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Glossaire

Un module : coefficient de résistance des matériaux (module de rigidité).

La transition vitreuse : est caractéristique d’un polymére amorphe (chaines dans un
état désordonné). A basses températures, les chaines sont figées, et les polymeéres sont dans
I”état vitreux (solide, dur et fragile). En augmentant la température (1’énergie thermique) a une
certaine valeur, dite la température de transition vitreuse, les mouvements de chaines sont

permis ; le polymére s’amollit et entre dans 1’état caoutchouteux (chaines enchevétrées).

Le numéro CAS : le numéro d’une substance chimique, polymeére, séquence biologique
et alliage. C’est son numéro d’enregistrement unique aupreés de la banque de données de

Chemical Abstracts Service (CAS), une division de 1I’American Society (ACS).

La protéine Tat: Tat est une protéine régulatrice qui améliore considérablement

I’efficacité de la transcription virale. Tat signifie « Trans-Activator of Transcription ».

Les phyllosilicates : sont des minéraux du groupe des silicates construits par
empilement de couches tétraédriques ou les tétraedres partagent trois sommets sur quatre (les
0Xygenes « basaux »), le quatrieme sommet (I’oxygéne « apical ») étant relié a une couche

octaédrique occupée par des cations différents (Al, Mg, Fe, Ti, Li...).
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Introduction générale

La muqueuse buccale présente une fonction de protection contre les forces méecaniques
mises en jeu lors de la préhension des aliments et de leur mastication, ainsi qu’envers les
micro-organismes saprophytes présents dans la cavité buccale. Bien que la muqueuse buccale
soit protégée par son systeme immunitaire et par les sécrétions salivaires, celle-ci reste fragile.
Toute agression, qu’elle soit biologique, physique ou chimique, pourra entrainer une

modification de sa structure et donc de son intégrité (1).

Les lésions de la bouche peuvent étre tout a fait bénignes et ne représentent aucun
danger pour I’organisme. Néanmoins, elles peuvent constituer une géne fonctionnelle et
esthétique pour le patient. Et surtout, elles peuvent étre a I’origine d’une pathologie
buccodentaire pouvant entrainer des conséquences graves. En effet, une Iésion bénigne peut
dégénérer en une tumeur maligne, ou peut déja étre a un stade précancéreux (2). C’est
pourquoi, une prise en charge adéquate et immédiate doit étre installée, méme si celle-ci n’est

pas encore génante ou douloureuse.

Jusqu'a présent, les ulcérations et les lésions de l'intérieur de la bouche sont traitées avec
des gels ou des bains de bouche, mais ceux-ci sont souvent inefficaces en raison de temps de
contact médicamenteux inadaptés en regard de la Iésion et donc une application fréquente est

nécessaire pour maintenir des concentrations efficaces en principe actif (3).

En raison des défauts associés aux méthodes d'administration mentionnées, l'attention
s'est portée sur le développement des systemes d'administration a libération prolongée tels que
les systemes des films dentaires muccoadhesifs (4). Les films dentaires présentent certains
avantages par rapport aux formes galéniques conventionnelles : une insertion facile sans

sensation de douleur, moins d'espace de stockage et moins d’effets secondaires (5).

Un film mucoadhésif biodégradable permet de cibler précisement la zone touchée, il
offre un temps d’adhérence relativement long et une grande flexibilit¢ qui offre un grand
confort a l'intérieur de la bouche. Il agit comme un pansement thérapeutique buccal ce qui
implique qu'il est efficace pour cibler directement la zone spécifique et former une barriére

protectrice (6).

Les progres récents dans le domaine de la dentisterie favorisent l'utilisation de divers

produits naturels a base de plantes pour le traitement de diverses maladies et affections bucco-

1|Page



Introduction générale

dentaires (7). Il y a eu de nombreux rapports sur l'utilisation de la curcumine pour le
traitement des maladies bucco-dentaires. La curcumine est un polyphénol hydrophobe dérivée
des rhizomes de Curcuma longa. Elle a un large spectre d'activités biologiques et
pharmacologiques, dont les propriétés antibactériennes, anti-inflammatoires et antioxydantes
qui sont des atouts souhaitables pourraient valider son utilisation dans le traitement des

ulcérations et des lésions de la cavité buccale (8).

Cependant, ses attributs biopharmaceutiques non optimaux tels que sa faible solubilité
aqueuse et ses propriétés physicochimiques entrave son développement en tant que candidat
thérapeutique. Par conséquent, divers systemes avancés d'administration de médicaments

comme les nanosystemes doivent étre développés (9).

L’objectif principal de ce travail est la formulation des films mucoadhésifs en réalisant
un systéeme d’administration de médicament (drug delivery system) de type nanocomposite
(PVA/B-Na) pour libération prolongée. Il est basé principalement sur des propriétés
physicochimiques de la molécule active « les curcuminoides », des conditions physiologiques
de la muqueuse buccale, ainsi que de I’objectif thérapeutique qui est le traitement des
ulcérations de la cavité buccale. Afin d’atteindre cet objectif il fallait tout d’abord : extraire

les curcuminoides et faire un traitement sodique de la bentonite brute.
Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de trois chapitres ;

Le premier chapitre est consacre a une étude bibliographique qui se scinde en cing parties qui
sont respectivement : la santé buccale (aphtes et ulcération de la cavité buccale) ; les
différentes propriétés de la curcumine ; les films hydrogels nanocomposites ; les polymeres
(PVA et HPMC) et les argiles en particulier la bentonite. Le deuxieme chapitre comporte
I’étude expérimentale qui est subdivisée en deux parties : le matériel et les équipements
utilisés ainsi que les méthodes de préparation des films, de leurs caractérisations et contréle
de I’efficacité. Les résultats obtenus sont ensuite discutés et comparés avec d’autres études

dans le troisieme chapitre. Enfin, le manuscrit est achevé par une conclusion générale.
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Santé buccale, aphtes et ulcérations de la cavité buccale Chapitre 1

Chapitre 1 : Sante buccale, aphtes et ulcérations de la cavité buccale

La muqueuse de la cavité buccale étant un tissu prolongeant la peau, elle partage de
nombreuses maladies avec celle-ci. Ces derniéres se caractérisent par une grande variété

d’étiologies, de symptdmes et de signes subjectifs, de pronostics et de traitements.

