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conjugués.
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DESCRIPTION

PROCESSUS DE PRODUCTION CONJUGUES DE MEDICAMENTS ANTI-
INFLAMMATOIRES NON STEROIDIENS AVEC DES CYCLODEXTRINES

Domaine de l'invention

La présente invention concerne un conjugué de cyclodextrine avec
des composés anti-inflammatoires non stéroidiens, en particulier un
nouveau conjugué de diclofénac et un procédé pour produire le
conjugué précité de cyclodextrine par le moyen de l’utilisation de
irradiation de micro-ondes. De tels conjugués sont utiles pour
produire des compositions avec des activités anti-inflammatoires ou

anti-tumorales spécifiques.
Antécédents de l'invention

Les cyclodextrines (CDs) sont wune famille d'oligosaccharides

cycliques qui consistent en 6-8 unités de glucose par le biais de

liaisons a-1,4 glycosidiques. Ces hydrates de carbone
macrocycliques avec une surface externe hydrophile et une cavité
hydrophobe interne ont la capacité d'interagir avec des médicaments
peu solubles dans l'eau pour former des complexes non-covalents

d’inclusion dynamique.

Le microenvironnement lipophile de la cavité centrale des CDs donne
la capacité de former des complexes d'inclusion en prenant toute
molécule ou alors quelques piéces non polaires dans leur cavité
hydrophobe. Ainsi, ces complexes d'inclusion sont plus hydrophiles
et ont par conséguent plus de solubilité dans 1'eau qu’ un

médicament libre en augmentant le taux de dissolution.

1
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L'augmentation dans la performance de la dissolution peut résulter
en l’amélioration de la biodisponibilité orale de médicaments de
classe II et v du SCB (Systéme de classification
biopharmaceutique), en améliorant 1'effet pharmacologique et en
permettant une réduction dans la dose du médicament administré [1-

4).

En outre, les CDs sont principalement utilisées pour améliorer
d'autres propriétés souhaitables de médicaments tels que la
stabilité [5], la tolérabilité gastro-intestinale [6] et peuvent
agir comme intensificateurs de perméabilité [7]. A cause de cette
capacité de former des complexes que les CDs sont applicables en
tant que véhicules de médicaments fonctionnels pour contrdler le
taux et/ou le profil temporel de 1’administration de médicaments

par voie orale.

Les dérivés hydrophiles (méthylé, hydroxyalkyle, 6- glucosyl et
maltosil ramifiés) et des dérivés ionisables (carboxy alkyle,
carboxyméthyle, sulfates, alkyle sulfonates) de CDs peuvent servir
de veéhicules puissants pour les médicaments en formulations a
libération immédiate et & libération retardée, respectivement,
tandis que le taux de libération de médicaments hydrosolubles peut
étre retardée par des dérivés hydrophobes de CDs (éthylée et

peracylée) [8-10].

Cependant, cette forme de transport de médicament comme un complexe
d'inclusion n'est pas adéquate pour administrer le médicament au
site cible, en raison du complexe du médicament pouvoir se
dissocier et le médicament étre 1libéré (en raison des effets de
dilution et/ou de 1'inclusion compétitive) avant d'atteindre

l'organe ou le tissu cible auquel doit étre administré.
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Pour surmonter ce probléme le médicament peut étre 1ié de fagon
covalente a la cyclodextrine. Ce type de conjugué peut étre utilisé
facilement pour l'administration de produits pharmaceutiques dans
le cbélon [10]. Les CDs ne sont pas absorbés a travers les membranes
biologiques telles que la voie gastro-intestinale (TGI) en raison
de leur nature encombrante et hydrophile. Les mémes sont par
ailleurs, peu hydrolysés en passant a travers de l'estomac et de
l'intestin gréle. Toutefoils, la vaste microflore présente dans le
cblon, en particulier des bactérioses, rompt les mémes en petits

saccharides qui sont absorbés dans le gros intestin [11-13].

Ainsi, les CDs sont utiles comme les véhicules dirigés au célon, et
plusieurs prodrogues cyclodextrines ont été synthétisés afin
d'obtenir l'administration spécifique de produits pharmaceutiques
dans le cblon. En outre, aux Etats-Unis, les CDs naturels (o, B, )
sont considérés GRAS (de 1’acronyme en anglais «Generally Regarded
as Safe» (généralement considérés assurés)) ce qui permet garantir

la sécurité de ces prodrogues comme des nouvelles entitées [14].

Les conjugués de cyclodextrines de médicaments anti-inflammatoires
non stéroidiens incluant 1l'acide biphenyl acétique [15, 16], le
kétoproféne [17], étodolac [18], 1l'acide méfénamique [19], le
naproxéne, le flurbiproféne [20], 1'ibuproféne, 1'indométacine
[21]; courtes chaines d'acides gras tels que l’acide n-butyrique
(227, les médicaments stéroides tels que la prednisolone,
budesonide [23-25]; un médicament pour le traitement de la maladie
inflammatoire de 1'intestin, 1l'acide S-aminosalicylique [26]; les
antibiotiques f-lactamines comme 1'ampicilline, amoxicilline,
céphalexine [27]; et plus récemment le médicament anti-cancer, 5-
fluorouracile [28], ont été concus prévoyant des nouveaux candidats

pour prodrogues pour l'administration spécifique dans le célon.
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Molécules médicamenteuses ont été combinées en utilisant de maniére
sélective les groupes hydroxyles primaires ou secondaires de CDs a
travers une liaison amide ou ester. Ainsi, un nombre limité de
prodrogues peuvent étre formé en raison de la liaison chimique
nécessaire & sa formation. Dans le <cas du prednisolone et
budésonide une molécule de liaison, l'acide succinique, est utilisé
entre le médicament et la cyclodextrine pour former des esters aux

deux extrémités de la molécule de liaison [24, 25].

