanoparticles . . Niosomes
Nanoemulsions - - Ethosomes
Liposomes . TDDS . Catezomes
Aquasomes . - Pharmacosomes
Transferosomes ' Chomle;l rer—— Dendrimers

Figure 07. Principaux types de nanoporteurs utilisés pour l'administration de médicaments
par voie transdermique[51]

1I1.2 Définition et structure des éthosomes :

I11.2.1 Définition :
Les éthosomes constituent la deuxiéme génération de nouveaux systémes wésiculaires, congus
pour améliorer I'administration de médicaments. Ils ont été décrits pour la premicre fois en
2000 par Touitou et al. Ils contiennent une forte teneur en éthanol (de 20 a 45 %) ainsi que
des phospholipides de nature trés élastique. L'éthanol agit comme un activateur de
pénétration. La présence d'éthanol confére une charge négative aux vésicules et réduit
¢galement leur taille. Grace a cette approche, la fluidité¢ des lipides et la perméabilité de la
membrane cellulaire ont été¢ augmentées en interagissant avec la téte polaire des molécules
lipidiques, ce qui a pour effet d'abaisser le point de fusion des lipides présents dans la couche
cornée. Cela permet de fluidifier les lipides dans la vésicule ¢lastique ainsi que ceux présents

dans la peau[53].

I11.2.2 Structure des éthosomes :
Ils sont composés principalement de phospholipides, d’une forte concentration d’éthanol et
d’eau. La forte concentration d’éthanol rend les éthosomes uniques. Typiquement, les
¢thosomes peuvent contenir des phospholipides avec diverses structures chimiques comme
phosphatidylcholine (PC), acide phosphatidique (PA), phosphatidylsérine (PS), alcool
(¢thanol ou alcool isopropylique), eau et propyléne glycol (ou autres glycols). Une telle
composition permet de fournir une forte concentration d’ingrédients actifs a travers la peau.
L’administration de médicaments peut étre modulée en modifiant 1’alcool : eau ou alcool-

polyol : rapport eau. Certains phospholipides préférés sont les phospholipides de soja tels que
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Phospholipon 90 (PL90). Il est généralement utilisé¢ dans une gamme de 0,5-10%. Cholestérol
a des concentrations allant de 0,1-1% peut également étre ajouté a la préparation. Des
exemples d’alcools, qui peuvent étre utilisés, comprennent 1’éthanol et 1’alcool isopropylique.
Parmi les glycols, le propyléne glycol est généralement utilisé. En outre, les tensioactifs non
ioniques (PEG-alkyl ethers) peuvent étre combinés avec les phospholipides dans ces

préparations[54].

Phospholipid bilayer
Polar head

Non-polar tail

Hydroethanolic solution of drug

Figure 08. Structure de base des éthosomes[55]
I11.3 Applications :

II1.3.1 Systéme éthosomique antifongique :
Le développement d’approches alternatives pour le traitement transdermique des infections
fongiques de la peau englobe de nouveaux systémes de support pour les composés approuvés
et expérimentaux. La diffusion de composés antifongiques dans la peau peut étre améliorée a
I’aide des nanoporteurs vésiculaires tels que les éthosomes. Les vésicules lipidiques ont un
taux de pénétration et une efficacité plus élevée, ainsi qu’une meilleure biodisponibilité. Les
caractéristiques physico-chimiques des nanoporteurs vésiculaires sont telles que ces
substances actives sont transportées plus efficacement a travers la couche cornée vers les

couches profondes de la peau[3].

I11.3.2 Systémes éthosomiques anti-inflammatoires :
L’¢éthosome de glycyrrhizinate d’ammonium (AG) a été test¢ par Paolino et ses collegues
pour le traitement des maladies cutanées sur des volontaires humains avec un érythéme induit
chimiquement par le méthyl-nicotinate. L’effet anti-inflammatoire du systetme (AG)
¢thosomal aprés prétraitement ou traitement des érythémes cutanés par rapport aux solutions
médicamenteuses aqueuses ou hydroéthanoliques et évalué par un spectrophotometre visible

de réflectance pour la quantification de 1’indice d’érythéme. Les résultats ont montré que les
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éthosomes AG induisaient une réduction significative de ’intensité et de la durée de

Iérythéme par rapport aux autres formulations[54].

II1.3.3 Systéme éthosomique antivirus :
Agent antiviral agissant sur le virus de I’immunodéficience acquise. Les éthosomes pourraient

augmenter le flux transdermique, prolonger la libération, par ex. Zidovudine.

II1.3.4 Systéme éthosomique antibactérien :
Les éthosomes pénetrent rapidement a travers I’épiderme et apportent une quantité
appréciable de médicaments dans la couche profonde de la peau et supprimer ’infection a
leurs racines. Des formulations contenant de la bacitracine et de 1’érythromycine pour
I’administration cutanée et intracellulaire ont été mises au point et les études ont indiqué que
les éthosomes pénétraient dans la membrane cellulaire et libéraient les molécules

médicamenteuses piégées dans les cellules[55].

II1.3.5 Systémes éthosomiques analgésiques et antipyrétiques
Une étude récente a démontré les effets antalgiques et thérapeutiques in vivo de I’ibuproféne
éthosomal transdermique chez deux types d’animaux, L’application de gel d’ibuprofene sur la
peau animale a entrainé une diminution progressive de la température corporelle des rats
fiévreux, L’effet analgésique du gel d’ibuprofeéne éthosomal a été¢ comparé au traitement oral
et un effet statistiquement plus important a été obtenu pour le systeme d’ibuproféne
¢thosomal 120 et 360 min apres I’administration et la durée de I’effet était d’au moins 6

h[54].

[ TRANSDERMALAPPLICATIONS OF ETHOSOMES ]

[ Chemotherapy ] [ Vaccination ]
NP W, N
[ Phytotherapy ]._5 o g ° . —-—-—'[ Antifungal therapy ]
o
® o o ~ 2
~ o
rLocaIAnesthesia ]*— ° ” N —'[ Antiviral therapy ]
¢ °
/ N\
[ Antimicrobial therapy ] [ Antiinflammatory therapy ]

Figure 09. Les différentes applications des éthosomes par la voie transdermiques [56]
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I1I.4 Avantages et inconvénients des éthosomes :

Tableau V. Avantages et inconvénients des éthosomes

AVANTAGES [13, 53, 55, 57, 58]

INCONVENIENTS

Eviter la dégradation du PA lors du premier
passage hépatique

Agit comme un substitut a la voie orale.

Permet l'utilisation de médicaments ayant
une demi-vie biologique courte ou une
fenétre thérapeutique étroite

Eviter les fluctuations des concentrations de
médicaments

Amélioration de la pénétration du
médicament et de 'effet systémique

Eviter les variations inter et intra
individuelles

L'arrét thérapeutique est facile et peut se
faire a tout moment.

L'administration de grosses molécules
(peptides, molécules protéiques) est
possible.

Augmentation de l'efficacité et de I'index
thérapeutique

Réduction de la toxicité de I'agent encapsulé
non-invasivité : le médicament éthosomal
est administré sous forme semi-solide (gel
ou créme), et présente donc un taux
d'observance ¢élevé pour le patient.