1. Cavité buccale

La cavité buccale débute a la jonction entre la peau et les levres. Le plafond de la
bouche est formé du palais dur. Elle méne a 1’oropharynx, qui comprend le palais mou,
I’arriere de la langue et les amygdales. La surface interne des joues forme les cotés de la
cavité buccale. La partie inférieure de cette derniere est le plancher de la bouche, sur lequel

s’appuie la langue. Toute la cavité buccale est tapissée d’une muqueuse (10).

1.1. Rappelle histologique de la muqueuse buccale

La cavité buccale est tapissée d’une muqueuse malpighienne, elle est constituée d’un

épithélium pavimenteux stratifié et d’un chorion (11).

Muqueuse buccale

Epithelium

Lame basale

D
Glande salivaire = \(
-

Figure 1 : Histologie de la cavité buccale (12).
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1.2 Perméabilité

Tout comme la peau, la muqueuse buccale agit comme une barriere protectrice pour les

couches plus profondes, limitant I'entrée de substances provenant de I'extérieur (1).

Néanmoins, sa perméabilité est connue pour étre 4 a 4000 fois supérieure a celle de la
peau (13), ce qui conduit souvent a l'idée erronée que la muqueuse buccale est un tissu
perméable. Au contraire, elle présente une barriere efficace a la penétration, et

I’administration trans buccale réussie du médicament reste un grand défi (14).
Les principaux facteurs affectant la perméabilité de la muqueuse buccale sont :

e Les caracteéristiques de I'épithélium, telles que sa structure (épaisseur et kératinisation) et
la composition lipidique du matériau intercellulaire ainsi que la membrane basale.
e Le mucus et la salive contribuent également a réduire la pénétration des médicaments.

e Les caractéristiques physico-chimiques du médicament (14).

Il est intéressant de mentionner que d'autres parametres peuvent également affecter la
perméabilité de la muqueuse buccale, comme le vieillissement des cellules de I'épithélium et
I’inflammation. Ainsi que des facteurs extrinseques par exemple : le tabac, l'alcool, les
dentifrices et les bains de bouche (15).

2. Aphtes et ulcérations de la cavité buccale

Les aphtes et les ulcérations buccales sont des Iésions de la muqueuse bucco-pharyngée
qui constituent un motif fréquent de consultation. Elles doivent étre correctement
diagnostiquées car elles peuvent révéler des maladies locales ou générales, potentiellement
graves. Histologiquement, 1’ulcération est une perte de substance de la muqueuse profonde au
niveau de 1’épithélium et du chorion contrairement a 1’érosion superficielle qui ne touche que
I’épithélium (16).
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Les types et les causes des ulcérations buccales sont trés variables. Celles-ci peuvent
étre provoquees par une infection, une maladie généralisée (systémique), un produit irritant

physique ou chimigue ou une reaction allergique (17).

Certains médicaments de chimiothérapie entrainent une sécheresse de la bouche a
I’origine d’ulcérations de la langue ou de la gorge, de mucite, de mycoses et parfois de
douleurs ou d’une altération du gofit. Ainsi qu’une baisse prolongée du nombre de globules
blancs, de globules rouges et de plaquettes rend la personne plus sensible aux infections de la

bouche et des gencives (18).

En général, comme le flux normal de la salive protége la muqueuse buccale, toute

affection réduisant la production de salive favorise 1’apparition d’ulcérations buccales (17).

2.1 Aphtes

Un aphte est une lésion ulcéreuse, douloureuse causée par une nécrose tissulaire. Il
provoque une sensation de brulure, parfois une géne lors de la mastication et une

hypersalivation.

Les aphtes sont généralement uniques mais ils peuvent apparaitre par groupe de 3 ou 4.
IIs sont localisés préférentiellement sur les muqueuses buccales et labiales, le plancher de la

bouche, la face ventrale et latérale de la langue, I’oropharynx et le palais mou (19).

La pathogenése des aphtoses buccales est multifactorielle. Les données actuellement
connues indiquent une maladie auto-immune, une origine bactérienne (Streptococcus oralis)

ou virale (Papillomavirus, Herpes simplex, Epstein Barr et Cytomégalovirus) (11, 20).

2.2 Ulcérations liées a des infections

De nombreuses maladies infectieuses de type bactérien, viral, mycosique, parasitaire ou

non spécifique peuvent étre a I’origine d’ulcérations buccales.
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» Infections bactériennes

e La syphilis : maladie sexuellement transmissible due au germe Treponema pallidum.

e La tuberculose : maladie infectieuse chronique granulomateuse due a Mycobacterium
tuberculosis.

e Infections staphylococciques : elles sont souvent dues a Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermitis.

e Le Noma : stomatite gangréneuse impliquant différents germes, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Borrélia vincentii, des streptocoques et des

staphylocoques (21).