A été utilisé modification de B-cyclodextrine avec le polymére poly
(éthyleéne glycol) hydrosolubles pour produire des conjugués
hydrosolubles d'antibiotiques [27] et des conjugués de
indométhacine et de ibuproféne [21]. Afin d'évaluer le potentiel de
ces conjugués a fonctionner comme prodrogues dirigés au cdlon, ont
été étudiés les propriétés physico-chimiques et le comportement de

libération du médicament.

Les formulations traditionnelles ne permettent pas 1l'administration
des médicaments spécifiquement dans le cdlon due a 1'absorption
et/ou la dégradation des substances actives dans le TGI supérieur
par des enzymes, l'acidité gastrique et le fort effet du premier

passage hépatique.

Ainsi, plusieurs stratégies ont été explorées pour permettre la
libération spécifique du médicament dans le cblon [12, 29]. Parmi
d’autres approches disponibles pour obtenir 1la libération de
médicament dirigé vers le coblon, prodrogues sont congus pour
passer 1intact et non absorbés du TGI supérieur et subir une
biotransformation dans le célon libérant la molécule du médicament
actif. Cette biotransformation enzymatique est accompli par 1la
flore bactérienne intrinséque présente dans le cdélon. Ainsi, ce

mécanisme déclenché par 1'enzyme prodrogue, donne une meilleure

]
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capacité a atteindre le cdélon, ce qui est une nouvelle approche

pharmaceutique [30-32].

En fait, l'administration du médicament spécifiquement dirigé dans
le cblon a été de grand intérét en raison de 1l'importance de cette
région dans le TGI non seulement pour la thérapie local, mais aussi
systémique. Le retard dans 1l'absorption du médicament peut é&tre
nécessaire dans le traitement des maladies dont les symptdmes
apparaissent principalement dans le matin, tels que 1'asthme
nocturne, l'angine et l'arthrite [33]. En outre, le traitement des
maladies du cbélon, notamment la colite ulcéreuse, la maladie de
Crohn [34], 1les carcinomes [35] et infections [36] est plus
efficace si la libération du médicament se produit directement dans
la zone touchée. En outre, 1l’administration du médicament dans le
local de l'action, résulte non seulement en puissance thérapeutique
accrue par la réduction de la dose administrée, mais réduit aussi
la survenue d'effets indésirables, qui sont dues & la libération de
médicaments dans le TGI supérieur ou 1l'absorption systémique

inutile [12, 37].

Les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINEs) sont
les agents thérapeutiques le plus généralement prescrits [38]. Ces
médicaments sont largement utilisés comme antipyrétiques,
antalgiques, antiarthritiques. Son action anti-inflammatoire est
principalement basée sur 1'inhibition de la cyclooxygénase (COX)
qui est wune enzyme qui convertit 1l'acide arachidonique en
médiateurs inflammatoires, tels que les prostaglandines, la
prostacycline et les thromboxanes [39]. Deux  enzymes COX
importantes ont été décrites: la COX-1 qui est manifesté sous forme
intégrale dans tous les tissus et fait des prostaglandines qui
protégent l'estomac et les reins contre détérioration, et de 1la
COX-2 qui est pratiquement indétectable dans la plupart des tissus

en conditions physiologiques normales mais elle est induite par des

g
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stimuli inflammatoires tels que les cytokines et produit des
prostaglandines qui contribuent a la douleur et 1l'enflure de

l'inflammation [40].

Au dela de ces indications thérapeutiques traditionnelles, les
mémes sont aujourd'hui également utilisés comme agents capables de
protéger contre la maladie d'Alzheimer (41, 427 . D'autres
applications de ces médicaments sont a 1'étude, en particulier dans

la guérison et la prévention des adénomes et des tumeurs du cdlon.

L'inflammation est maintenant considérée comme un facteur de risque
bien établi pour le cancer, de nombreuses conditions inflammatoires
prédisposent au cancer, incluant la colite ulcéreuse (quli augmente

d'environ 20 fois le risque de cancer du cdlon) [43].

Les AINEs sont des agents de chimio prévention efficaces contre le
néoplasie colorectal et sont considérées efficaces comme des agents
uniques parce qu'ils fonctionnent h&tivement dans la carcinogenése
par voies multiples [44, 45]. Essais d'intervention et des études
dans les animaux montrent que les AINEs inhibent la carcinogenése
colorectale [46]. Toutefois, une analyse systématique a examiné les
bénéfices et les risques des AINEs pour la prévention du cancer
colorectal et adénome et a conclu que la balance des bénéfices
envers les risques (ulcéres et complications d'ulcéres cliniquement
importantes et des dommages cardiovasculaires) ne favorise pas la

chimio prévention chez les personnes a risque moyen [47].