Les éthosomes améliorent la perméation du
médicament a travers la peau pour
I'administration transdermique et dermique.
Agir comme un réservoir de médicaments
Les médicaments hydrophobes et

Rendement tres faible et donc peu rentable

Les médicaments éthosomals ne peuvent pas
atteindre des concentrations ¢élevées de
médicaments dans le sang

Une irritation de la peau ou une dermatite
peut survenir chez certains patients en raison
de I’activateur de perméation ou des
excipients utilisés

La taille moléculaire du médicament devrait
étre raisonnable afin de permettre
’absorption percutanée

Les médicaments qui exigent un taux
sanguin ¢levé ne peuvent pas étre
administrés — limités aux seuls médicaments
puissants (dose quotidienne de 10 mg ou
moins)

Une solubilité adéquate du médicament dans
les milieux lipophiles et hydrophiles est
nécessaire pour atteindre la microcirculation
cutanée et accéder a la circulation
systémique.

Le systéme d’administration de
médicaments éthosomals est limité aux
médicaments puissants et non aux
médicaments qui nécessitent des taux
sanguins €levés

Peut provoquer une réaction allergique.
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hydrophiles peuvent étre incorporés.
Sont composés de matériaux biodégradables
et biocompatibles

I1L.5 Les différents types d’éthosomes :

IT1.5.1 Les éthosomes classiques :
Introduits pour la premiére fois par Touitou et al. (2000)[59], les éthosomes classiques sont
une modification de la formulation liposomale classique et, dans 1’ensemble, sont composés
de phospholipides, d’une concentration relativement ¢élevée d’éthanol et d’eau. Ces
nanoporteurs de vésicule ont démontré une amélioration de 1I’administration de médicaments
en raison de leur taille réduite des particules, potentiel z&ta négatif, efficacité¢ de piégeage plus
¢levée et stabilité améliorée, par rapport aux liposomes classiques. Cependant, dans la
poursuite d’un systéeme de perméation cutanée plus efficace, une nouvelle génération

d’éthosomes a été développée, a savoir des éthosomes binaires et des transethosomes[1].

II1.5.2 Les éthosomes binaires :
En 2010, Zhou et al. Ont ajouté un autre type d’alcool aux éthosomes classiques et ont ainsi
présenté des éthosomes binaires. En plus de I’éthanol, les éthosomes binaires comprennent
dans leur formulation un autre alcool, communément le propyléne glycol (PG) et 1’alcool
isopropylique. Le PG est un activateur de pénétration bien connu et offre une faible toxicité,
une irritation cutanée réduite une viscosité et une hygroscopicité plus ¢élevées par rapport a
I’éthanol, ainsi qu’une stabilité. Ceci améliore 1’affinité de médicament a la couche de derme

et augmente la conservation de médicament dans les couches profondes de la peau.

La combinaison de I’éthanol avec d’autres alcools confére aux éthosomes binaires une taille
de vésicule plus petite, une perméation cutanée plus élevée, une efficacité¢ de piégeage plus

¢levée et amélioration de la stabilité et minimisation de 1’agrégation[1].

II1.5.3 Les transéthosomes :
Une nouvelle génération d’éthosomes a été décrite par Song et al. (2012), dans le but de

combiner les avantages des liposomes déformables et des éthosomes.

Les transethosomes partagent la méme composition d’éthosomes, contenant en plus un
activateur de pénétration ou un activateur de bord (tensioactif). Des études antérieures ont fait
¢tat de résultats améliorés par rapport aux éthosomes classiques). Les transethosomes ont
montré une plus petite taille, une élasticité et une déformabilité supérieures, et une perméation
cutanée améliorée, probablement en raison d’un effet synergique entre 1’éthanol et le

tensioactif, qui favorise un réarrangement dans la bicouche lipidique de ces vésicule[1].
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Liposomes Classical Ethosomes

Penetration enhancer

or Edge activator or Isopropyl alchol

Transethosomes Binary Ethosomes

Figure 10. Représentation structurelle des liposomes et différents types d’éthosomes[1]

I11.6 Mécanisme de pénétration :
Le principal avantage des éthosomes est la pénétration améliorée des principes actifs a travers
la peau. Le mécanisme d’absorption des médicaments encapsulés dans les systémes
¢thosomals reste encore peu clair. Le processus d’absorption est supposé se produire grace a

deux effets combines, 1’effet de 1’éthanol suivi de I’effet des éthosomes[60]:

I11.6.1 Effet de I’éthanol :
L’éthanol améliore la pénétration dans la peau, son mécanisme d’action est largement connu.
L’¢thanol pénétre a travers les lipides intercellulaires, augmentant la fluidité des lipides de la
membrane cellulaire et diminuant la densit¢ de la multicouche lipidique permettant une

pénétration en profondeur des nanostructures[56, 61].

I11.6.2 Effet des éthosomes :
L’augmentation de la fluidité¢ lipidique de la membrane cellulaire causée par 1’éthanol
entraine une meilleure perméabilité a travers la peau. Ainsi, les éthosomes penétrent tres

facilement a I’interieur des couches profondes de la peau, ou ils vont fusionner avec les
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lipides cellulaires et libérer les principes actifs dans les couches les plus profondes de la

peau[55].

Intercellular pathway
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Figure 11. Mécanisme de pénétration des éthosomes[55]

II1.7 Méthodes de formulation des éthosomes :
Il existe plusieurs méthodes de préparation des éthosomes, qui peuvent varier en fonction des
conditions et des exigences spécifiques. Leur production est relativement simple et rentable,
ce qui en fait une alternative appropri¢e par rapport a d'autres systémes d'administration de

médicaments[62].

IIL1.7.1 La méthode classique a froid :
Il s'agit de la méthode la plus simple et la plus utilisée pour la préparation des systemes
¢thosomaux, et si nécessaire, Elle a été introduite par Touitou en 1996 et implique la
préparation de la phase organique et de la phase aqueuse séparément. La phase organique est
obtenue par dissolution des phospholipides (en plus des tensioactifs ou de l'activateur de
pénétration pour les transéthosomes) dans de 1'éthanol ou un mélange de solvants
(éthanol/PG) pour la préparation des éthosomes binaires. La phase aqueuse utilisée est soit de
l'eau, une solution tampon ou une solution saline normale. La phase aqueuse est ajoutée a la
phase organique en un flux fin, goutte a goutte, ou a l'aide d'une pompe seringue a un débit
constant de 175 ou 200 pL/min. Le mélange est agité¢ a une vitesse de 700rpm a l'aide d'un
agitateur magnétique. Le mélange est effectué¢ pendant 5 4 30 minutes pour obtenir la
suspension éthosomale requise. Le principe actif a incorporer dans le systeéme éthosomal sera

dissous soit dans la phase aqueuse, soit dans la phase organique, en fonction de ses propriétés
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physicochimiques. La figure 3 présente les étapes de préparation d'un systeme ethosomal en

utilisant la méthode classique a froid[63].

Sonication

Organic/aqueous Non-uniform Size-reduction Uniform
| phase [ \ vesicles J \ process ) l vesicles J
Organic phase: Aqueous phase: Ethosomal system
Classical ethosomes: phospholipids + ethanol Water or buffer system
Binary ethosomes: phospholipids + ethanol + (PG or IPA) I

Transethosomes: phospholipids + ethanol + surfactant
or penetration enhancer

Figure 12. Schéma représentatif de la méthode classique a froid pour la préparation des
systémes éthosomales[63]

II1.7.2 La méthode a chaud :
Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par l'inventeur des éthosomes en 1996. Dans
un récipient, le phospholipide est dispersé dans l'eau puis placé dans un bain-marie a 40°C
jusqu'a I'obtention d'une suspension colloidale. Dans un autre récipient, I'éthanol est chauffé a
40°C puis ajouté goutte a goutte a la dispersion de phospholipides sous un mélange continu a
l'aide d'un agitateur mécanique ou magnétique. Le principe actif est dissous dans la phase

organique ou aqueuse, en fonction de ses propriétés hydrophiles/hydrophobes[63].