> Infections virales

e L’infection par Herpes simplex type 1 : elle est a 1’origine d’une gingivostomatite
herpétique primaire.

e L’infection par le virus Varicelle-zona : les ulcérations buccales sont proches de la
gingivostomatite herpétique mais sans atteinte gingivale.

e Le syndrome Main-Pied-Bouche : due a I’infection par le virus Coxsackie.

e L’infection par la Cytomégalovirus : elle est relativement rare (16).

» Infections mycosiques

Les mycoses buccales sont extrémement fréquentes, habituellement dues a la
prolifération de Candida albicans, germe saprophyte devenant opportuniste lorsque les
conditions locales deviennent favorables a sa croissance. Les candidoses buccales ont le plus
souvent une évolution bénigne et répondent bien aux traitements antifongiques locaux.
Cependant, dans certaines situations d’immunodépression locale ou générale, I’infection peut

évoluer sous une forme extensive, chronique et parfois systémique (22).
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Elle se manifeste par un dép6t blanc laiteux a ablation facile, recouvrant une muqueuse
érythémateuse inflammatoire. Les localisations les plus fréquentes sont la joue, la langue et le
palais (23).

Les principales autres mycoses responsables d’ulcéres sont : Histoplasma capsulatum
pour [I’histoplasmose, Blastomyces dermatitidis pour la blastomycose, Cryptococcus
neoformans pour la cryptococcose, Paracoccidioides brasiliensis pour la coccidiomycose,

Aspergillus sp pour I’aspergillose, Mucor et Rhizopus pour la mucormycose (21).

3. Traitement

Comme toute pathologie, avant de prescrire un traitement, il est impératif de chercher

les causes ainsi que les facteurs déclenchants des aphtes et des ulcérations buccales.

Pour traiter une aphtose ou une ulcération de la cavité buccale, il existe un large choix
dans D’arsenal thérapeutique. Le but de traitement est de diminuer la douleur, réduire

I’inflammation et d’accélérer la cicatrisation.

Dans ce travail, I’'importance est contribuée au traitement symptomatique local qui est
résumé dans le tableau | dont les principaux effets recherchés sont leurs actions antalgiques,

anti-inflammatoires, antiseptiques et permettant de prévenir les surinfections.
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Tableau | : Traitements locaux des aphtes et des ulcérations buccales (21).

Traitements

Anesthésiques
locaux

Antiseptiques
locaux

Anti-
inflammatoires non
stéroidiens

Antifongiques

Corticostéroides

Antibiotiques
locaux
(Tétracyclines)

Acide
trichloracétique

Effets thérapeutiques et
Indications

*Un soulagement quasi-immédiat
mais d’effet passager.
*11s sont donc indiqués en phase
douloureuses, juste avant les
repas pour favoriser
I’alimentation et améliorer le
confort.

*Prévient les surinfections
bactériennes.

*Un effet analgésique pour
soulager la douleur.

*Ulcérations d’origine
mycosiques exp : Candidose.

*Effet antalgique contre les
aphtes miliaires et les aphtes
géants.

*Les aphtoses herpétiformes.

*Limite 1’évolution des aphtes
mineurs.

Spécialités pharmaceutiques

*Lidocaine visqueuse en tube.

*La chlorhexidine en bains de
bouches ou en pulvérisations
locales.

*Rhubarbe + acide salicylique en
solution buccale et gingivale.

* Acide niflumique +

Hexétidine en gel gingival.

* Amphétéricine B en suspension
buvable.

*1traconazole en gélule,
kétoconazole en creme ou gel,
fluconazole en gélule ou poudre
pour suspension buvable.
*Flucinolone acétonide.
*Triamcinolone, suspension
injectable.

*Les tétracyclines en bains de
bouche.

*Les comprimés de doxycycline
100mg.

*Association de tétracycline et
nystatine.

9|Page



Santé buccale, aphtes et ulcérations de la cavité buccale Chapitre 1

» Inconvénients des traitements conventionnels

Apres avoir meneé des tests sur des volontaires, les chercheurs ont constaté qu'un bain de
bouche utilisé deux fois par jour pendant une semaine conduit a une perte importante de
diversité du microbiome buccal, ainsi qu'une acidification de la salive qui peut conduire a une
déminéralisation des dents. Encore plus génant : 1’usage prolongé de la chlorhexidine peut
provoquer une coloration des dents et empéche les bactéries de réduire les nitrates en nitrites,
ce qui affecte la biodisponibilité du nitrite. Or, le nitrite a un effet vasodilatateur. Dans une
précédente étude, I'équipe avait montré que les bains de bouche a la chlorhexidine peuvent
augmenter la pression artérielle chez les individus normaux ou souffrant déja d'hypertension
(24).
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Chapitre 2 : Films hydrogels nanocomposites

Le domaine des matériaux de taille nanométrique a attiré une grande attention des
scientifiques ces derniéres années. Ces dimensions dans la gamme nanométrique rendent
possible la conception et la création de nouveaux matériaux nanocomposites basés sur des

applications avec une grande amélioration de leurs propriétés physiques et chimiques.

1. Hydrogel

Les hydrogels sont des matériaux a structure tridimensionnelle comportant des chaines

polymeres hydrophiles. Ils sont réticulés pour former des matrices a forte rétention d'eau (25).

1.1 Caractéristiques

Les hydrogels ont des applications prometteuses dans plusieurs domaines en raison de
leurs propriétés physiques, chimiques et biologiques ajustables (25), leur flexibilite et
polyvalence dans la fabrication, variété dans la composition, en particulier leur excellente

biocompatibilité et leur similarité avec la matrice extracellulaire native (26).

Cette structure est caractérisée par 3 parametres : la fraction volumique de polymére a
1’état gonflé (v2s), la masse molaire (Mc) entre 2 nceuds de réticulation et la distance entre ces

nceuds (&) (27).

