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Abstract

Chitosan in association with Carboxymethyl
High Amylose Starch (CM-HAS) excipient
(monolithic tablets) delayed Lactobacillus
rhamnosus probiotic delivery in simulated intestinal
conditions in tunction of chitosan molecular weight.
CM-HAS dry-coating of the tablets afforded a better
bacteria viability in simulated gastric media and
improved liberation times in simulated intestinal
fluid.

Introduction

In order to provide nutritional and therapeutic
health benefits, probiotics have to survive following
the gastro-intestinal passage and to establish
themselves in an adequate number in the intestine.
Gastric acidity represents an important factor in
reducing viability of bacteria before they reach the
intestine. Therefore, oral formulations based on
polymers (matrices) are often provided with an
enteric coating in order to protect the bioactive agent
from the acidic/gastric media and to deliver it to the
intestinal site. CM-HAS was successfully used as
excipient for oral tablet formulation of bacteria,
ensuring gastro-protection without enteric coating
[1]. Polymeric carboxylated (salt) carriers are
expected to change the cation for a proton in an
acidic media, resulting in a compact structure of the
tablet. This ensures local surface surroundings
buffering properties and thus protects the active
agent against acidic denaturation. In neutral or weak
alkaline media, the protonated form will change the
proton for cations, facilitating the water uptake and
generating the swelling and dissolution of matrix
with total release of the bioactive agent. An
important advantage of chitosan for its successful
use in colon targeting consists in its stability in the
low intestinal tract followed by a certain degradation
by colonic bacterial enzymes [2]. However, a serious
limitation of chitosan use is its rapid dissolution in
the gastric medium. In this context, the association
of CM-HAS with chitosan in tablet formulations [3]
15 expected to ensure a good viability of bacteria in
gastric conditions {due to the presence of CM-HAS)

and to delay the bacteria liberation in SIF (due to the
presence of chitosan). The objective of this study
was to investigate the effect of CM-HAS — Chitosan
excipients association on the survival in an acidic
medium of Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus)
probiotic. The effect of the chitosan molecular
weight (monolithic dosage forms with and without
dry-coating) on the delaying bacteria delivery in
simulated intestinal conditions was also investigated.

Experimental methods
Synthesis of CM-HAS

The starch derivative was synthesized as
previously described [1]. The degree of substitution
was determined by 'H-NMR (Nuclear Magnetic
Resonance) in deuterated dimethyl-d, sulphoxide.

Viability of bacteria in the acidic medium

Monolithic tablets (200 mg) based on chitosan
(different molecular weights) and CM-HAS
(different ratios) and containing lyophilized L.
rhamnosus bacteria, were formulated by direct
compression of dry powders at 2.5 T/cm®. Tablets
were placed individually in 50 mL of Simulated
Gastric Fluid containing pepsin (SGF, pH 1.2) for 1h
- 2h at 37 °C and 50 rpm. Then, the tablets were
transferred into 50 mL of PBS (pH 7.4), crushed and
homogenized.

Bacteria delivery in the intestinal medium

Monolithic tablets (200 mg) based on chitosan
and CM-HAS (different ratios) and dry-coated
tablets (500 mg: core tablet of 200 mg double-face
coated with CM-HAS), both containing lyophilized
L. rhamnosus, were incabated in 50 mL of SGF (pH
1.2) for lh and then transferred into 50 mL of
Simulated Intestinal Fluid containing pancreatin
(SIF, pH 6.8) and incubated for 12h at 37 °C and 50
tpm. Samples were taken alter lh in SGF and at
every hour in the SIF over the first 12h to evaluate
the viability of the liberated bacteria from the
tablets.
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The aliquots removed were serially diluted in
order to determine the number of bacteria colony
forming units (CFU) by culture on MRS nutrient
agar plates at 37 °C for 48 h.

Results and discussion

Formulations based on CM-HAS and chitosan
(tablets) significantly improved the survival of acid-
sensitive L. rhamnosus in SGF as compared with
free, non-protected bacteria (data not shown).