Ainsi, afin de réduire les effets gastro-intestinaux associés aux
AINEs plusieurs approches ont été adoptées pour formuler des
systémes pour la libération spécifique du médicament dans le cdélon

[48-52].
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Une des stratégies est la syntheése de prodrogues. Plusieurs
médicaments ayant la capacité anti-inflammatoire ont été combinés
avec les CDs pour synthétiser des prodrogues qui permettent la

libération de médicaments dans le cbdlon comme décrit ci-dessus.

Le diclofénac [acide 2-(2,6- dichloroaniline) phényle acétique] est
un médicament anti-inflammatoire non stéroide. Cette molécule
inhibe préférentiellement la COX-2 [53-55], et inhibe aussi la voie
lipoxygénase, en réduisant la formation de leucotrienes [56]. En
outre, le diclofénac peut inhiber la phospholipase A2, ce qui peut
expliquer 1’éminente activité anti-inflammatoire de ce médicament.
Ce médicament est un médicament modéle ayant un trés haut potentiel
thérapeutique a é&tre 1libéré spécifiquement dans le cdlon non
seulement pour sa capacité anti-inflammatoire et action chimio-
préventive efficace dans le cancer du colon [57], mails aussi par le
fait d’étre bien absorbé dans le cdélon [58]. En méme temps la
libération spécifique du diclofénac dans le cbélon est de grand

intérét afin de réduire ses effets adverses.

Plusieurs stratégies ont été étudiées avec la finalité de libérer
diclofénac dans le célon [59-61]. Cependant, jusqu'a présent la
combinaison n'a pas été explorée avec les CDs. Basé sur des études
précédentes, notre objectif est celui de combiner le diclofénac
avec les CDs naturels. Puisque les études précédentes ont démontré
que les esters conjugués ont plus de potentiel pour libérer le
médicament dans le célon que l'amide conjugué [15, 28], le but est

synthétiser les esters conjugués de diclofénac avec CDs.

La littérature a décrit 1la synthése d'esters conjugués de
cyclodextrine en utilisant plusieurs méthodes, y compris: i) la
modification des groupes hydroxyle de CDs, par un réactif
électrophile, qui conduit & la formation d'un groupe plus réactif

N

que le groupe hydroxyle de cyclodextrine & l'attaque nucléophile

4
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par le médicament & la cicledextrina. Le réactif électrophile
principal utilisé pour modifier les CDs est le chlorure de p-
toluenesulfonyle. Les cyclodextrines tosyle réagissent avec le sel
du médicament en DMF a 100°C pendant plusieurs heures ou jours.
Cette approche a été adoptée par de nombreux auteurs,
particulierement dans la synthése et conjugués de cyclodextrines
avec acide phénylacétique [15], étodolac [18], le kétoprofene 17],
l7acide n-butyrique [22], le naproxéne et le flurbiprofene [20];
ii) une autre voie pour connecter une molécule a la cyclodextrine
consiste en premier dans l'activation du groupe carboxylique du
médicament en utilisant un dérivé de carbodiimide, suivie d'une
réaction avec la cyclodextrine. Les dérivés de carbodiimide
réagissent avec le groupe carboxylique du médicament et permettent
la formation d'un dérivé intermédiaire suffisamment activé pour
réagir avec les groupes hydroxyles de la cyclodextrine. Cette voie
de synthése a été utilisé pour former des conjugués de l'acide 5-
fluorouracile-l-acétique [28], acide 5-aminosalicylique (26] et la
prednisolone [25] en utilisant carbonildiimidazole comme 1'agent
activant. Un autre dérivé de  carbodiimide, diciclo-hexyl
carbodiimide a été utilisée pour synthétiser l'acide méfénamique
conjugué [19], 1l'ibuproféne, 1'indométacine ([21] et antibiotiques

B-lactamines [27].

Afin de surmonter les désavantages ci-haut mentionnés est souhaitée
synthétiser des conjugués entre diclofénac et cyclodextrines. Par
ailleurs, il est également souhaitable de développer un procédé
rapide, simple et efficace pour synthétiser des conjugués entre le

diclofénac et cyclodextrines.
Résumé de l'invention

Il est un objectif de la présente invention synthétiser des

conjugués entre diclofénac et cyclodextrines qui peuvent étre

3
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utilisés pour développer des médicaments avec activité anti-

inflammatoire ou anti-tumorale améliorée.

Cet objectif est réalisé en fournissant un diclofénac 1ié de fagon
covalente a une cyclodextrine tel que définie dans la revendication

1.

I1 est un autre objectif de 1'invention celui de fournir une
composition qui peut étre utilisé comme un médicament qui a une

activité de libération spécifique dans le cblon.

Cet objectif est réalisé en fournissant une composition qui
comprend conjugués de diclofénac et cyclodextrine, selon la

revendication 5.

Un autre objectif de la présente invention est celui de fournir une
méthode pour faire des conjugués entre le diclofénac et les
cyclodextrines de forme efficace et convenable dans un court temps

de réaction.