\ull( l‘-|||||xl ulation

Figure 2 : Représentation schématique d’un hydrogel (28).
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Ces parameétres gouvernent la capacité du systéeme a gonfler, et dépendent de la densité
de réticulation du gel, c’est a dire de la quantité éventuelle d’agent réticulant ajoutée lors de la

préparation du gel.

Un matériau hydrogel idéal doit avoir (29) :
-Un faible co(t.

-Une trés grande durabilité et stabilité pendant le stockage et dans 1’environnement de

gonflement.
-Incolore, inodore et non toxique.
-Une biodégradabilité tres élevée.
-Un taux d'absorption souhaité.
-Une capacité de remouillage.

-Un pH-neutre apres gonflement dans l'eau.

1.2 Limites des hydrogels

Malgré ces caractéristiques importantes, les hydrogels présentent encore de nombreuses
limitations, par exemple une faible résistance mécanique, une faible déformation, une faible

stabilité thermique, ce qui limite leur domaine d'application.

En raison de ces limites, les chercheurs ont tenté de reconcevoir de nouveaux hydrogels

nanocomposites avec des propriétés améliorées et unique (25).

2. Hydrogel nanocomposite

Les hydrogels nanocomposites sont des réseaux polymeres hautement hydrates,

également connus sous le nom d'hydrogels hybrides.
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Une large gamme de polymeres naturels (cellulose, chitosane, alginate, gélatine,
I’amidon, gomme de guar, la pectine) et synthétiques (alcool polyvinylique PVA,
polyéthylene glycol PEG, acide polyacrylique, poly 2-hydroxypropylmeéthacrylamide) est
utilisée pour composer un réseau d'hydrogels nanocomposites qui permet d'améliorer les
propriétés chimiques, biologiques, de gonflement/dégonflement et physiques. lls présentent
diverses propriétés supérieures, par exemple, une réesistance élevée, un bon module et une

grande résistance a la chaleur.

Pour obtenir ces systémes nanocomposites, une large gamme de nanoparticules est
combinée avec les réseaux polymeres, par ex, nanoparticules polyméres dendrimeres,
polyesters hyperbranchés, nanomatériaux a base de carbone, des nanoparticules
inorganiques/céramiques (Hydroxyapatite, silicates, phosphate de calcium) et les

nanoparticules de métaux/nanoparticules d'oxyde métallique (25).

2.1 Structure du nanocomposite

En fonction de la nature des composants utilisés (silicate stratifié, cation organique et
matrice polymere) et de la méthode de préparation, trois principaux types de composites

peuvent étre obtenus (30), lorsque l'argile stratifiée est associée a un polymeére :

> Composites non-mélangés : dans ce type de composite, les interactions entre les
particules d'argile et le polymére sont trés faibles et donc, les polyméres ne peuvent
pas entrer dans les feuillets d'argile. Un composite a phase séparé est formé avec des

propriétés mecaniques relativement pauvres.

> Structures intercalées : dans cette structure les chaines polymeéres sont intercalées
entre les couches de silicate, ce qui donne une morphologie multicouche bien
structurée, constituée de couches polymeéres et inorganiques alternées. L'intercalation
entraine une séparation d'environ 2-3 nm entre les couches, qui est indépendante du
rapport argile/polymeére. Les propriétés de cette catégorie de nanocomposites

ressemblent a celles des matériaux céramiques.
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» Structures exfoliées ou délaminées : dans cette structure les couches d'argile sont bien
séparées les unes des autres et dispersées individuellement dans la matrice polymere
continue. Dans ce type de composite, la distance entre deux plaquettes peut étre de
I'ordre de 5 a 10 nm, voire plus. Dans ces systémes, les interactions polymére-argile
sont maximisées, ce qui entraine des changements importants des propriétés
mécaniques et physiques. Il est généralement admis que les systemes exfoliés

présentent de meilleures propriétés mécaniques que les systéemes intercalés.

3. Applications biomédicales

Les hydrogels et les hydrogels nanocomposites sont largement utilises dans des
applications biomédicales telles que, dans limmunothérapie, les vaccins, la chirurgie
plastique, la cicatrisation des plaies, 1’électrophorése, I’ingénierie tissulaire (régénération
osseuse, cardiague, dentaire), I'administration de médicaments, les pansements et ils ont une

activité antibactérienne...(29).

4. Polymeres

Les polyméres muccoadhesifs sont généralement composés de réseaux hydrophiles qui
contiennent de nombreux groupes fonctionnels polaires. Ce sont de grosses molécules
constituées de monomeres reliées entre elles par des liaisons covalentes, qui ont la capacité de

former des interactions avec les substrats muqueux.

4.1 Alcool polyvinylique (PVA)

L'alcool polyvinylique est un polymeére synthétique hydrosoluble représenté par la
formule (C2H4O)n. La valeur de n pour matériaux disponibles dans le commerce se situe entre
500 et 5000, ce qui équivaut a un poids moléculaire d'environ 20 000 a 200 000 g /mol (31).
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CH> —(?H
OH “

Figure 3 : Structure chimique du PVA (32).

4.2 Hypromellose (HPMC)

L’hypromellose ou encore hydroxypropyl méthylcellulose, est un produit semi-
synthétique issu de la cellulose. C’est 1'un des excipients les plus fréquemment utilisés en
pharmacie en raison de sa facilité d'utilisation, de sa grande disponibilité, de sa bonne

biocompatibilité, de sa biodégradabilité et de sa capacité supérieure a former des films (33).