In the case of monolithic tablets, an increase in
CM-HAS percentage afforded a better hydration of
the tablets and delivery of a higher amount of living
bacteria. Contrary, in the case of tablets based on
chitosan only or on high chitosan percentages, there
was a delay of bacteria liberation in function of
molecular weight of chitosan (Fig. la, Table 1),
probably because of the gel formed in acidic
conditions.

—— 100% C;ilosan + Lactobacilli

a) —8— §0% Chitosan + 20% CM-HAS + Lactobacill
—&— 50% Chitosan + 50% CM-HAS + Lactobacilli
—6— 20% Chitosan + 80% CM-HAS + Lactobacilli

o 1.00E+08
3
= 1.00E+06 |
N
3
£ 1OOE+04 |
= | 00E+02
=
5 1LO0E+00
Time (h)
b) —&— 100% Chitosan + Lactobacilli
—8— 80% Chitosan + 209% CM-HAS + Lactobacilli
—&— 50% Chitosan + 50% CM-HAS + Lactobacilli
—6—20% Chitosan + 80% CM-HAS + Lactobacilli
g LOOE+08 -
E J.00E+06
3
< 1LO0E+04 \‘
j |
= 0B+ |
]
& 1L.00E+00 1 :
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (h)

Fig.1. Liberation of living Lactobacillus
rhamnosus formulated in tablets with CM-HAS
and Chitosan (640 cps) following incubation in
gastric and intestinal medium: a) monolithic and
b) CM-HAS dry-coated tablets {n=3).
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The CM-HAS dry-coating of monolithic tablets
generated an advanced change in the effect of
chitosan molecular weight on bacterial liberation and
improved the viability of delivered bacteria in
simulated intestinal conditions (Fig. Ib, Table I).

Table I. Modulation of bacteria liberation by
different molecular weights of chitosan

Formulations Monolithic tablets
Chitosan (%) 100 80 50 20
Type
102 cps - 4h 3h 2h
640 cps - - 8h 2h
1700 cps - - - 2h
Formulations CM-HAS dry-coated tablets
Chitosan (%) 100 80 50 20
Type
102 cps 3h 3h 5h 5h
640 cps 4h 3h 3h Sh
1700 cps 2h 3h 3h 4h

Tablets based on different ratios of Chitosan (different
molecular weights) and CM-HAS (DS=0.25) were
incubated 1h in SGF (pH 1.2) and 12h in SIF (pH 6.8) at
37 °C and 50 rpm. (-) means no bacteria liberation after
Ih SGF and 12h SIF.

Conclusion

Chitosan  association with CM-HAS can
modulate the CM-HAS excipient properties,
delaying bacteria liberation (monolithic tablets). In
parallel, the CM-HAS dry-coating of monolithic
tablets assured a better viability and liberation of
bacteria in simulated intestinal conditions.
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Summary

Starch  treatment with  monocholoroacetate
generated Carboxymethy! derivatives which can
be obtained as sodium or protonated forms by
controlling the final pH of washing media. The
protonated carboxymethyl derivative exhibited
better gastro-resistance compared to its sodium
salt and both excipients afforded total gastric
protection of drugs when formulated as dry-
coated dosages.

Introduction

Compared to current praclice based on enteric
coatings applied via fluidized bed procedure, the
novel Carboxymethyl Starch (CMS) derivatives
offer a simpler and solvent-free alternative to get
an increased gastro-protection of oral solid
formulations.

The CMS was previously described as excipient
and used for formulation of small molecules as
well as microorganisms (Escherichia coli and
Lactobacillus rhamnosus) in monolithic' or dry-
coated gastro-resistant tablets’. The carboxylic
groups give an enhanced gastric stability and
higher hydration, swelling or erosion in intestinal
medium, modulating thus the delivery of drug.
This study presents pharmaceutical characteristics
of CMS excipients obtained in protonated
CM(H)S and sodium CM(Na)S salt forms.

Experimental methods

Different substitution degrees were obtained by
treatment of High Amylose Starch (Hylon VI,
National Starch, USA) with various amounts of
monochloroacetic acid"?.