111.8 Contrdle des éthosomes :

I11.8.1 Mesure de la taille des vésicules :
La taille des vésicules a été déterminée par la méthode de diffusion dynamique de la lumiére
(DLS), en utilisant un systéme d'inspection informatisé¢ (MalvernZetasizer Nano-ZS, Malvern,
U.K.) avec le logiciel DTS® (Nano). Pour la mesure de la taille des vésicules, la suspension
vésiculaire a ¢ét¢ diluée avec de l'eau distillée et placée dans les cuves du zetasizer. Les
mesures ont ensuite été effectuées a 25°C. Les mesures DLS ont été effectuées en alternant

des cycles de température croissante et décroissante a chaque température. L'échantillon a été
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équilibré pendant au moins 3 minutes avant d'effectuer la mesure. Le diametre
hydrodynamique moyen des éthosomes considérés correspond a la valeur moyenne Z mesurée

par DLS. Les données ont donc été collectées pour la taille et la distribution des vésicules[33].

I11.8.2 Mesure du potentiel zéta :
Le potentiel zéta (PZ) est la mesure de l'ampleur de la répulsion ou de l'attraction
¢lectrostatique ou de charge entre les particules et est connu pour affecter la stabilité. Sa
mesure permet de mieux comprendre les causes de la dispersion, de l'agrégation ou de la
floculation, et peut étre utilisée pour améliorer la formulation des éthosomes. Presque tous les
matériaux particulaires ou macroscopiques en contact avec un liquide acquicrent une charge
¢lectronique a leur surface. En général, les particules peuvent étre dispersées de maniére
stable lorsque la valeur absolue du potentiel z€ta est supérieur a 30 mV. En outre, le potentiel
z€ta inférieur a 20 mV est d'une stabilit¢ limitée et celui inférieur a SmV montre une
agrégation rapide. Cependant, plusieurs études ont rapporté que les potentiels zéta des
formulations d'éthosome se situaient entre -10 et -20 mV. Le potentiel zéta de la formulation

¢thosomale a été déterminé a I'aide d'un Zeta Sizer (Nano-ZS, Malvern, U.K.) a 25°C[33].

I11.8.3 Efficacité du piégeage des médicaments (EE%):
Le pourcentage d’encapsulation représente la capacité des éthosomes a piéger efficacement
les principes actifs lipophiles et hydrophiles, cela peut s'expliquer par le degré élevé de
lamellarité et la présence d'éthanol dans les vésicules. En outre, les formulations éthosomales

possédent une plus grande capacité de piégeage en comparaison avec les liposomes[64].

Le (EE%) des éthosomes dépend de la taille de la vésicule, des phospholipides utilisés, du
rapport des composants de la bicouche lipidique, du pH et de la force ionique du milieu. Elle
est mesurée en séparant le médicament libre des vésicules a l'aide de techniques telles que la
dialyse, l'ultrafiltration, l'ultracentrifugation, la chromatographie sur gel et la centrifugation
sur mini-colonne. L'analyse de l'efficacité du piégeage effectuée par ultracentrifugation est
moins spécifique, sensible et sélective que les autres techniques. La faible sélectivité et

sensibilité est attribuée a la déformation des vésicules pendant 'ultracentrifugation[53].
Elle peut étre calculée par la formule suivante[3] :

quantité totale du FLZ — quantité non encapsulée du FLZ
(EE%) = — %X 100
quantité totale du FLZ
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I11.8.4 Mesure du taux de chargement (TC%) :
Le taux de chargement correspond a la masse de la substance active encapsulée par rapport a

la masse de nanoparticules :

(TC%) = quantité totale du FLZ — quantité non encapsulée du FLZ 100
Yo masse des nanoparticules

I11.8.5 Forme des vésicules et morphologie de la surface :
Les vésicules d’éthosome ont été visualisées par microscopie électronique a transmission
(microscope électronique TEM Philips Technai, Pays-Bas). Une goutte de solution
¢thosomique a été séchée sur une grille microscopique enduite de carbone, pour étre adsorbée
et le surplus a été ¢liminé par du papier filtre. Une goutte de solution aqueuse a 1 % d’acide
phosphotungstique (PTA) a ensuite été ajoutée et laissée en contact avec 1’échantillon pendant
5 minutes. La solution excédentaire a été éliminée et I’échantillon a été séché a 1’état de piece
avant que les vésicules aient ét¢ vues sous TEM fonctionnant a une tension d’accélération de

200 KV[33].

28



Partie expérimentale

29



Problématique :

La principale exigence du traitement antifongique dermique est la bonne pénétration des
médicaments dans les différentes couches de la peau afin de garantir des concentrations
efficaces du principe actif. Les formes d’administration topique conventionnelles présentent
certains inconvénients importants, notamment une pénétration médiocre du médicament, ce
qui se traduit par une efficacit¢é moindre, une hypersensibilité¢ liée au médicament et des
profils de toxicit¢ ¢élevés. Récemment, de nombreux systemes d’administration
nanovésiculaires ont été mis au point et utilisés avec succes dans le traitement des infections
fongiques, parmi lesquelles, on retrouve les éthosomes, plus précisément les éthosomes
binaires, qui représentent une modification de la formulation liposomale classique et qui ont
démontré leur capacit¢ a minimiser les inconvénients potentiels des médicaments
antifongiques grace a leurs caractéristiques uniques telles que leur taille réduite, leur
¢lasticité, ’amélioration de la pénétration a travers les couches profondes de la peau, ainsi que
la réduction du risque d'effets secondaires systémiques. Dans notre étude, nous avons évalué
ces nouveaux systémes d'administration chargés de Fluconazole utilisés pour la lutte contre

les infections a Candida albicans.

Objectifs de I’étude :
Notre étude a un objectif principal et un objectif secondaire :
» Objectif principal : étude de I’influence des paramétres de formulation et de procédes
sur les caractéristiques d’'un nanomédicament a activité antifongique.