OR
OR
Q RO o
RO o a
OR
OR n

R = —H, —CHg, —CHy—CHOH—CHg

Figure 4 : Structure chimique de ’'HPMC (34).

Les caractéristiques des deux polyméres PVA et HPMC sont résumées dans le

tableau II.
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Tableau Il : Caractéristiques des polymeres PVA et HPMC (31).

Polymeére
Formule chimique

Apparence
Poids
moléculaire
(7p]
(5]
>
g __
c Solubilité
S
o
(@]
o
‘D
>
e
o
(75]
RT) Viscosité
| -
o
(@]
|-
o

Température de
solubilité dans
P’eau

Applications
dans la formulation
pharmaceutique

PVA
(C2H40) n.

Solide sous forme de cristaux,
blanc et inodore.

80 000 g / mol.

*Soluble dans l'eau.
*Insoluble dans
organiques.

les solvants

Les grades de la viscosité
dynamique  dune  solution
aqueuse a 4% p/v a 20°C est
11,6 & 15,4 cps.

90°-95°C.

*Un agent de revétement.
*Lubrifiant.

*Agent mucoadhésif.

*Agent stabilisant ainsi qu’un
agent viscosifiant.

*Il est utilise dans les
formulations a libération
prolongée pour l'administration
orale.

HPMC
Cs6H108030.

Une  poudre  fibreuse  ou
granulaire, blanche ou blanc
créme, insipide et inodore.
*Soluble dans l'eau froide
formant une solution colloidale
visqueuse.

*Insoluble dans I'eau chaude, le
chloroforme, I'éthanol (95%) et
I'éther.

*Un large éventail de types de
viscosité est disponible dans le
commerce.

*Les solutions préparées a l'aide
de solvants organiques ont
tendance a étre plus visqueuses.

25 °C.

*Agent dispersant, améliorant la
dissolution.

*Agent de libération prolongée.
*Agent filmogene.

*Agent mucoadhésif.

*Agent solubilisant et
épaississant.

*Agent viscosifiant.

*11 est largement utilisé dans les
formulations pharmaceutiques
orales, nasales, ophtalmiques et
topiques.
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5. Argiles

Les argiles sont des composés constitués par des particules fines du sol ayant moins de
2 um de diamétre. Il existe deux grandes familles d’argiles selon 1’échange ionique : les

argiles anioniques et les argiles cationiques (35).

L’argile qui fait ’objet de ce travail est connue sous le nom de bentonite. Elle
désigne généralement une poudre minérale constituée essentiellement de [’argile de

montmorillonite (famille des smectites).

5.1 Bentonite

Le terme bentonite a été inventé en 1898 pour désigner une argile au toucher
savonneux appartenant a la formation "Benton shale" et affleurant dans la région de Rock
River (Wyoming, Etats Unies) ou la premiere exploitation de bentonite aurait été découverte
en 1890. Cette formation tire son nom de Fort-Benton situé au Nord de Rock River. Les
bentonites sont des silicates dalumine hydratés appartenant au groupe des

Montmorillonites (36).

La Pharmacopée européenne 2008 définit la bentonite comme étant une argile naturelle
contenant une forte proportion de montmorillonite, silicate d’aluminium hydraté d’origine
naturelle, dans lequel certains atomes d’aluminium et de silicium peuvent étre remplacés par

d’autres atomes tels que le magnésium et le fer (37).

5.2 Types de bentonites

Il existe trois types de bentonites :

» Bentonite calcique : elle constitue la plus grande part de gisements exploités dans le
monde. Elle contient essentiellement des ions (Ca%") en position interfoliaire.

Ce type d’argile présente un taux de gonflement de 3 a 7 fois le volume initial.
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» Bentonite sodique : c’est la bentonite utilisée dans ce travail ; ce sont des argiles rares.
Leur ion interfoliaire ou échangeable est Na+. Elles ont un pouvoir de gonflement tres élevé

qui peut atteindre 12 a18 fois le volume initial.

» Bentonite de potassium : aussi connu sous le nom de bentonite de potasse ou de K-
bentonite. Cette bentonite est une argile illitique riche en potassium formee

a partir d'une altération des cendres volcaniques (36).

5.3 Structure géométrique de la Montmorillonite

Elle est formée par une couche octaédrique comprise entre deux couches tétraédriques.
La liaison des couches élémentaires est assurée par les forces assez faibles de VVan Der Waals

et des liaisons hydrogénes.

Leur structure a été définie par U.Hofman, K.Endel, D.Wilm, et la formule générale
(pour la demi-maille) peut s’écrire : My (Alo.xMgx) (Si4010) (OH) 2.zH>0.

Le remplacement des ions AI®* par des ions de valences inférieures comme Mg?* dans
les couches octaedriques crée un deficit dans les charges positives qui sont responsables de
80% de la capacité d’échange cationique (CEC), la neutralité électrique sera garantie par des

cations compensateurs (Na*, k*, Ca®* ...) (35).

Cavité hexagonale
Cation interfolliaire (K, ™Na, Ca)

couche tétraédrique

couche octaédrique

couche tétraédrique

Cavité hexagonale @ Oxyegene
Cation interfolliaire (IS, INa, Ca) . | e
» Cation tétraé¢drique (51, Al)

® Cation octaédrique (Al, Mg, Fe)

Figure 5 : Feuillet de phyllosilicate (38).
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5.4 Propriétés de la bentonite

Les substitutions isomorphiques dans la partie cristalline de la montmorillonite sont
source de la charge négative a la surface des feuillets. Cette charge négative, appelée charge
permanente, permet a la montmorillonite d'échanger des cations (capacité d'échange
cationique) et dadsorber les molécules deau (capacit¢é de gonflement).
La montmorillonite a plusieurs autres caractéristiques importantes qui peuvent étre

résumées par sa grande surface spécifique et son état colloidal (39).