For the same substitution degree, CM(H)S and
CM(Na)s powders could be obtained by
alternative  precipitations and pH media
adjustments, followed by washing and drying.
The novel excipients were characterized by FT-
IR, potentiometric titration, swelling properties
(data not shown) and dissolution profiles with
and without digestive enzymes.

The capacity of CM(H)S and CM(Na)S to afford
gastric protection of various active molecules (i.e.
non-steroidal anti-inflammatory and antipyretic
drugs) was tested with 1) monolithic and ii) dry-
coated tablets. For both series, tablets of 500 mg
were obtained with 20% tracers (Sodium
Diclolenac,  Acelyl  salicylic  acid  and
Acetaminophen).

The monolithic tablets were obtained by one step
direct compression (2.3 T/cm2) of homogeneous
mixtures of active agent and excipients powders,
while for dry-coated tablets two compressions
steps  were required (first 150 mg core
compression followed by a second compression
with CMS at 3 T/cmz). The gastric resistance of
tablets was tested using a USP apparatus IT at 100
rpm, for 2 h in 900 ml pepsin-free simulated
gastric fluid (SGF) at 37 °C followed by a period
in simulated intestinal fluid (SIF). Drug release in
both media was determined in UV at specific
wavelengths. All formulations were tested in
parallel in SGF and in SIF containing pancreatin
(USP 28 method).

Results and Discussion

Dry-coated tablets based on CM(H)S afford a
complete gastric protection for all tested active
molecules. In the case of monolithic tablets based
on the two mentioned polymeric forms, a limited
release in acidic media was found, whereas in the
case of dry-coated tablets, the release in SGF was

2007 Controlled Release Society 34" Annual Meeting & Exposition TRANSACTIONS

275




practically delayed. The mechanism of drug
release is related to the carboxyl group
protonation: in the gastric acidity the carboxyl
side groups are protonated. In SIF, the change of
protons with sodium cations induces a high
swelling, erosion and drug dissolution ~.
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Figure 1: Dissolution profiles for Diclofenac monolithic
tablets based on CM(H)S and CM(Na)S maintained 2h in
SGF followed by SIF using a USP apparatus 11, at 100 rpm
(with and without pancreatin).
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Figure 2: Dissolution profiles for Diclofenac dry-coated
tablets based on CM(H)S and CM(Na)S maintained 2h in
SGF followed by SIF using a USP apparatus 11, at 100 rpm
(with and without pancreatin).

Both excipients (sodium and protonated) afforded
gastro-protection and ensured a delayed drug
delivery up to 4-5 h, even in the presence of
digestive enzymes in the dissolution media.
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Figure 3: Acetyl Salicylic acid release from dry-coated
tablets based on CM(H)S and CM(Na)S maintained 2h in
SGF followed by SIF using a USP apparatus 11, at 100 rpm
(with and without pancreatin).

Conclusion

The presence of ionic groups on the
Carboxymethyl Starch chains has a major impact
on polymer swelling/erosion, controlling the
mechanism ol drugs release. The [ormulation
with the proposed CMS excipients represents an
alternative for wet coating procedure. Not only a
manufacturing step is eliminated, but tablets
obtained by direct compression of dry CMS
powders and selected drugs, will not be exposed
to risky solvents.

Acknowledgements
Thanks are due to Dr A. Richard and Valeo Inc
for support and interest in this project.

Selective references

1. C. Calinescu, J. Mulhbacher, E. Nadeau, JM
Fairbrother, M. A. Mateescu. Eur J Pharm
Biopharm. 2005, 60, 53-60.

2. P. Ispas-Szabo, C. Calinescu, M.A. Mateescu.
Transactions, 2006, # 853

3. J. Mulhbacher, P. Ispas-Szabo, M.A. Mateescu.
Int. J. Pharm., 2004, 278, 231-238.

2007 Controlled Release Society 34" Annual Meeting & Exposition TRANSACTIONS

276



277

Le carboxyméthyl amidon comme excipient pour la formulation et le transport
des fimbriae F4 au niveau du tractus gastro-intestinal