» Objectif secondaire : ¢évaluation de 1’activité antifongique des formulations

¢thosomales préparées.
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IV.1 Matériel :

Tableau VI. Matériel utilisé dans la partie expérimentale

Matériel Références
Balance analytique Ohaus PR series
Balance analytique de précision Ohaus
Plaque chauffante agitatrice magnétique Yellow line MSH basic
Autoclave vertical automatique Ray
Four pasteur
Bec Benzen
Anse de platine /écouvillons stériles
Micropipette + embouts bleus et jaunes ACCUMAX PRO

Etuve bactériologique / Incubateur Vol. 53 Mod. INB400 Memmert®

litres
Bain marie Memmert®
Boites de petri
Vortex ISOLAB
Colorimeétre de laboratoire WPA C07500
Lecteur de microplaques a 96 puits BioTek ELx808
Spectrophotométre Optizen
Centrifugeuse réfrigerante Sigma 2-16K
Bain sonicateur Haver USC
ZE€ta sizer nanoseries Zé&ta sizer Nano ZS90

Verrerie : éprouvette 1000ml, erlen meyer
2000ml, tubes en verre stériles, tubes a vis,
tubes a hémolyse, flacons en verre, tubes
Eppendorf, entonnoir, portoir, béchers, cuves
en quartz et en verre, spatules, verre a montre,
micro filtre a 45um, barreaux magnetiques.
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e Matiéres premieres :

Milieux utilisés :
- SD (Sabouraud dextrose)
- SDA (Sabouraud dextrose agar)
- BHIB (brain heart infusion)
Principe actif :

- Le fluconazole (FLZ) a été offert en tant qu'échantillon de la part du Laboratoire

MERINAL d’Alger ;
Excipients :

- Eau distillée stérilisée /Eau distillée

- DMSO (dimethyl sulfoxide)

- La lécithine de soja a été achetée de chez AROMAZONE

- L’¢éthanol absolu a été obtenu du laboratoire de pharmacie galénique
Agents fongiques :

Trois souches de Candida albicans (une identifiéee du CHU Tlemcen service de

parasitologie et ATCC : ATCC 26 ; ATCC 10 10).

Figure 13. Lécithine de soja et Fluconazole pour la préparation des éthosomes
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1V.2 Méthodes :
1V.2.1 Formulation des éthosomes a blanc :

e Protocole de formulation :

Neuf formulations d'éthosomes classiques a blanc ont été préparées en utilisant la méthode a
froid. Une quantité précise de lécithine de soja (2-5%,) a été prélevée dans un Erlen Meyer
recouvert avec du parafilm et dissoute dans de 1'éthanol (20-50%,) sous agitation continue a
l'aide d'un agitateur magnétique a une vitesse de 700 tours par minute et a 30°c pendant 10
minutes. Un volume précis d'eau distillée chauffée a 30°c (QSP 100%) a été ajouté goutte a
goutte tout en agitant pendant 15 minutes pour préparer la dispersion colloidale d'éthosomes.
L'agitation de la dispersion éthosomale préparée s'est poursuivie pendant 5 minutes a
température ambiante. Toutes les formulations préparées ont été¢ soumises a trois temps de
sonication différents a savoir : 15 minutes, 22,5 minutes et 30 minutes[65, 66] en utilisant le
bain sonicateur. La composition des formulations éthosomales a blanc est présentée dans le

Tableau VII.

Figure 14. Les étapes de formulation des éthosomes par la méthode a froid
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Tableau VII. Composition des formulations éthosomales a blanc

Formulation Masse de la Volume de Eau
lécithine de soja I’éthanol
F1 2% 20%
F2 2% 35%
F3 2% 50%
s o = SP 100%
FS 3,5% 35% Q 0
F6 3,5% 50%
F7 5% 20%
F8 5% 35%
F9 5% 50%

1V.2.2 Formulation des éthosomes binaires :
A partir des formulations a blanc, les 3 formulations les plus stables (F1, F2, F8) ont été

choisies pour formuler les éthosomes binaires.
e Protocole de formulation :

Neuf formulations éthosomales binaires a base de Fluconazole ont été préparées en utilisant la
méthode a froid. La composition des formulations est représentée dans le Tableau VIII. Une
quantité précise de lécithine de soja (2-5%) a été prélevée dans un Erlen Meyer recouvert avec
du parafilm et dissoute dans un mélange d’éthanol et d’alcool isopropylique (20-50%), de
Fluconazole (0,5%) et de cholestérol (1%) sous agitation continue a l'aide d'un agitateur
magnétique a une vitesse de 700 tours par minute et a 30°c pendant 5 minutes, apres (20%) de
Propyléne glycol a été ajouté a la fois, 1’agitation s’est poursuivie pendant 5 minutes. Un
volume précis d'eau distillée chauffée a 30°c (QSP 100%) a été ajouté goutte a goutte tout en
agitant pendant 15 minutes pour préparer la dispersion colloidale d'éthosomes. L'agitation de
la dispersion éthosomale préparée s'est poursuivie pendant 5 minutes a température ambiante.
Toutes les formulations préparées ont été soumises a la sonication dans un bain ultrasons

pendant 22,5 minutes[66].

35



Matériel et méthodes

Tableau VIII. Composition des formulations éthosomales binaires

Masse
Formulati ,d? lz} Volume du mélange | Flucona | Choléster | Propylé
ons lécithin . Eau
e de alcoolique zole ol ne glycol
soja
Alcool
Ethanol | isopropyliq
ue
F1 2% 15% 5% 0,5% 1% 20%
F2 2% 12 ,5% 7,5% 0,5% 1% 20%
F3 2% 10% 10% 0,5% 1% 20%
F4 2% 30% 5% 0,5% 1% 20%
QSP
F5 2% 27,5% 7,5% 0,5% 1% 20% 100
%
F6 2% 25% 10% 0,5% 1% 20%
F7 5% 30% 5% 0,5% 1% 20%
F8 5% 27,5% 7,5% 0,5% 1% 20%
F9 5% 25% 10% 0,5% 1% 20%

IV.2.3 Détermination de la taille des particules et du potentiel zéta des éthosomes
binaires :

La détermination de la taille des particules éthosomales et du potentiel zEéta s’est effectuée a

I’aide de ’appareil Zéta Sizer nanoséries, Le zetasizer nano ZS (Malvern Instruments) permet

d’¢tudier la taille, le potentiel zéta et la stabilit¢ de particules en solution. La taille des

particules est mesurée dans une gamme allant de 0.6 nm a 6 pm par diffusion dynamique de la

lumicre en se basant sur le mouvement Brownien des particules. L’analyse est basée sur la

vitesse de déplacement des particules qui dépend de leur taille. Le potentiel zéta
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correspondant a la charge de surface des particules est mesuré par la combinaison des
techniques de vélocité Dopler et d’électrophorese. La vitesse de déplacement des particules

est analysée dans un liquide sous un champ ¢électrique[67].

Figure 15. Zeta sizer nanoseries

IV.2.4 Détermination du pourcentage d’encapsulation du Fluconazole
(EE%) dans les éthosomes binaires :
e Préparation de la solution mére de Fluconazole :
50(ng) de (FLZ) a été dissoute dans 50(ml) de méthanol, une série de dilutions au 1/10°™ a
été effectué dans le but de déterminer la longueur d’onde maximale d’absorption du (FLZ) par
un balayage entre 200-400nm. La longueur d’onde maximale obtenue est de 250nm. Les
absorbances des dilutions préparées de (FLZ) ont été mesurées et mentionnées dans le

Tableau XI des résultats.
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Figure 16. Spectrophotomeétre pour la mesure des absorbances des solutions de Fluconazole

e Détermination de la quantité du Fluconazole non encapsulée :

Le volume total des suspensions éthosomales binaires a été mesuré. 5 ml de ces formulations
ont été dilués avec de I'eau distillée jusqu'a 8 ml et centrifugés a 15 000 tours/minute pendant
45 minutes a 4°C a l'aide d'une centrifugeuse réfrigérante[33]. Apres centrifugation, le
surnageant a été récupéré, le volume a été mesuré. La concentration de Fluconazole dans le
surnageant a ét¢ analysée par méthode spectroscopique UV a 250 nm apres avoir effectué une
dilution sur I’ensemble des surnageants. Les absorbances obtenues sont mentionnées dans le

Tableau XII dans la partie des résultats.