5.5 Usages pharmaceutiques de bentonite

La bentonite est utilisée dans l'industrie pharmaceutique a la fois comme excipient et
principe actif pour la préparation des formes pharmaceutiques liquides (suspensions,
émulsions), semi-solides (crémes, onguents) et solides (capsules, comprimés et poudres) pour
administration topique ou orale (40). L'utilit¢ des minéraux dargile dans I'application
pharmaceutique est due a des propriétés différentes telles que la capacité d'adsorption élevee,
les réactions intercalaires, la surface élevée, l'inertie chimique, la capacité d'échange
cationique élevée, la toxicité faible ou nulle pour le patient et le prix bas (41). Elle est donc

utilisée pour :

» Administration orale : la bentonite administrée par voie orale peut agir comme anti

diarrhéiques, protecteurs gastro-intestinaux, antiacide, laxatifs par voie osmotique (42).

» Administration topique : les smectites sont appliquées comme protecteurs
dermatologiques pour adhérer a la peau, formant un film qui permet de la protéger
mécaniquement contre les substances physiques ou chimiques externes, elle est
recommandée dans les processus inflammatoires tels que l'acné, les furoncles et les
ulceres (43). Les bentonites sont également utilisées a des fins antiseptiques (41).
L'amalgame de bentonite avec d'autres minéraux argileux peut étre utilisé comme

pansement pour le traitement des Iésions cutanées.
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> Les différents roles de la bentonite comme excipients dans la formulation

pharmaceutique sont cités ci-dessous.

-Désintégrateurs, liants et diluants (44). Agents de suspension, émulsifiants,

antiagglomérants (45) et correcteurs de saveurs (41, 43).

-Transporteurs et support de libération d'ingrédients actifs : la smectite et la bentonite
correspondante sont bien adaptées pour servir de support pour I’encapsulation et libération
des actifs , en raison de leur grande surface spécifique et de leur forte capacité d'échange

cationique (46).

20| Page



Curcumine Chapitre 3

Chapitre 3 : Curcumine

La curcumine est un produit photochimique dérivé du curcuma, qui est une plante
herbacée vivace appartenant a la famille des Zingibéracées. Familiérement, le curcuma est
appelé "I'épice dorée" en raison de son caractére unique couleur jaune doré et saveur piguante
terreuse. Elle a été utilisée par les Indiens depuis des siécles, sans effets secondaires connus,
non seulement comme colorant et ardme alimentaire mais aussi pour traiter une grande variété
de maladies (47).

La curcumine est 1I’'une des principales substances présentes dans le rhizome de
Curcuma longa (L) et autres Curcuma spp. Chimiquement, il existe trois substances poly
phénoliques majeures qui appartiennent a la famille des curcuminoides : la curcumine
(diferuloylmethane), la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine. Parmi ceux-ci la

curcumine est la plus biologiquement active (48).

Elle a été isolée pour la premiére fois il y a prés de deux siecles, en 1815 par deux
scientifiques allemands, Vogel et Pelletier. La curcumine est une poudre insoluble dans l'eau
obtenue sous forme cristalline en 1870 et finalement identifiée comme 1,6-heptadiéne-3,5-

dione-1,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl) -(1E,6E) ou diferuloylméthane (49).

Selon la base de données PubMed, le premier rapport sur l'effet antibactérien de la
curcumine a été publié en 1949 dans Nature et le premier essai clinique a été publié dans The
Lancet en 1937. Bien que PubMed indique plus de 9200 publications sur la curcumine, il est
intéressant de noter que prés de 7500 d'entre elles ont été publiées au cours des 10 dernieres
années (9).

En 2015, Kumar et ses collegues ont créé et développé la Curcumine Resource
Database (CRDB) qui a pour but de servir de passerelle pour accéder a toutes les données

pertinentes et aux informations connexes sur la curcumine et ses analogues (50).
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curcumine

Figure 6 : Structure chimique de la curcumine (51).

1. Propriétés physicochimiques de la curcumine

e Le nom chimique : [1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione].

*Synonyme : diferuloylmethane.

*Numéro CAS : 458-73-7.
Formule moléculaire et poids moléculaire : la formule moléculaire de la curcumine est
C21H200s, et son poids moléculaire est de 368,38 Daltons.
Point de fusion : le point de fusion de la curcumine est de 183°C.
La solubilité : elle est pratiquement insoluble dans 1’eau a pH acide et neutre mais soluble
dans les solvants organiques polaires et non polaires ainsi que dans les alcalis ou dans des
solvants acides tels que I’acide acétique glacial.
Le pKa et coefficient de partage : la curcumine a trois valeurs différentes de pKa ; les deux
premiéres valeurs sont dues aux groupements phénoliques et la troisieme est due au proton

énolique. Le coefficient de partage octanol-eau de la curcumine est de 3,29 (8).

2. Effets thérapeutiques de la curcumine

La curcumine présente des avantages pour la prévention et le traitement des maladies en
raison de son bon profil d'innocuité et de son efficacité, de son bon profil de sécurité et de
I'absence d'effets secondaires. Parmi ses effets thérapeutiques les plus marquants, on site ci-

dessous :
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2.1 Effets antimicrobiens

Plusieurs mécanismes d’action ont été proposés pour 1’activité antimicrobienne de la
curcumine, notamment sa capacité a augmenter la perméabilité des parois cellulaires
bactériennes, a inhiber la formation de microtubules, d’altérer les facteurs de virulence

bactériens et d’interférer avec des voies biochimiques clés (52).