Carmen Calinescu ', Jérdme Mulhbacher ' Eric Nadeau 2, John Fairbrother 2,
Mircea-Alexandru Mateescu '

" Département de Chimie et Centre Biomed, Université du Québec & Montréal, Québec,
Canada, H3C 3P8
? Faculté de Médecine Vétérinaire, Université de Montréal, Saint-Hyacinthe, Québec, Canada,
J28 7 C6

La capacité des fimbriae F4 de stimuler le systéme immunitaire présente une
grande importance pour le développement des vaccins oraux contre les infections avec
Escherichia coli chez le porc. Ces vaccins de nature protéique, administrés par la voie
orale, sont peu stables dans les fluides du tractus gastro-intestinal. Dans ces conditions,
il y a toujours la nécessité de développer des systemes de transport appropriés qui vont
assurer une bonne stabilité gastrique des fimbriae F4 et qui vont étre capables de les
relarguer 4 ’endroit désiré, au niveau de I’intestin gréle. Nous avons montré que le
carboxyméthyl amidon (CM-A, avec un degré de substitution de 11 groupes
fonctionnels / 100 unités glucosidiques) peut jouer un réle important en ce qui
concerne la protection des polypeptides F4 dans des conditions qui simulent le milieu
de I’estomac (pepsine, pH 1,2). Les fimbriae F4 non-formulées (libres) ont été
dégradées partiellement aprés 30-60 minutes d’incubation dans des conditions
d’acidité gastrique, tandis que pour les périodes de temps plus longues (120 minutes),
elles ont été dégradées presque complétement. La présence du CM-A a assuré une
bonne stabilité et intégrité des fimbriae F4 méme pour une période de 120 minutes
dans les conditions gastriques. Pour ce qui est le milieu qui simule les conditions
intestinales, les fimbriae F4 non-formulées ont présenté une bonne stabilité pour une
période de 5 heures. Cette résistance des fimbriae a la digestion enzymatique est
essentielle pour garder leur antigénicité. Ainsi, dans le milieu intestinal, au fur et a
mesure que les fimbriae F4 (formulées avec le CM-A) sont libérées de la matrice
polymérique, elles garderont leur stabilité et antigénicité. Le CM-A peut étre considéré
comme étant un excipient permettant la réalisation d’un systeme matriciel qui assure
une bonne protection gastrique des agents bioactifs et leur livraison au niveau des sites
spécifiques du tractus gastro-intestinal.

Collogue BioMed, Centre de recherches biomédicales, UDAM, Montréal, 2006.
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Polymeéres biocompatibles comme excipients pour la formulation et le transport
des bactéries lactiques au niveau du tractus gastro-intestinal

Calinescu C. et Mateescu M. A.

Département de Chimie et Centre BioMed, Université du Québec a Montréal,
Québec, Canada, H3C 3P8§

Pour la majorité des agents thérapeutiques administrés par la voie orale, il y a le
besoin que l'agent bioactif soit livré aprés un certain temps et a un site spécifique
d’absorption au niveau de I’intestin. L’association du carboxyméthyl amidon (CM-A)
avec les polymeres présentant des charges positives (i.e. chitosane) permettra
I’amélioration des propriétés polymériques de transporteur des agents bioactifs, en
retardant le site de livraison (I’intestin gréle, le colon). Le projet propose la livraison
des bactéries lactiques Lactobacillus rhamnosus & des différents sites intestinaux en
utilisant les matrices mentionnées. Dans ce contexte, nous avons modifié les polymeéres
a base d’amidon par substitution avec des fonctions acides de type carboxyméthyle.
Ces polymeres de CM-A ont €té associés avec des chitosanes de différentes masses
moléculaires. Les deux excipients associés ont été utilisés pour la formulation des
bactéries lactiques (Lactobacillus rhamnosus). Les formulations sous forme de
comprimés étaient obtenues par compression directe du mélange des poudres de
I’agent bioactif avec les deux matériaux polymériques. Les tests de viabilité
bactérienne ont montré que les formulations a base de CM-A:Chitosane, testés sous
forme de comprimés, ont été capables d’assurer une bonne protéction bactérienne
contre la dénaturation acide, contrairement aux bactéries non-protégées pour lesquelles
aucune viabilité bactérienne n’a été obtenue. Les profils de libération des bactéries sont
bien correlés avec les comportaments differents de ces deux polymeéres dans le milieu
acide de l'estomac et, respectivement, dans Je milieu neutre intestinal.