Figure 17. Détermination de la quantité du Fluconazole non encapsulée par la méthode
de I’ultra centrifugation
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IV.2.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI de la solution
de Fluconazole par la méthode des microplaques :
Ce travail a été réalis¢ au niveau du Laboratoire de Microbiologie Appliqué a 1’Agro-
Alimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de I’Université Abou-Bekr
Belkaid-Tlemcen.

Microbiologie
- Alimentaire

edical

a I’Environnement

Figure 18. Laboratoire LAMAABE

e Préparation des milieux :
-Préparation du milieu Sabouraud Dextrose a 15g/500ml.
-Verser les milieux dans des flacons en verre.

-Stérilisation a ’autoclave des 06 flacons en verres contenant les deux milieux et 02 flacons

d’eau distillée a 121°c pendant 15min.

-Stérilisation au four pasteur des tubes en verre et des pipettes pasteur.

Figure 19. Etapes de la préparation des milieux de culture

o Revivification des souches de Candida albicans :

Trois souches de Candida albicans ont été utilisées : la souche ATCC 26, la souche ATCC
1010 et une souche isolée d’une onychomycose et identifiée au service de parasitologie du

CHU de Tlemcen.
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Ajouter un volume du bouillon nutritif BHIB dans les tubes en verre contenant les souches a
revivifier, ces derniers ont ét¢ mélangés a I’aide d’un vortex puis incubés a 37°c dans une

¢tuve pendant 24H. Cette étape contribue a I’enrichissement et la revivification des souches.

Figure 20. Etapes de la revivification des souches de Candida albicans

e Repiquage des souches fongiques sur milieu solide :

100ul des différentes souches de Candida albicans ont été repiquées sur deux boites de Pétri
contenant chacune le milieu (SDA) par la méthode d’ensemencement par épuisement de

maniére a obtenir des colonies isolées, puis incubées a une température de 37°C pendant 48

heures.

e Lecture des boites de Pétri :
La culture en boite de Pétri des souches de Candida albicans donne des colonies qui sont

rondes, de couleur blanche ou créme.

Figure 21. Lecture des boites de Pétri de la souche ATCC 26, ATCC1010, Cai en
comparaision avec le temoin négatif
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e Préparation de la solution mere de Fluconazole :

La masse du Fluconazole a été pesée a 1’aide d’une balance analytique de précision a quatre

chiffres, afin de préparer la solution mére dont la concentration est de 128 pg/ml.

Figure 22. Pesée du Fluconazole

e Préparation de ’inoculum et mesure de la densité optique :

A partir des boites contenant les colonies pures et jeunes, nous awvons préparé¢ deux
suspensions pour chaque souche, a 1’aide d’une anse de platine nous avons prélevé une
colonie isolée qui a ét¢ déchargé dans un tube contenant 10ml de bouillon Sabouraud
déxtrose, puis nous avons mélangé a I’aide d’un vortex et incubé a 30°c dans une étuve

pendant 24 heures.

Figure 23. Préparation de I’inoculum
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e Ajustement de la charge fongique :

Les suspensions ont ét¢ homogénéisées et diluées de fagon a obtenir un inoculum d’une
opacité équivalente au standard McFarland de 0,1 ce qui correspond & 10° UFC/ml pour les

champignons (D.O de 0,08 a 0,1 lue a 590nm).

La souche ATCC 26 a été diluée avec le milieu Sabouraud dextrose stérile au 1/3e pour passer

d’une D.0=0,3 4 0,1.

La souche ATCC1010 a été diluée avec le milieu Sabouraud dextrose stérile pour passer

d’une D.0=0,21 a 0,09.

La souche identifiée au service de parasitologie a été diluée avec le milieu Sabouraud

dextrose stérile pour passer d’'une D.0=0,25 a 0,09.

Figure 24. Ajustement de la densité optique de l'inoculum des différentes souches a l'aide
d'un densitomeétre

e Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI par la méthode des

microplaques :

De facon générale la CMI est la plus faible concentration capable d’inhiber toute croissance
visible aprés un temps d’incubation de 18 a 24 h. La technique de microdilution dans les

microplaques a 96 puits est la méthode choisie pour déterminer la CMI du Fluconazole [1].

Trois microplaques ont été utilisées pour les trois souches de Candida albicans, deux lignes
ont été réservées aux témoins négatifs, I'une contenant le milieu Sabouraud déxtrose stérile et
’autre contenant du DMSO, deux lignes correspondent aux différentes dilutions de la solution
de Fluconazole a 128pug/ml, 100ul des dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256,
1/512, 1/1024) additionnés de 20ul/puit de la suspension de levures, et une derniére ligne
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contenant 20ul de suspension de levures comme témoin positif. Les microplaques ont été

incubées a 37°c pendant 24 heures.

iz
e £
e

Figure 25. Détermination de la CMI sur microplaque de dilution

IV.2.6 Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI de la
formulation éthosomale binaire optimale par la méthode des microplaques :

L'activit¢ antifongique du (FLZ) provenant de la formulation éthosomale binaire (Fbl)
optimale a été déterminée en utilisant deux souches de Candida albicans ATCC 26 et ATCC
1010, en adoptant la méthode de référence pour l'antibiogramme des levures par microdilution
en bouillon, proposée par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI - M27-S4)[68].
Deux microplaques ont été utilisées pour les deux souches de Candida albicans Ca26 et
Cal010. Deux lignes ont été réservées aux témoins négatifs, la premiére contenant le milieu
Sabouraud déxtrose stérile, la 2°™ contenant la formulation éthosomale binaire optimale
(Fbl) a blanc, deux lignes correspondants aux différentes dilutions de la formulation
¢thosomale binaire optimale chargée en (FLZ) a (Smg/ml), 100ul des dilutions (1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512) additionnés de 20ul/puit de la suspension de levures,
puis une derniere ligne contenant 20ul de suspension de levures comme témoin positif. Les

microplaques ont été incubées a 37°c pendant 24 heures.
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V.1 Résultats :

et binaires :

Résultats et discussion

Mesure de la taille des particules et du potentiel zéta des éthosomes a blanc :

V.1.1 Mesure de la taille des particules et du potentiel zéta des éthosomes a blanc

Les résultats de la taille des particules et du potentiel zéta des éthosomes a blanc sont détaillés

dans Tableau IX ci-dessous :

Tableau IX. Taille des particules et le potentiel z&éta des éthosomes a blanc

Temps de Paramétre
sonication X F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8 F9
. mesure
(min)
fs:rlll)e 1083 | 656,5 | 1747,5 | 1669 | 1320 | 3472 | 2023 | 1305 | 4070
15 min )
Potentiel - 5 | o1 | L5 | 41,1 | 129 | 118 | <11 | <108 | -10.3
zéta (mV)
Taille | o636 | 577,37 | 3893 | 9% | 1260 | 2°0% | 1678 | 983.8 | 1105
(nm) 5 >
22,5 min .
Potentiel | 5551 197 | L15 |-134| -142 | -19,5 | 99 | 39,6 | -12,1
zéta (mV)
’f:llllllll)e 735 | 4142 | 5816 | 8892 | 1059 | 1878 |2419| 789 | 9785
30 min
Potentiel )
sta(my) | 225 | 935 | G155 [ -124 -1 8IS | o] 012 | 410

Mesure de la taille des particules et du potentiel zéta des éthosomes binaires :

Les résultats de la taille des particules et du potentiel zEéta des éthosomes sont détaillés en