Le tableau Il résume les différentes activités antibactérienne, antifongique et antivirale

de la curcumine avec quelques espéces et leurs mécanismes d’inhibition.
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Tableau Il : Effets antimicrobiens de la curcumine (53).

’Type. . Especes Mécanisme d’inhibition CMI
d’activité
Staphylococcus aureus -Inhibition de la croissance. 150
-Inhibiteur de la Sortase A. hg/mL
-Inhibition de la croissance. 0,5
Staphylococcus epidermidis -Inhibition de la formation de a46,9
o biofilms. pg/mL
= -Inhibition de l'adhésion.
2 Streptococcus mutans -Inhibition de la formation de 28*10°
2 biofilms. ng/mL
= -Inhibiteur de la Sortase A.
= Streptococcus pyogenes |
$ Bacillus subtilis -Inhibition de la croissance.
S Bacillus cereus
3] Escherichia coli -Inhibition de la croissance.
< Pseudomonas aeruginosa -I_nh_ibition de la formation de 30
biofilms. pug/mL
Listeria innocua
Salmonella enteritica sérotype _Inhibition de Ia croissance
Typhimurium '
Helicobacter pylori
° -Inhibition de la croissance.
= -Inhibition de I'adhésion.
> Candida spp. -|/nh/|b_|tlon de  I'expression
S génétique.
'% -D}éclenchement de l'apoptose
@ précoce.
= Cryptococeus spp. -Inhibition de la croissance.
B Dermatophytes
< -Inhibition de la croissance.
Aspergillus spp -Inhibition de la production
d'aflatoxine.
-Inhibiteur de protéase.
= HIV -Inhibiteur d'intégrase.
S -Inhibiteur de la protéine Tat.
= HBV -Inhibiteur de réplication.
= -Inhibiteur d'ADNCc.
= HCV - N
% Virus de la grippe A (IAV) -Inhibiteur d'entree.
< Herpes-virus (HSV) -Inhibition d’expression des
Papillomavirus (HPV) geénes.
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2.2 Effets antioxydants et les propriétés de piégeage des ROS

La curcumine a prouvé son activité antioxydante en inhibant les radicaux superoxydes,
le peroxyde d'hydrogéne et le radical oxyde nitrique en raison de la présence d’un groupe
dicétone dans sa structure. D'autres études ont proposé que la curcumine améliore également
l'activité de nombreuses enzymes antioxydantes telles que la catalase, la superoxyde
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et heme oxygénase-1 (OH-1). Ces activités
réduisent la peroxydation lipidique en diminuant les dommages hépatiques. En outre, la
curcumine est également capable daugmenter [lactivité des xénobiotiques enzymes
détoxifiantes a la fois dans le foie et les reins, protégeant contre les processus de

cancérogenese (54).

2.3 Effets anti-inflammatoires

La curcumine est capable de diminuer I’inflammation en interagissant avec de

nombreux processus inflammatoires (54).

La curcumine présente autres effets thérapeutiques tels que :

> Effet neuroprotecteur.

Effet gastro-intestinal.

Effet protecteur cardiovasculaire.
Effet anti-cancer.

Effet sur les maladies de la peau.

Effet hepatoprotecteur.

YV V.V V V V

Effet sur les lésions pulmonaires.

Les propriétés antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires et antioxydantes de la
curcumine sont des atouts souhaitables qui pourraient valider son utilisation dans le traitement

des aphtoses et des ulcérations de la cavité buccale.
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3. Facteurs affectant I’utilisation de la curcumine

» Changement de la couleur induit par le pH

Pour des pH 2 a 7 tous les groupes hydroxyles sont protonés, la curcumine apparait
jaune dorée.

Pour des pH 7 a 8,5 le groupe hydroxyle énolique est progressivement déprotoné, la
curcumine prend une couleur plus brune-orangee.

A des valeurs de pH encore plus élevées, les deux autres groupes hydroxyles

phénoliques deviennent déprotonés, la curcumine prend une couleur rougeatre (52).

» Dégradation chimique

La dégradation alcaline : la solubilité dans 1’eau de la curcumine augmente dans des
conditions alcalines, ce qui contribue a augmenter le taux de décomposition chimique.
La photodégradation : la curcumine (cristalline ou solubilisée) subit également une
dégradation chimique lorsqu’elle est exposée a la lumiére pour une longue durée. En
général, la forme cristalline est plus stable a la photodégradation que la forme
solubilisee.

L’auto oxydation : la curcumine peut également se dégrader chimiquement en raison
de réactions d’auto oxydation qui se produisent spontanément dans les solutions

aqueuses (52).
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Il s’agit d’une étude expérimentale réalisée au niveau du laboratoire de recherche
Toxicomed et le laboratoire de Pharmacie Galénique de la Faculté de Médecine de Tlemcen
durant la periode allant d’Octobre 2021 au Mai 2022.

Les caractérisations ont été effectuées au niveau des laboratoires de recherche de 1’université
de Tlemcen : Laboratoire de Recherche sur les Macromolécules (LRM) et le Laboratoire de

Catalyse et Synthese en Chimie Organique (LCSCO).

» Objectif principal : formulation des films mucoadhésifs en réalisant un systeme
d’administration de médicament de type nanocomposite (PVA/B-Na) pour libération
prolongée des curcuminoides.

» Objectifs secondaires : - Extraire les curcuminoides.

-Traiter la bentonite brute.

1. Matériels

1.1 Matiere premiére

La matiére premiére utilisée dans cette étude est résumée dans le tableau IV.