74° Congres de I'ACFAS, Montréal. Présentation orale, 2000.
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Carboxyméthyl amidon comme excipient pour le transport et la libération des
bactéries d'Escherichia coli et des fimbriae F4 au niveau du
tractus gastro-intestinal

Calinescu C.**, Nadeau E.*** Mulhbacher J.*, Fairbrother J. M.**" et
Mateescu M. A **

* Département de Chimie et Centre BioMed, Université du Québec a Montréal, Montréal, QC,
Canada, ** Faculté de Médecine Vétérinaire, Université de Montréal, Saint-Hyacinthe, QC,
Canada; " Centre de Recherche en Infectiologie Porcine (CRIP).

Les espéces pathogenes d’Escherichia coli sont généralement responsables
d’infections intestinales se manifestant par des diarrhées chez les porcelets nouveau-
nés ou plus agés, qu’ils soient sevrés ou non. I.’adhésion des bactéries aux cellules de
la muqueuse intestinale peut ¢tre réalisée par des fimbriae — des structures protéiques
qui se trouvent a la surface des bactérics et qui ont un role important dans la
pathogenese. En tant qu’élément principal dans le processus d’adhésion des bactéries
aux cellules de I’épithélium intestinal, les fimbriae sont des candidates pour un vaccin
sous-unitaire qui pourrait étre utilisé pour prévenir la diarrhée post-sevrage chez le
porc. Le probléme central de I’administration orale des agents bioactifs est représenté
par le milieu particulierement agressif au niveau du systeme digestif. La majorité des
principes bioactifs sont inactivés ou détruits par l’acidité gastrique et/ou par les
enzymes du systéme gastro-intestinal. Par conséquent, il y a un besoin de développer
des systémes de transport et relargage de ces agents bioactifs. Cette étude in vitro a été
dédiée a la mise au point d’un probiotique bactérien a base d’Escherichia coli et d’un
vaccin sous-unitaire a base des fimbriae F4 contre la diarrhée post-sevrage chez le
porc, les deux administrés par la voie orale. Le carboxyméthyl amidon riche en
amylose (CMA) a été proposé comme un nouvel excipient pour la formulation de ces
agents bioactifs sous forme de comprimés pour [’administration orale. Ces
formulations ont protégé les agents bioactifs contre ’acidité gastrique et la dégradation
des enzymes et ont assuré leur libération au niveau des milieux qui simulent les
conditions intestinales. Trois variantes de CMA, avec des différents degrés de
substitution, ont ¢été synthétisées en traitant I’amidon avec des différentes quantités
d’acide monochloroacétique. Les produits ont €té séchés sous forme de poudre et des
comprimés ont €ét¢ obtenus par compression directe du mélange des poudres de
’excipient polymérique (CMA) et des bactéries Escherichia coli ou fimbriae F4
lyophilisées. Les comprimés a base de CMA ont rest¢ compacts dans le milieu
gastrique et ont assuré une bonne protection des agents bioactifs contre I’acidité
gastrique méme apres deux heures de traitement. Le processus de libération des
bactéries ou des fimbriae F4 a été basé sur I’hydratation, le gonflement et la dissolution
de la matrice. De plus, une érosion enzymatique par ’alpha-amylase a accéléré le
relargage dc actif dans Ie milicu qui simulait les conditions intestinales. Les tests de
viabilité bactérienne et de stabilité des fimbriae F4 ont montré que les variantes de
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CMA, testées sous forme de comprimés, ont ¢été capables d’assurer une trés bonne
protection des bactéries Escherichia coli | fimbriae ¥4 contre la dénaturation acide /
enzymatique, contrairement aux comprimés d’amidon non-substitué ou aux agents
bioactifs non-protégés. En plus, nous avons montré que les fimbriae F4 non-formulées
ont présenté une bonne stabilité dans le milieu intestinal pour une période de cing
heures. Le CMA pourrait étre considéré comme étant un possible systéme matriciel qui
assure un bon transport des agents bioactifs (Escherichia coli, fimbriae F4) au niveau
du tractus gastro-intestinal. Des €tudes in vivo seront réalisées pour tester 'efficacité
d’une formulation des fimbriue F4 a base de CMA dans le processus d’induction des
anticorps spécifiques (IgM et IgA) au niveau du jéjunum et d’iléum des porcelets
sevrés.