Annexe II, la moyenne des résultats est présentée dans le Tableau X ci-dessous :
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Tableau X. Taille des particules et le potentiel zéta des éthosomes binaires

Parameétre

mesuré

F1

F2

F3

F4

F5

Fé6

F7

F8

F9

Moyenne
des tailles

(nm)

742,5

1007,6

1111,5

1171

2052,5 | 2288

1113,6

1219,5

1273

Moyenne
du
potentiel

zéta (mV)

-15

-11,5

-9,91

-18,6

-48,45 | -23,1

-10,21

-14,3

-22,5

V.1.2 Résultats de la détermination du pourcentage d’encapsulation du

Fluconazole (EE%) :

Les résultats des absorbances des dilutions de la solution de (FLZ) sont présentés ci-

dessous dans le Tableau XI:

Tableau XI. Tableau des absorbances des dilutions de Fluconazole

Dilutions 1/10 | 1/20 | 1/30 | 1/40 | 1/50 | 1/60 | 1/70 | 1/80 | 1/90 | 1/100
Absorbances | 0,12 | 0,13 | 0,14 | 0.15 | 0,158 | 0,17 | 0,18 | 0,189 | 0,2 1,21
Courbe d'étalonnage de I'absorbance en fonction de la
025 concentration du Fluconazole

’ y =0,001x+0,1098
R? =0,9995

0,2
(11
O

Z 0,15
o
%

3 o1
o
<

0,05

0

3

4

5 6

CONCENTRATION (ug/ml)

10

Figure 26. Courbe d'étalonnage de 1'absorbance en fonction de la concentration du
Fluconazole
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e Résultats de l1a mesure de ’absorbances des surnageants des formulations
binaires :
Les résultats des absorbances des surnageants des éthosomes binaires sont présentés ci-

dessous dans le Tableau XII :

Tableau XII. Tableau des absorbances des surnageants des éthosomes binaires

Surnageants
binaires F1 F2 F3 F4 FS Fé6 F7 F8 F9
(1/29)

Absorbance | 0,321 | 0,284 | 0,328 | 0,306 | 0,543 | 0,554 | 0,418 | 0,531 | 0,991

Le pourcentage de piégeage du médicament a été calculé a 1'aide de I'équation suivante [33]:

quantité totale du flc — quantité non encapsulée du flc
(EE%) = — %X 100
quantité totale du flc

Selon I’équation : y = 0,001x + 0,1098 de la courbe d'étalonnage de I'absorbance en fonction
de la concentration du Fluconazole, on détermine les (EE%) de chaque formulation binaire,

les résultats sont présentés dans le Tableau XIII ci-dessous :

Tableau XIII. Résultats des pourcentages d’encapsulations des éthosomes binaires

Formulatio

. . F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8 F9
ns binaires

87,75 | 89,89 | 87,34 | 88,62 | 74,87 | 74,24 | 82,12 | 75,57 | 48,89

0
EE% % % % % % % % % %

V.1.3 Résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI
de la solution de Fluconazole et de la formulation éthosomale binaire optimale
par la méthode des microplaques :

e Lecture des microplaques :
Les résultats des microplaques contenants les formulations éthosomales sont présentés dans la

Figure 27 ci-dessous :
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Figure 27. Lecteur de microplaques BioTek ELx808

Les résultats des CMI du Fluconazole en solution et encapsulé sont présentés dans le Tableau

XIV ci-dessous :

Tableau XIV. Résultats des CMI de la solution de (FLZ) et de la formulation éthosomale
binaire optimale

CMI (ng/ml)

Solution de (FLZ) a (128ng/ml) 16 (ng/ml)

Formulation éthosomale binaire optimale

chargée de (FLZ) (Smg/ml)

39,06 (ug/ml)
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V.2 Discussion :

V.2.1 Influence du temps de sonication sur la taille des particules :

Influence du temps de sonication sur la taille des particules des
éthosomes a blanc :

6000
5500
5000
4500
4000

3500
B 15min

M 22,5min

M 30min

3000
2500
2000

1500
1000
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

Figure 28. Influence du temps de sonication sur la taille des particules des éthosomes a blanc

o

o

L'effet sur la taille des particules a ét¢ observé en faisant varier la durée d'application de la
sonication (15min, 22,5min, 30min)[69-71] pour étudier I’influence du temps de sonication
sur la taille des particules. Il a été observé que 1'augmentation du temps de sonication entraine
une réduction de la taille pour la majorité des formulations de 4070 a 656,5 nm aprés 15min,
de 3893 a 577,37 nm apreés 22,5min et de 5816 a 414,2nm aprés 30min. Le temps de
sonication de 22,5min a eu un impact négatif sur la taille des vésicules. Il a été observé qu'en
augmentant le temps de sonication de 15min a 22,5min, la taille des vésicules de la

formulation diminuait[72, 73].

On observe une augmentation de la taille des particules apres 30min jusqu’a 5816nm ce qui
peut étre due a une sonication excessive[74]. En se basant sur ces résultats, le temps de

sonication optimal retenu pour la suite des formulations est de 22,5min.
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V.2.2 Influence de I’éthanol sur la taille des particules et le potentiel zéta:

e Ethosomes a blanc :

Influence de la concentration de I'éthanol sur la taille des particules
des éthosomes a blanc:

4000
3500
3000
2500

2000

1500
1000
0

F1(20%)  F2(35%)  F3(50%) (20%)  F5(35%)  F6 (50%) (20%)  F8(35%)  F9 (50%)

o

Figure 29. Influence de la concentration de 1'éthanol sur la taille des particules des éthosomes
a blanc

La taille et la forme des particules sont connues pour affecter la stabilité physique des
vésicules et 1'absorption cellulaire. La taille des particules des éthosomes a blanc varient de
577,37 a 3893 nm, on a constaté qu’en fixant la concentration de la 1écithine de soja a 2%
pour (F1,F2), a 3,5% pour (F4,F5) et a 5% pour (F7,F8) tout en augmentant la concentration
d’éthanol de 20%, 35% dans chaque formulations, la taille des particules a diminuée, nos
résultats sont similaires a ceux « Ehab R. Bendas et Mina I. Tadros » qui dans leur étude
montrent que la relation entre la concentration d’éthanol et la taille des particules est
inversement proportionnelle[75]. Cependant, lorsqu’on a augment¢ la concentration d’éthanol
a 50% pour les formulations (F3,F6,F9), nous avons attest¢ une augmentation notable dans la
taille des particules, ces résultats concordent avec ceux de 1’auteur « Abdulbaqi et Al » dans
son étude qui affirme que 1'augmentation de la concentration d'éthanol au-dela du niveau

optimal entralnerait une légére augmentation de la taille des vésicules[63].
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Influence de la concentration de I'éthanol sur le
potentiel zéta des éthosomes a blanc :

40
35
30
25

20

0 I I I

F1(20%) F2 (35%) F3 (50%) 4 (20%) 5 (35%) 6 (50%) 7 (20%) 8 (35%) F9 (50%)

[€,]

[any
o

(€]

Figure 30. Influence de la concentration de 1'éthanol sur le potentiel zéta des éthosomes a
blanc

Le potentiel z€ta est la mesure de I'ampleur de la répulsion ou de l'attraction électrostatique et
est connu pour affecter la stabilité. Sa mesure permet de mieux comprendre les causes de la
dispersion, de l'agrégation ou de la floculation, et peut étre utilisée pour améliorer la
formulation des éthosomes[33]. Les résultats présentés dans 1’histogramme montrent que le
potentiel zEta des éthosomes a blanc varie de -9,9 mV a -39,6 mV, ce qui laisse prévoir une

bonne stabilité des formulations, ce qui concorde avec les études de « Y Zhai et Al »[76].
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e Ethosomes binaires :

Influence de la concentration de I'éthanol sur la
taille des particules des éthosomes binaires :

2500
2000

1500

1000
50 “\ |||
0

1(15%) F2(12,5%) F3(10%) F4(30%) F5(27,5%) F6(25%) F7(30%) F8(27,5%) F9 (25%)

o

Figure 31. Influence de la concentration de 1'é¢thanol sur la taille des particules des éthosomes
binaires

Pour les éthosomes binaires on constate que la diminution de la concentration de 1’éthanol au
sein du mélange (éthanol-IPA) dans les formulations (F1, F2, F3), (F4, F5, F6) et (F7, F8, F9)

a conduit a une augmentation de la taille des particules éthosomales.