Cet objectif est atteint en fournissant un procédé pour faire
lesdits conjugués en utilisant une irradiation de micro-ondes, tel
que défini dans la revendication 9.

Description des dessins

La figure 1 illustre wune représentation des conjugués de

cyclodextrines avec des composés anti-inflammatoires.
Figure 2 - Spectrométrie de masse MALDI du composé du conjugué de

diclofénac-p-cyclodextrine. La figure 2 illustre les spectres de

masse du conjugué diclofénac-f-cyclodextrine obtenu de conditions

9
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de micro-ondes aprés isolement chromatographique. La valeur de m/z

de 1434,308 correspond a l'adduit [M+Na].
La figure 3 montre une représentation de diclofénac sodique.

Figure 4 - Comparaison du spectre de 'H-RMN de diclofénac sodique
(figure 4-B) et de la béta-cyclodextrine livre (figure 4-A) avec le

spectre du conjugué diclofénac-cyclodextrine (figure 4-C).

(A) est le spectre de 'H-RMN de B-cyclodextrine hydratée. (B) est
le spectre de diclofénac sodique. (C) est le spectre de 'H-RMN du
conjugué diclofénac-f-cyclodextrine. (D) illustre 1'expansion de

(C) 'H-RMN.

Dans le spectre du conjugué de diclofénac, seul sont observés des
signes du conjugué de diclofénac qui peuvent étre attribués au
conjugué pur. L'intégration des signaux permet de conclure que la
proportion entre la cyclodextrine et le diclofénac est exactement

1:1.

Dans le spectre de diclofénac sodique, les protons H-2 sont

présents dans 3,383 ppm, H-5'' (6,833 ppm) et H-6'' (7,053 ppm)
apparaissent comme un triplet et H-4'' (7,074 ppm) comme un
doublet. H-5' et H-3' sont chimiquement et magnétiquement

équivalents (7,432 ppm) et apparaissent comme un doublet, tandis
que H-4' (7,057 ppm) apparait comme un triplet. Dans le conjugué de
diclofénac, tous les signes relatifs au diclofénac souffrent des

déplacements ver le bas, sauf les protons H-2.
Dans 1l'expansion (D) de la Figure 4, nous pouvons observer un

systeéme AB (centré en 4,313 ppm). La surface de ce systéme AB

correspond a 1/7 de la surface des protons H-1 de la p-

10
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cyclodextrine, indiquant & nouveau une relation stechiométrique de

1:1.

Figure 5: Spectrométrie de masse MALDI du composé du conjugué de
diclofénac-y-cyclodextrine. Cette figure illustre les spectres de
masse du conjugué diclofénac-y-cyclodextrine obtenu de conditions

de micro-ondes aprés isolement chromatographique, 0 valeur de m/z

1596,308 correspond a 1'adduit [M+Na].

Figure 6: Spectre partiel de 'H-RMN du conjugué diclofénac-y-
cyclodextrine. La figure 6 montre gue la proportion entre la
cyclodextrine et le diclofénac est exactement 1:1. Dans la figure 6

il est possible observer un systéme AB centré en 4,308.

Figure 7: Comparaison de la stabilité du conjugué en trois moyens
différents: suspensions fécales, suspensions fécales autoclavés et
PBS pH = 6,8. La Figure 7 montre que les enzymes présentes dans les
suspensions fécales sont capables d'hydrolyser les conjugués de
cyclodextrine et en méme temps libérer le diclofénac. Si les
suspensions sont autoclavés l'hydrolyse ne se produit pas

principalement due a la dénaturation de 1l'enzyme.

Description détaillée de l'invention
La présente invention concerne un conjugué de cyclodextrine avec
des composés anti-inflammatoires non stéroidiens de la Formule I,

ou n peut étre 5, 6 ou 7. En particulier, la présente invention

concerne un nouveau conjugué de diclofénac.

1
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Formule I

Selon la présente invention, la molécule de diclofénac est 1ié de
fagcon covalente a une molécule d’une cyclodextrine par le biais de
la formation d'une liaison ester entre le groupe 6-hydroxyle de la

cyclodextrine et le groupe carboxy du diclofénac.

Dans une forme de réalisation préférentielle, le conjugué de la

présente invention comprend une molécule de B-cyclodextrine ou une
y-cyclodextrine. Dans une forme de réalisation plus préférée ledit
conjugué comprend une molécule y-cyclodextrine. La B-cyclodextrine

présente une solubilité inférieure d'eau que la y-cyclodextrine et,
de cette fagon, la solubilité du médicament des conjugués qui

comprennent y-cyclodextrine est plus grand et préférable.

Selon la présente invention, la oa-cyclodextrine est la molécule la

moins préférée parmi les cyclodextrines mentionnés en raison des

1%
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difficultés associés a la formation des conjugués tosyle stables

et, de cette facon, avoir des réactions efficaces avec diclofénac.

Dans une forme de réalisation plus préféré le conjugué comprend au
moins une molécule de cyclodextrine tosyle ou un mélange de
molécules de cyclodextrine tosyle, telles que les cyclodextrine
mono-tosyle. La forme tosyle de cyclodextrines permet des taux plus
élevés de la formation de conjugués par le remplacant du groupe

tosyle par le groupe carbonyle de diclofenac.