1" Symposium du Centre de recherche en infectiologie porcine (CRIP), Saini-Hyacinthe, 2007,
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Polyméres biocompatibles pour le transport et la livraison des bactéries lactiques
Lactobacillus rhamnosus au niveau du tractus gastro-intestinal

Carmen Calinescu et Mircea-Alexandru Mateescu
Département de Chimie et Centre BioMed, Université du Québec a Montréal
Québec, Canada, H3C 3P8

Depuis des années, des macromolécules d’origine biologique (polysaccharides,
protéines), ainsi que des polymeéres synthétiques (polyvinyl pyrolidone, polyvinyl
alcool) sont utilisées pour des applications biomédicales. Parmi ces macromolécules, le
chitosane d’origine marine, obtenu par la désacétylation partielle de la chitine, présente
un intérét majeur dQi & son caractére cationique. Il a récemment été associé avec les
polyanions naturels comme le carboxyméthyl cellulose, ’alginate, le dextrane sulfaté,
le carrageenane, le sulfate de chondroitine, le hyaluronate, etc. Dans cette étude, nous
proposons une nouvelle matrice polymérique obtenue par I’association du chitosane
avec le carboxyméthyl amidon non-réticulé (CMA) pour le transport et la livraison
d’un probiotique bactérien Lactobacillus rhamnosus. L hypothése est que ce complexe
pourrait étre particulierement utile assurant la gastro-résistance et la libération des
bactéries dans des conditions qui simulent le milieu du tractus digestif. Il est connu que
les probiotiques (bactéries commensales du systéme gastro-intestinal) ont un role
bénéfique sur la santé de I’organisme. Pour exercer ces effets, les probiotiques doivent
survivre dans le tractus gastro-intestinal et arriver en nombre suffisant au niveau
intestinal. Ainsi, 1’association du CMA (qui protege les agents bioactifs dans le milieu
gastrique, acide) avec le chitosane (insoluble dans le milieu intestinal) permet
’amélioration des propriétés du CMA comme transporteur des agents bioactifs, en
retardant leur livraison. Plusieurs formulations de CMA-Chitosane (différentes masses
moléculaires) ont été réalisées en utilisant les bactéries lactiques Lactobacillus
rhamnosus. 1.’ajout du chitosane dans ces formulations monolithiques a augmenté la
stabilité¢ des comprimés pour des durées de plus de 12 heures dans les milieux qui
simulent les conditions gastro-entériques. Le chitosane a assuré un retard variable du
processus de libération des bactéries lactiques en fonction du percentage et de la masse
moléculaire du chitosane utilisé. Les formulations avec des plus grands pourcentages
de CMA ont libéré des quantités plus élevées de bactéries.

Collogue BioMed, Centre de recherches biomédicales, UQAM, Montréal, 2007.
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Détermination de I'effet des adjuvants CpG et toxine choléra sur la réponse
immunitaire contre les fimbriae F4 administrées oralement chez le porc

* Delisle B., * J. M. Fairbrother, ** C. Calinescu, ** M. A. Mateescu et * E. Nadeau

*Laboratoire de référence EcL, Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du Pore,
Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe, Qc, Canada.
** Département chimie et biochimie, Université du Québec a Montréal, Qc, Canada.