Ces résultats sont en accord avec les rapports précédents qui suggéraient que la diminution de
la taille avec l'augmentation de la concentration d'éthanol était probablement due a la
modification par I'éthanol de la charge de surface nette des vésicules conduisant a une

stabilisation stérique et a une réduction de la taille des particules[65].
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Influence de la concentration de I'éthanol sur le
potentiel z&ta des éthosomes binaires :

50
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Figure 32. Influence de la concentration de 1'éthanol sur le potentiel zéta des éthosomes
binaires

Le potentiel zéta varie de -10 a -49,8mv, sont considérés comme des systemes de stabilité

acceptable[76].

V.2.3 Influence de lécithine de soja sur la taille des particules :

e Ethosomes a blanc :

Influence de lécithine de soja sur la taille des

oo particules des éthosomes a blanc :

3500
3000
2500
2000

1500

1000

| [ | l
0

F1(2%)  F4(3,5%) F7 (5%) (2%) F5 (3,5%) F8 (5%) 3(2%) F6 (3,5%) (5%)

o

Figure 33. Influence de Iécithine de soja sur la taille des particules des éthosomes a blanc
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L'augmentation de la concentration en phospholipides de (2%) jusqu’a (5%) tout en
maintenant la concentration en éthanol a 20% pour (F1, F4, F7), 35% pour (F2, F5, F8) et
(50%) pour (F3, F6, F9) a augment¢ la taille des particules.

Influence de la |écithine de soja sur le potentiel
zéta des éthosomes a blanc:

F1(2%) F4 (3,5%) F7 (5%) 2 (2%) F5 (3,5%) 8 (5%) F3 (2%) 6 (3,5%) F9 (5%)

40

35

30

25

20
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€]

1

o
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o

Figure 34. Influence de la lécithine de soja sur le potentiel zéta des éthosomes a blanc

le potentiel zéta des éthosomes a blanc varie de -9,9 mV a -39,6 mV, et selon les études
bibliographiques les systémes colloidaux ayant un potentiel zéta de -12,5 mV sont considérés

comme des systémes de stabilité acceptable[76].
e Ethosomes binaires :

influence de la |écithine de soja sur la taille des

particules des éthosomes binaires
2500

2000

1500

1000
) I I

F1(2%) F2 (2%) 3(2%) 4 (2%) 5(2%) 6 (2%) 7 (5%) 8 (5%) 9 (5%)

o

o

Figure 35. Influence de la lécithine de soja sur la taille des particules des éthosomes binaires
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En comparant les formulations ayant des concentrations similaires en éthanol comme suit :
(30%, 27.5%, 25%) et des concentrations croissantes en lécithine de soja de 2% (F4, F5, F6)
et de 5% (F7, F8, F9) on constate une diminution de la taille des particules, Des résultats

similaires ont été observés dans 1I’étude de « Alhanouf A. Aljohani et Al »[65].

influence de la |écithine de soja sur le potentiel
zéta des éthosomes binaires

60
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Figure 36. Influence de la lécithine de soja sur le potentiel zéta des éthosomes binaires
Le potentiel zéta varie de -10 a -49,8mv, sont considérés comme des systémes de stabilité

acceptable[76].

V.2.4 Influence de I’éthanol et de la l1écithine de soja sur le pourcentage

d’encapsulation (EE%) :

Efficacité de piégage du Fluconazole des éthosomes binaires :
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Figure 37. Influence de I’éthanol et de la 1écithine de soja sur le pourcentage d’encapsulation
(EE%) des éthosomes binaires

Afin d'atteindre 1'efficacité maximale d'encapsulation du Fluconazole, les éthosomes ont été
préparés a différentes concentrations de phospholipides et d'éthanol. L’efficacité
d'encapsulation du principe actif dépend de la concentration en phospholipides et en éthanol

utilisée dans la préparation.

o Effet de ’éthanol sur le EE% :
L’augmentation de la concentration d'éthanol dans les éthosomes a entrainé une diminution de
l'efficacité d'encapsulation du médicament. Ainsi, l'augmentation de la teneur en éthanol de
20 a 35% tout en maintenant la teneur en phospholipides constante a 2% pour les éthosomes
binaires « F1,F2,F3,F4,F5 et F6 » a entrainé une diminution de I'efficacité¢ d'encapsulation du
Fluconazole de 89,89% a 74,24% pour les formulations binaires, nos résultats s’opposent a
ceux de « Abdulbaqi et Al» qui cite que l'augmentation de la concentration d'éthanol
augmente l'efficacit¢ de piégeage et que cette relation s'est avérée linéaire, avec des
concentrations d'éthanol comprises entre 20 % et 40 %[63, 79]. Cela peut s'expliquer par le
fait que lorsque la taille des particules éthosomales a été réduite par l'effet de 1'éthanol, le
volume du noyau central et des bicouches lipidiques a également diminué. D’autre part,
l'augmentation de la perméabilité membranaire due a la concentration élevée en éthanol
entrainant une fuite du principe actif a travers la bicouche lipidique pourrait également

expliquer la baisse du (EE%)[80-82].

C'est pourquoi la concentration d'éthanol doit étre optimisée au cours du processus de
formulation, car a de faibles concentrations, l'efficacité du piégeage sera minimale, et a des
concentrations trés ¢levées, la membrane éthosomale sera plus perméable car les
phospholipides peuvent étre facilement dissous dans 1'éthanol, ce qui entrainera une réduction

significative de 1'efficacité du piégeage[63].

o [Effet de la lécithine de soja sur le EE% :
L'augmentation de la concentration en lécithine de soja de 2 a 5% tout en maintenant la
concentration en ¢éthanol a 35% pour les formulations binaires « F4, F5, F6, F7, F8 et F9 » a
eu un effet négatif sur le (EE%) qui a diminué¢ de 88,62% a 48,89%. Contrairement a «
Abdulbaqi et Al» qui a trouvé dans son étude que la gamme de concentration des
phospholipides dans une formulation éthosomale est de 0,5 % a 5 %, et que I'augmentation de
la concentration en phospholipides augmente 1'efficacité du piégeage de fagon significative.