Les conjugués de la présente invention sont spécifiquement
hydrolysés au niveau du cdélon et, de cette facon, les enzymes
présentes dans les suspensions fécales sont capables d'hydrolyser
les conjugués de cyclodextrines qui liberent de diclofénac (Fig.

7).

En outre, lesdits conjugués sont trés solubles dans l'eau. Par
ailleurs, le diclofénac est faiblement soluble dans l'eau. Ainsi,
les conjugués, selon la présente invention, fournissent une facon
adéequate pour administrer diclofénac & des cellules en raison a la

solubilité améliorée présenté par de tels molécules.

Les conjugués de l'invention sont utiles pour la préparation de
médicaments pour la libération sélective dans le cdélon. Les
compositions qui comprennent de tels conjugués peuvent également
comprendre d'autres agents, tels que véhicules, transporteurs et
excipients pharmaceutiquement acceptables. Ceux-ci peuvent inclure
anti-adhérant, liants, revétements, agents pour changer les taux de
dissolution des espéces actives, décomposants, remplissages,
diluants, aromatisants, colorants, lubrifiants, glissants,

conservants, absorbants et/ou édulcorants.

1%



MA ~ 33093B1

Les compositions de la présente invention peuvent étre formulées
pour étre administrées par voie orale, sous forme de capsules,
comprimés, formes de libération prolongée ou avec revétement
entérique, préparés en utilisant des techniques et excipients
classiques. Le dosage sera du méme ordre que celles connues pour le
diclofénac ou méme plus basses, en raison des caractéristiques

améliorées des conjugués décrits ci-hauts mentionnés.

1. Caractérisation des conjugués de diclofénac

1.1 Conjugué diclofénac-p-cyclodextrine

Les analyses de la RMN et la spectrométrie de masse ont indiqué que
le groupe carboxyle de diclofénac est 1ié de fagon covalente a 1l'un
des groupes hydroxyles primaires de B-cyclodextrine par une liaison

ester.

La figure 2 montre la spectrométrie de masse MALDI du conjugué
diclofénac-p-cyclodextrine obtenu a partir des conditions de micro-
ondes aprés isolement chromatographique. La valeur de m/z 1434,308

correspond a l'adduit [M+Na].

La formation dudit conjugué a été étudié par comparaison des
spectres 'H-RMN de diclofénac sodique de la Formule II, comme dans
la Figure 4-B et de la béta-cyclodextrine libre selon la figure 4-
A, avec le spectre du conjugué diclofénac-cyclodextrine (Figure 4-

C).

Formule IT
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Dans le spectre de diclofénac sodique, les protons H-2 sont
présents en 3,383 ppm. Les protons de l'anneau d’acétate de phényle

sont affectées par la proximité de deux groupes chimiques, le

groupe carboxyle et 1l’anneau 2,6-dichlorophényl. H-5'' (6,833 ppm)
et H-6''(7,053 ppm) apparaissent comme un triplet et H-4'' (7,074
ppm) comme un doublet. H-7'' est le plus protégé en raison de sa

proximité au groupe amine. Les signes des protons de 1l’anneau 2,6
dichlorophényl apparaissent vers 1le bas. H-5' et H-3' sont
chimiquement et magnétiquement équivalents (7,432  ppm) et
apparaissent comme un doublet, tandis que H-4' (7,057 ppm) apparait

comme un triplet.

Dans le conjugué de diclofénac, tous les signes relatifs au
diclofénac souffrent des déplacements vers le bas, sauf les protons
H-2 (Tableau 1). Cettes modifications dans 1les déplacements
chimiques montrent que le diclofénac n'est pas inclus dans la
cavité de la cyclodextrine, lorsque le conjugué est formé. Le
déplacement vers le haut observé pour les protons H-2 de diclofénac

est le résultat d’une formation de liaison ester.

Tableau 1

Déplacements chimiques de 'H correspondants a diclofénac sodique,
beta-cyclodextrine hydraté et conjugué de diclofénac-béta-

cyclodextrine en DMSO.

Diclofénac sodique | Libre 3 Conjugué & AS

H5", H3’’ (doublet) | 7,432 7,520 0,088
H4'’ (doublet) 7,074 7,221 0,147
H4’ (triplet) 7,057 7,200 0,126
H6’’ (triplet) 6,920 7,053 0,133
H5"’ (triplet) 6,736 6,833 0,097
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H7’’ (doublet) 6,222 6,252 0,003
H-2 (singlet) 3,383 3,305 -0,078

Dans l'analyse de RMN de la PB-cyclodextrine non modifiée (figure 4-
A), les groupes hydroxyles secondaires apparaissent vers le bas
(OH-2, 5,765 singlet, OH-3, singlet 5,710), parce que ces protons
forment des liaisons hydrogéne intramoléculaires qui contribuent a
un effet sans protection. Le proton de 1’hydroxyle primaire est un
proton de rotation libre et de ce fait apparait beaucoup plus
protégé, en 4,605 ppm comme un triplet. Doublet due a des protons
H-1 apparait en 4,811 ppm. Les protons H-3 (triplet, 3,610 ppm) et
H-5 (doublet de triplets, 3,540 ppm) sont situés a l'intérieur de
la cavité tandis que H-4 (triplet, 3,329 ppm) et H-2 (doublet de

doublets, 3,299) sont en dehors de la cavité.