Les infections aux Escherichia coli entérotoxinogene (ETEC) positif au fimbriae
F4 causent notamment chez le porc la diarrhée post-sevrage (DPS), une maladie
caractérisée par une diarrhée aqueuse, des pertes de croissance et de la mortalité dans
les 2 premiéres semaines suivant le sevrage, engendrant des pertes économiques
importantes. Le fimbriae F4 est une structure protéique immunogeéne responsable de
I'adhésion de la bactérie aux intestins, faisant de lui un bon candidat pour un vaccin
sous-unitaire oral. L’objectif de cette étude est d’évaluer la réponse humorale anti-F4
stimulée par I’administration orale de fimbriae F4 supplémentés de différents
adjuvants. Pour ce faire, des porcelets sevrés et positifs pour le récepteur intestinal
spécifique au fimbriae F4 ont été immunisés oralement avec du fimbriae F4 semi-
purifiés uniquement ou du fimbriae F4 supplémentés de la toxine choléra compléte ou
d’un ADN CpG spécifique a I'espéce porcine (CpG D19), deux adjuvants immuno-
stimulateurs. Chacune des formulations vaccinales a été incorporée dans un systéme de
livraison macroscopique composé¢ de carboxyméthyl amidon (CM-A). Des porcs
recevant que le CM-A uniquement ont de plus été utilisés comme groupe contréle. Des
¢chantillons de sangs et de féces ont été récoltés a différents intervalles post-
vaccination ainsi que des contenus intestinaux a la nécropsie. Les réponses humorales
des IgM et des [gA anti-F4 ont été analysées par ELISA. Nous avons d’abord observé
une production légérement plus élevé, mais non statistiquement significative, d’IgM
sérique anti-F4 a environ 10 jours aprés la derniere vaccination pour les groupes
vaccinés en comparaison avec le groupe non vacciné. La production d'IgA sérique anti-
F4 ¢était négligeable dans tous les groupes. La moyenne géométrique des titres d'IgM
anti-F4 mucosaux des porcs vaccinés avec la formulation comprenant le CpG était pres
de 2 fois supérieure (P<0,05) a celui du groupe vacciné avec le fimbriae F4
uniquement, tandis que la moyenne géométrique des titres des porcs vaccinés avec la
formulation comprenant la toxine choléra ¢tait environ de 4 fois inférieure (P<0,001) a
celui du groupe vacciné avec du fimbriae F4 uniquement. Tel que observé pour le sang,
la production d'IgA mucosaux était négligeable pour tous les groupes. En conclusion,
le CpG D19, mais non la toxine choléra, démontre un effet d’adjuvant mucosal lorsque
administré oralement chez le porc nouvellement sevré. Ainsi, la formulation vaccinale
contenant du fimbriae F4 supplémenté de CpG D19 serait le meilleur candidat pour
stimuler la réponse humorale intestinale anti-F4 chez le porc.

I Symposium du Cenlre de recherche en infectiologie porcine (CRIP), Saint-Hyacinthe. Présentation
orale, 2007.
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Polymeres biocompatibles pour le transport et la livraison des bactéries lactiques
Lactobacillus rhamnosus au niveau du tractus gastro-intestinal

Carmen Calinescu et Mircea-Alexandru Mateescu

Département de Chimie et Centre BioMed, Université du Québec a Montréal
Québec, Canada, H3C 3P§