Cependant, la relation n'est vraie que jusqu'a une certaine concentration, apres laquelle une
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augmentation supplémentaire de la concentration en phospholipides n'aura pas d'effet sur
l'efficacité du piégeage[63]. De méme pour ’auteur « Aljohani et Al » qui a montré dans son
é¢tude que 1’augmentation du (EE%) en augmentant la concentration en phospholipides
pourrait étre attribuée a I'augmentation de la rigidité de la structure de la bicouche lipidique et
a l'augmentation du ratio du volume lipidique par rapport au volume hydroalcoolique des

vésicules[65].

Ces résultats concordent avec les rapports précédents, dans lesquels des concentrations plus
¢levées de phospholipides fournissaient plus d'espace vésiculaire dans lequel le médicament

pouvait étre contenu[80].

V.2.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI de la solution
de Fluconazole et de la formulation éthosomale binaire optimale par la
méthode des microplaques :

e Interprétation de la CMI de la solution de Fluconazole :

Selon la littérature[83], la sensibilit¢ de Candida albicans au (FLZ) est interprétée comme

suite :

» Sensible : CMI < 8 (ug/ml).
» Sensibilité dose-dépendante : CMI entre 16 et 32 (pg/ml).
» Résistent : CMI > 64 (ng/ml).

En se basant sur la littérature nous concluons que les souches Ca26 et Cal010 ont une

sensibilité¢ dose-dépendante envers le (FLZ).

e Comparaison entre ’activité antifongique de la solution de Fluconazole et des

formulations éthosomales chargées en Fluconazole :

L'efficacité in vitro des éthosomes chargés en Fluconazole pour le traitement de la candidose
a ¢té ¢évaluée par rapport a la solution du principe actif, il a été constaté que les nouveaux
systemes d'administration développés présentaient une CMI supérieure a celle de la forme
d'administration conventionnelle, cela est forcément dus a la diminution de la concentration
en principe actif lors de 1’encapsulation de 100% dans la solution de (FLZ) brut a 82,56%

pour la (F2) qui représente la formulation éthosomale binaire optimale.

Nos résultats s’opposent a ceux de l'auteur « M BAFRUI et Al» qui a mené une étude

similaire sur les dermatophytes dans laquelle il conclut que la CMI de la nanoformulation
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¢était inférieure a celle de la solution de (FLZ) pour toutes les espeéces de dermatophytes

testées[84].
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CONCLUSION GENERALE :

Dans le présent travail, un systéme potentiel d'administration de Fluconazole a ét¢ mis au

point et caractérisé.

L'éthosome chargé de Fluconazole a été préparé avec succes en utilisant la méthode a froid.
Les éthosomes préparés ont été évalués en termes de taille des particules, de potentiel zéta et
d'éfficacité de piégeage. La taille des particules se situe entre 742,5 et 2288 nm pour les
¢thosomes binaires. Il a ¢été¢ observé que la taille des particules était inversement
proportionnelle a la concentration d'éthanol jusqu’a un certain seuil, et directement
proportionnelle a la 1écithine de soja. Lorsque la concentration d'éthanol augmente de 20% a
35%, la taille des particules diminue, et lorsque 1'éthanol reste constant et que la concentration

de lécithine de soja augmente de 2% a 5%, la taille augmente.

Toutes les formulations éthosomales ont présenté une stabilité acceptable avec un potential

zeta de - 9,91 a - 48,45 mV ainsi que de trés bons pourcentages d’encapsulation.
Les perspectives de ce travail sont nombreuses nous citons en particulier :
¢ L’évaluation de I’efficacité éthosomale in Vivo.
¢ L’étude de I’influence d’autres paramétres de formulation : le propyléne glycol.

X/

s L’¢tude de I’'influence d’autres parametres de procédés : la température, la vitesse

d’agitation.

% L’¢étude de la cinétique de libération.
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Annexe 1. Etude de I’influence du temps de sonication, de la concentration de 1’éthanol et de la concentration de la

lécithine de soja sur la taille des particules, le potentiel zéta sur les éthosomes binaires

Temps de sonication Paramétre mesuré F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8 F9

671.4 | 6822 | 1193 | 1333 | 1304 | 2328 | 1237 | 1409 | 1432

Taille des particules (nm)
813,6 1333 | 1030 | 1009 | 2801 | 2248 | 9542 | 1030 | 1114
Moyennes des tailles des 7425 | 1007,6 | 1111,5 | 1171 | 2052,5 | 2288 | 1113,6 | 1219,5 | 1273

particules (nm)
22,5 minutes -14,7 15 | -9.83 | -186 | 47,01 | 226 | 973 | -14 | -223
Potentiel zéta (mV)

(153 11,5 210 (186 | -498 | 23,6 | -10,7 | -146 |-21.8
Moyennes du potentiel zéta 15 11,5 | 991 | -18,6 | -48.45 | 23,1 | -1021 | -143 |-22.5

(mV)
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Résumé :

La peau constitue une barrieére pour I'administration dermique des médicaments, pour laquelle la couche cornée représente le
plus grand défi. Le Fluconazole est le principe actif de premier choix dans le traitement des infections fongiques cutanées don
I’efficacité est conditionnée par son degré de pénétration a travers la peau. Le systéme vésiculaire éthosomale est considéré
comme l'une des approches les plus prometteuses pour I'administration topique et transdermique des principes actifs.

L'objectif de la présente étude est d’évaluer ’influence des paramétres de formulation et de procédés sur la taille des
particules, le potentiel zéta et le pourcentage d’encapsulation (EE%) d’un nanomédicament ainsi que 1’évaluation de son
activité antifongique

Les formulations éthosomales a blanc et binaires chargées de Fluconazole ont été préparées par la méthode a froid et ont été
optimisées en utilisant des concentrations variables de 1écithine de soja et du mélange d'éthanol et d’alcool isopropylique
ainsi qu’une variation dans le temps de sonication. La formulation binaire optimale a ensuite servie a la détermination de
l'activité antifongique contre Candida albicans par la méthode des microplaques.

La taille des particules et le (EE%) se sont avérés inversement proportionnels au temps de sonication et a la concentration de
I’éthanol jusqu’a un certain seuil, tandis que la concentration de la lécithine de soja s’est démontrée directement
proportionnelle a ces derniers, le potentiel zeta s’est traduit en une stabilité acceptable pour les différentes concentrations.

Mots clés : ¢thosomes binaires, taille des particules, potentiel zéta, efficacité d’encapsulation, activité antifongique.
Abstract :

The skin is a barrier for the dermal administration of drugs, where the stratum corneum represents the greatest challenge.
Fluconazole is the active ingredient of first choice in the treatment of cutaneous fungal infections, and its efficacy depends on
the extent to which it penetrates the skin. The ethosomal vesicular system is considered to be one of the most promising
approaches for the topical and transdermal delivery of active ingredients.

The aim of the present study is to evaluate the influence of formulation and process parameters on the particle size, zeta
potential and percentage encapsulation (EE%) of a nanodrug and to assess its antifungal activity.

Blank and binary loaded ethosomal formulations of Fluconazole were prepared by the cold method and were optimised using
varying concentrations of soy lecithin and the mixture of ethanol and isopropyl alcohol and sonication time. The optimal
binary formulations was then used to determine the antifungal activity against Candida albicans using the broth microdilution
method.

Particle size and (EE%) were found to be inversely proportional to sonication time and ethanol concentration up to a certain
limit, while soy lecithin concentration was found to be directly proportional to the latter, with zeta potential translating into
acceptable stability for all concentration variations.

Key words: binary ethosomes, particle size, zeta potential, encapsulation efficiency, antifungal activity.
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