Dans le spectre du conjugué de diclofénac, seul sont observés des
signes du conjugué de diclofénac qui peuvent é&tre attribués au
conjugué pur. L'intégration des signaux permet conclure que la
proportion entre la cyclodextrine et le diclofénac est exactement

1:1.

Une fois que les protons des groupes hydroxyles secondaires de la
cyclodextrine n'ont pas démontré un déplacement significatif en
comparaison avec le déplacement dramatique vers le haut observé
dans les protons de 1l'hydroxyle primaire, la liaison ester se
produit dans 1’hydroxyle de la position 6 de la cyclodextrine. En
outre, la substitution de 1’hydroxyle de la position 6 est
également confirmée par réduction en intégration du pic di aux

protons hydroxyle en position 6.

Les protons H-6 1liés au diclofénac produisent de la résonance en

champ faible par rapport aux protons H-6 non substitués et
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présentent une multiplicité distincte. Dans l'expansion (D) de la
Figure 4, nous observons un systéme AB (centré a 4,313 ppm) di a de
tels protons, indicatif d’une restriction dans la mobilité au moyen
de la substitution du groupe hydroxyle primaire. La surface de
systéme AB correspond a 1/7 de la surface des protons H-1 de la B-
cyclodextrine, ce qui indique & nouveau un rapport stechiométrique

de 1:1.
1.2 conjugué diclofénac-y-cyclodextrine

Les analyses de RMN et la spectrométrie de masse ont indiqué que le
groupe carboxyle de diclofénac est 1ié de facon covalente & 1l'un
des groupes hydroxyle primaires de y-cyclodextrine a travers une

liaison ester.

La figure 5 1illustre 1la spectrométrie de masse du conjugué

diclofénac-y-cyclodextrine obtenue & partir des conditions de
micro-ondes aprés isolement chromatographique, la valeur de m/z

1596,308 correspond a l'adduit ([M+Nal.

En le spectre 'H-RMN partiel du conjugué diclofénac-y-cyclodextrine
(Fig. 6) l'intégration de signaux permet observer que le rapport
entre la cyclodextrine et le diclofénac est exactement 1:1. En ce
conjugué, d’aspect similaire au conjugué diclofénac-p-cyclodextrine
la liaison ester se produit dans la position 6 de 1’hydroxyle. Les
protons H-6 liés au produisent diclofénac résonance en champ faible
par rapport aux protons H-6 non substitués et présentent une
multiplicité distincte. Dans la figure 6, nous pouvons observer un

systéme AB (centré sur 4,308) di & de tels protons.

2. Synthése de conjugués de cyclodextrine

1%
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En outre, la présente invention concerne également un procédé pour
produire conjugué de cyclodextrine précité par le moyen de

l’utilisation d'irradiation de micro-ondes.

L’irradiation de micro-ondes a été une alternative intéressante
pour chauffer des systémes et plusieurs réactions chimiques.
L'utilisation de micro-ondes est apparue progressivement comme une
source de chauffage populaire non-conventionnelle dans le champ de
la synthése organique largement due a 1’accélération fréquente dans

les taux de réaction, rendements et sélectivité améliorés.

Selon la présente invention, les conjugués de cyclodextrine peuvent
étre obtenus par substitution nucléophile par moyen d’utilisation

de l'irradiation de micro-ondes.

Plusieurs tests ont été effectués avec des <conditions de
température, temps et puissance d'irradiation par micro-ondes
différents, nommément a des températures entre 100-200°C, la
puissance d'irradiation par micro-ondes variant entre 50 & 100 W et

avec la durée de 10 a 60 minutes.

Les trés bons taux de rendement ont été obtenus a des températures
entre 130 et 160°C pendant 20 & 40 minutes sous irradiation par
micro-ondes focalisé avec une puissance initiale réglée a 75 W,
étant le meilleur paramétre de combinaison, celui qui combine une
température de 140°C avec une puissance d'irradiation par micro-

ondes réglée a 75 W pendant 40 min.

Ainsi, dans une forme préférable d'exécution, le processus de
1'invention comprend une réaction entre une molécule de
cyclodextrine et diclofénac en utilisant irradiation par micro-

ondes a des températures entre 130 et 160°C pendant 20 & 45 minutes
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sous irradiation par micro-ondes focalisé avec une pulssance

initiale réglée a 75 W.

Dans une forme de réalisation préférentielle, la réaction précitée
est effectuée & une température de 160°C pendant 40 minutes sous

puissance d’irradiation par micro-ondes de 75 W.

Pour fins de comparaison, d'autres tests ont été effectués pour
essayer la synthése de conjugués de cyclodextrines, nommément a

travers des processus connus suivants:

a) activation du groupe carboxylique du médicament de
diclofénac utilisant des dérivés de carbodiimide suivie de la
réaction avec un groupe hydroxyle de la cyclodextrine;

b) formation d'un acide <chlorhydrique du diclofénac et
réaction avec la cyclodextrine;

c) modification des groupes hydroxyle des cyclodextrines via
un réactif électrophile, qui conduit & la formation d'un

groupe plus instable & la substitution nucléophile.