Parmi les macromolécules d’origine biologique, le chitosane d’origine marine,
obtenu par la désacétylation partielle de la chitine, présente un intérét majeur di a son
caractére cationique. Il a récemment été associé avec les polyanions naturels comme le
carboxyméthyl cellulose, 1’alginate, le dextrane sulfaté, le sulfate de chondroitine, le
hyaluronate, etc. Dans cette étude, nous proposons une nouvelle matrice polymérique
obtenue par I’association du chitosane avec le carboxyméthyl amidon non-réticulé
(CMA) pour le transport et la livraison d’un probiotique bactérien Lactobacillus
rhamnosus (L. rhamnosus). Ainsi, 1’association du CMA (qui assure une certaine
protection des agents bioactifs dans le milieu gastrique, acide) avec le chitosane
(insoluble dans le milieu intestinal) permet [’amélioration des propriétés du CMA
comme transporteur des agents bioactifs, en retardant leur livraison dans les conditions
intestinales.  Plusieurs formulations de CMA:Chitosane (différentes masses
moléculaires) ont été réalisées en utilisant les bactéries lactiques L. rhamnosus. L ajout
du chitosane dans ces formulations monolithiques a augmenté la stabilité des
comprimés pour des durées de plus de 12 heures dans les milieux qui simulent les
conditions gastro-entériques. Le chitosane a assuré un retard variable du processus de
libération des bactéries lactiques en fonction du percentage et de la masse moléculaire
du chitosane utilisés. Plus le percentage et la masse moléculaire du chitosane ont
diminué dans les formulations monolithiques, plus il y a eu une libération des bactéries
lactiques viables. La présence du double-noyau de CMA a modifié Ieffet de la masse
moléculaire du chitosane dans le processus de libération des bactéries.

4 Collogue international francophone de microbiologie animale, Saint-Hyacinthe, 2008.
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Polymeéres biocompatibles pour le transport et la livraison des bactéries
lactiques au niveau du tractus gastro-intestinal

Carmen Calinescu et Mircea Alexandru Mateescu®

Département de Chimie, Université du Québec a Montréal
C.P. 8888, Succ. A, Montréal, Qc, H3C 3P8

*mateescu.m-alexandru(@ugam.ca

Une nouvelle matrice monolithique hydrophilique basée sur une stabilisation
lonique entre un excipient anionique (carboxyméthyl amidon riche en amylose, CMA)
et un excipient cationique (Chitosane) a €t¢ proposée pour la livraison des probiotiques
au niveau du coélon. Le CMA assure la gastro-protection des probiotiques et le
Chitosane prévient leur libération rapide. L’augmentation du pourcentage et de la
masse moléculaire (MM) du Chitosane a généré un retard et une diminution de la
quantité des bactéries (Lactobacillus rhamnosus) libérées. La libération des bactéries a
¢été contrdlée par le gonflement des comprimés (di au Chitosane), suivi par 1’érosion et
la dissolution du CM-HAS. La barriere de gel de Chitosane formée dans les conditions
acides a aussi retardé la libération des bactéries. Le double-noyau a base de CM-HAS a
contribu¢ a I’augmentation du pourcentage des bactéries libérées dans les conditions
qui simulent le milieu intestinal.

12° Conférence annuelle sur la recherche aux cycles supérieurs en chimie et biochimie, Université
Concordia, Montréal, 2009.
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Demande de brevet

Oral enzyme formulations for intestinal delivery

Inventors: Mircea Alexandru Mateescu', Carmen Calinescu', Pompilia Ispas-Szabo "
Bruno Mondovi 2, Rodolfo Federico’

! Department of Chemistry and Centre Pharmagam, Université du Québec a Montréal,
CP 8888, Succ. A, Montréal (Québec) H3C 3P8, Canada
? Department of Biochemical Sciences "Rossi-Fanelli”,
University of Rome "La Sapienza”, 00185 Rome, ltaly
7 Department of Biology, 3" University of Rome, 00146 Rome, Italy

The present invention is proposing oral enzyme formulations containing a vegetal
extract of diamine oxidase (VDAO) and catalase (Cat), used individually or associated.
The anti-inflammatory DAO associated to catalase (clearing the pro-oxidant hydrogen
peroxide) and formulated with selected excipients could constitute a therapy for
treatment of intestinal diseases. Oral dosage forms can be obtained by dircct
compression of active dry powders with selected excipients: i.e. cellulose derivatives,
metacrylates, chitosan, carboxymethyl starch (CMS), or their mixture. The protective
effect is dependent on gel-like structure formed after exposure to simulated gastric
fluid and on proteins loading. The proposed association acting as anti-histaminic, anti-
inflammatory and anti-oxidant is recommended to treat inflammatory bowel diseases
(ulcerative colitis and Crohn’s disease).
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