Cependant, aucun des procédés précédents testés a permit la
formation du conjugué désiré. Seule les conditions spécifiques de
réaction de 1’irradiation par micro-ondes, selon la présente
invention, avec haute température dans un temps de réaction treés
court, permet obtenir des conjugués tels que décrits dans la

section précédente.

En outre, il a été également observé que la synthése bien réussie
des conjugués de la présente invention pourrait impliquer 1la
substitution nucléophile du groupe tosyle des cyclodextrines par le
groupe carboxyle du diclofénac. La molécule de cyclodextrine
précité peut avoir plus d'une forme tosyle et/ou comprendre un

mélange de formes de tosyle, tels que monotosyles, ditosyles, etc.
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Ainsi, dans une forme de réalisation de 1'invention, les conjugués
de cyclodextrine sont préparés par la réaction entre un dérivé de
cyclodextrine tosyle avec diclofénac sous irradiation par micro-

ondes.

Dans une autre forme de réalisation préférentielle, les molécules
de cyclodextrine comprennent plus d'une forme de cyclodextrine

tosyle.

Dans une autre forme de réalisation préférée, les molécules de

cyclodextrine comprennent un mélange de cyclodextrines tosyle.

Exemples

Matériaux:

* la Pp-cyclodextrine hydratée a été acquise chez Sigma-
Aldrich, la y-cyclodextrine a été acquise dans Wacker;

* le chlorure de p-toluénesulfonyle a été acquis chez Sigma-
Aldrich;

* le diclofénac sodique a été aimablement fourni par Generic
Labesfal;

* la pyridine a été séchée sur hydroxyde de potassium;
. DMF a  été séché sur tamis avant l'utilisation;
. DIAION HP-20 a été acquis chez Sigma Aldrich.
* d’autres chimiques et solvants classés comme réactifs

analytiques, et a été utilisée de 1l'eau deionisé.
Méthodes:
Les réactions ont été effectuées dans des contenants en verre

appropriés de 10 ml avec des murs épais en des conditions de

récipient fermé utilisant réacteur de micro-ondes CEM Discover
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classe S mono-mode avec contrdle de température, pression et

puissance de micro-ondes.

Chromatographie de la couche mince (TLC) a été réalisée en des
plaques d’aluminium pré-enduites de gel de silice et élués avec un
mélange de 2-propanol/acétate d’éthyle/eau/ammoniac (6:1:3:1) ou

acétonitrile/eau/ammoniac (6:3:1).

La visualisation des taches a été faite comme suit: L'agent utilisé
pour la détection de taches a été un mélange composé par: p-
anisaldéhyde (2 ml/éthanol (36 ml) /acide acétique (5-6
gouttes)/acide sulfurique (2 mL). la plaque a été chauffée jusqu’a

150°C pendant 5 minutes pour voir les taches.

L'identité des composés a été confirmée par les spectres de
désorption/ionisation par laser assistée par matrice (MALDI) et
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire de protons (MH

RMN) .

La spectrométrie de masse a été réalisée dans un Autoflex III,

Bruker utilisant du méthanol et de l'eau comme solvants et de

l'acide a-cyano-4-hydroxy-cinnamique (HCCA) comme matrice.

Les spectres 'H RMN ont été obtenus dans un spectrometre Varian
Unity-500 MHz, en utilisant le diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6)

comme solvant et TMS a été utilisé comme référence interne.
Exemple 1: Synthése de conjugué diclofénac-p-cyclodextrine

p-cyclodextrine tosyle a été synthétisé en suivant 1la procédure
consignée dans un travail précédent [62]. En bref, & une solution
de B-cyclodextrine (5 g, 4,34 mmol) dans de 1'eau (110 mL) a été
ajouté chlorure de p-toluénesulfonyle (1,25 g, 13,1 mmol) et 1la
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solution résultante a été agitée a la température environnante

pendant 2 heures sous une atmosphére inerte.

Aqueuse de NaOH (2,5 M, 20 mL) a été ajouté et la solution a été
agitée pendant 10 minutes avant le chlorure de p-toluénesulfonyle
non réagi étre séparé par filtration. Le chlorure d'ammonium (5,8
g) a été ajouté pour baisser le pH a environ 8. La solution a été
refroidie d’une journée & l'autre et le précipité blanc résultant a
été recueilli par filtration. La poudre blanche a été lavé avec de
l'eau et de 1l'acétone et séché sous vide pour donner 10-30 g du
composé ci-dessus. Le produit obtenu est utilisé directement dans

1'étape suivante.

Le diclofénac sodique (105,9 mg, 0,333 mmol) a été dissous dans 3
mL de DMF anhydre contenant tosyle p-cyclodextrine (429,3 mg) dans
un récipient en verre approprié avec des murs épais. Le vase
réacteur a ensuite été scellé avec un bouchon en Téflon et le
mélange de réaction a été agité magnétiquement et chauffée A une
température comprise entre 130-160°C pendant 20-40 minutes sous
irradiation par micro-ondes focalisé avec une puissance initiale de

75 W. Les meilleures conditions sont 160°C/40 minutes.

Apres refroidissement a température environnante, le produit a été
précipité dans 1l'acétone. Le précipité a été filtré et lavé
plusieurs fois avec de l'acétone et de 1l'éther éthylique, séparé
par filtration et puis séché. Aprés le produit a été purifié par
chromatographie d’échange ionique Diaion HP-20 éluant avec de
l'eau/méthanol avec la teneur augmentée en méthanol. Les élués ont
été contrdlées par TLC et le conjugué paru dans les élués de 80% de
méthanol dans 1l'eau. Le méthanol non élué a été éliminé sous
pression réduite, et la solution a été lyophilisée. Rendement du

produit pur, isolé: 10-30%.
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Exemple 2: Synthese de conjugué diclofénac-y-cyclodextrine

La y-cyclodextrine tosyle a été produite en utilisant la méthode
modifiée décrite dans la littérature [63]. Dans ce cas, le chlorure
de p-toluenesulfonyle (2,02 g, 10,6 mmol) a été ajouté & une
solution de y-cyclodextrine (2 g, 1,54 mmol) dans la pyridine (20
mL) et agité pendant 2 heures a température environnante sous
atmosphére d’azote suivie par l'addition d'éthanol (20 mL). Apreés
l'ajout d'acétone, a été formé un précipité solide et a été
recueilli par filtration et lavé avec de 1l'acétone et séché sous
vide et a 100°C pour donner 1,2 g de tosyle. Ce matériel peut étre
recristallisé en le dissolvant dans de 1l'isopropanol A& une
température d'ébullition et adition de 1l'eau et ensuite le
refroidissant a la température environnante, suivie par un stockage

dans un réfrigérateur d’un jour & 1’autre.

Le diclofénac sodique (79,5 mg, 0,25 mmol) est dissous dans 3 mlL de

DMF anhydre contenant y-cyclodextrine tosyle (376 mg) dans un
récipient en verre approprié avec des murs épais. Le récipient
réacteur a ensuite été scellé avec un bouchon en Teflon® et le
mélange de réaction a été agité magnétiquement et chauffée a une
température comprise entre 130-160°C pendant 20-40 minutes sous
irradiation micro-ondes focalisé avec un réglage de puissance

initiale de 75 W. Les meilleures conditions sont 160°C/40 minutes.

Aprées refroidissement a la température environnante, le produit a
été précipité dans l'acétone. Le précipité a été filtré et lavé
plusieurs fois avec de 1l'acétone et de 1'éther éthylique, séparé
par filtration et puis séché. Aprés le produit a été purifié par
chromatographie d’échange ionisé Diaion HP-20 é&luant avec de
l'eau/méthanol avec teneur augmenté en méthanol. Les &lués ont é&té
surveillées par TLC et le conjugué a apparu dans les élués de 80%

de méthanol dans l'eau. Le méthanol dans 1'élué a é&été éliminé sous
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pression réduite, et la solution a été lyophilisée. Rendement en
produit pur, isolé: 10-30%.
Date:
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REVENDICATIONS

1. Composé de Formule I

qui comprend une molécule de diclofénac liée de forme covalente a
une molécule d’une cyclodextrine, en ce que n est 5, 6 ou 7.

2. Composé selon la revendication précédente, en ce que la
molécule de cyclodextrine est une B-cyclodextrine ou une Y-
cyclodextrine.

3. Composé selon 1'une des revendications précédentes, pour

utilisation comme un médicament.

4. Composé selon les revendications précédentes, pour utilisation
comme médicament anti-inflammatoire et/ou anti-tumorale.

5. Composition qui comprend les composés tels que décrits dans
l'une des revendications 1 ou 2.

6. Composition selon la revendication précédente, qui comprend
d'autres composés tels que véhicules, transporteurs ou excipients
pharmaceutiquement acceptables.

7. Composition selon l'une quelconque des revendications 5 ou 6,
pour utilisation comme un médicament.

8. Composition selon 1l'une quelconque des revendications 5 ou 6,
pour utilisation comme médicament anti-inflammatoire et/ou anti-
tumorale.
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9. Processus pour synthétiser un composé conjugué de Formule
I,

qui comprend une molécule de diclofénac liée de forme covalente a
une molécule d’une cyclodextrine, en ce que n est 5, 6 ou 7.

10. Procédé selon la revendication précédente, en ce qu’une
molécule de cyclodextrine réagit avec une molécule de diclofénac
sous irradiation de micro-ondes.

11. Procédé selon la revendication 10, en ce que au moins une
molécule de cyclodextrine est tosyle.

12. Procédé selon la revendication précédente, en ce que les
cyclodextrines comprennent plus d'une forme de cyclodextrine
tosyle.

13. Procédé selon une quelconque des revendications 11 ou 12, en
ce que les cyclodextrines comprennent un mélange de cyclodextrines
tosyle.

14. Procédé selon la revendication 10, en ce que la température
varie entre 130-160°C pendant 20-40 minutes sous irradiation micro-
ondes focalisée avec une puissance initiale de 75 W.

15. Procédé selon la revendication 14, en ce que la réaction

s'effectue a une température de 140°C pendant 40 minutes sous
puissance d’irradiation par micro-ondes de 75 W.

Date:
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