Tableau IV : Matiere premiére utilisée dans cette étude.

Matériel Les rhizomes de « Curcuma longa » qui ont été achetés chez un herboriste
végetal de la wilaya de Tlemcen.
PVA 99+% hydrolysé, 89000-98000 g/mol Sigma Aldrich.
HPMC Viscosité du HPMC7500-14000 mPa.s, Alfa Aesar, Allemagne.
Glycérol 9 Honeywell, Riedel-de-Haen, Allemagne.
Bentonite Extraite a partir des gisements de Maghnia (wilaya de Tlemcen).
Acétone Honeywell, Riedel-de-Haen, Allemagne.
Ethanol Ethanol absolu, Honeywell, Riedel-de-Haen, Allemagne.
Meéethanol Honeywell, Riedel-de-Haen, Allemagne.
Hexane VWR Chemicals, Karlsruhe, Allemagne.
Tampon PBS Formule annexe I.
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1.2 Equipements

> Matériels

Le matériel utilisé dans cette étude afin d’extraire les curcuminoides « CUR », traiter la

bentonite et formuler les films est le suivant :

Plaque chauffante munie d’agitation magnétique (ISOLAB® Labgrerite GmbH).
Bain ultrason (BRANSON 200).

Balance analytique (OHAUS® carat series).

Etuve a plateau (LabTech®).

Centrifugeuse (SIGMA 3-18 K).

Rotavapeur (ISOLAB® Labgrerite GmbH).

pH-métre (OHAUS®/ STARTER 3000).

Montage de chauffage a reflux.

> Les equipements de caractérisation

Afin de caractériser les CUR, la bentonite sodique « B-Na » et les films préparés les

équipements suivants ont été utilisés :

Spectrométre infrarouge a transformé de Fourier (Agilent Technologies, cary
600).

Diffractomeétre a rayons X Rigaku Miniflex 600.

Spectrophotometre UV-Visible Optizen.

PLAQUE CCM.

Electronic outside micrometer 0-25 mm pour mesure de 1’épaisseur.
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2. Méthodes

2.1 Traitement sodique de la bentonite

La purification et I’activation de la bentonite brute par le chlorure de sodium a été

réalisée dans le but d’obtenir une matiére premiére adaptée aux besoins de cette étude.

La bentonite brute a été obtenue a partir des gisements de Maghnia- Tlemcen. Le
traitement sodique a été effectué selon la procedure décrite par D. Heddi, A. Benkhaled , A.
Boussaid and E. Choukchou-Braham (55).

Les étapes représentées dans la figure 7, ont été effectuées :

Etape 1 : Broyage et tamisage

Environ 100g de bentonite brute a été broyée et tamisée. Afin d’obtenir un tamisat sous

forme de grains de diamétre inférieur ou égal a 100 pm.

Etape 2 : Lavage

Une quantité de 40 g de bentonite (diamétre <100 um) a été dispersée dans 1 L d’eau

distillée et elle a été laissee sédimenter pendant 24 h. Cette étape a été répétée 2 fois.

Etape 3 : Purification

La purification de la bentonite a été effectuée par I’eau oxygéné H»O> (10 V). Le
mélange a été laissé sous agitation pendant 24h pour éliminer les substances organiques.
Ensuite, il a été chauffé pendant 30 min a 60°C.
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Etape 4 : Lavage

Un deuxiéme lavage a été effectué a ’eau distillée (3 fois), suivi d’une agitation du

mélange pendant 15 min et une décantation de 24h.

Etape 5 : Activation par chlorure de sodium

Le sédiment récupeéré a été dispersé dans 1L de solution de chlorure de sodium (1 M) et
laissée a sédimenter pendant 24h. Cette étape a été répétée 3 fois afin d’obtenir une bentonite

saturée en sodium appelée bentonite sodique (B-Na).

Ensuite, le résidu a été lave avec de l'eau distillée pour éliminer les traces de chlore.
Cette étape de lavage a été répétée jusqu'a ce que les ions chlorure sont complétement

éliminés.

Etape 6 : Séchage

Apres sédimentation, la B-Na a été récupérée, séchée et broyée afin d’obtenir une

poudre fine.
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1. Broyage de la bentonite brute. 2. Tamisage de la poudre.

3. Lavage par I’eau distillée. 4. Purification du sédiment par H20>

Figure 7 : Etapes de traitement sodique de la bentonite.

2.1.1 Caractérisation de la bentonite

» Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge est basée sur l'interaction du rayonnement infrarouge avec
la matiére, qui affecte I'énergie vibratoire des molécules et induit des vibrations

intermoléculaires et intramoléculaires a des fréquences spécifiques. Il en résulte un spectre
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d'absorption infrarouge avec des bandes caractéristiques qui correspondent aux groupes

fonctionnels de la molécule (56).

Une analyse FTIR a éte réalisée pour la bentonite brute et la bentonite sodique (B-Na) a
leurs états solides afin de vérifier I’efficacité du traitement par (Agilent Technologies, cary
600). Le spectre des échantillons analysés a été enregistré entre 4000 et 400 cm ™ en utilisant

les modes de transmission.

2.2 Extraction des curcuminoides

L’extraction de produit naturel est généralement de type solide-liquide, c’est-a-dire

qu’un solide « la matrice végétale » est mélangé avec un liquide « le solvant d’extraction ».

Il existe plusieurs méthodes afin d’extraire les CUR & partir rhizomes de Curcuma

longa comme la macération, le soxhlet, I’ultrasonication ...

Dans ce travail deux méthodes ont été utilisées pour I’extraction des CUR a partir de la

poudre des rhizomes de curcuma longa : la macération et 1’ultrasonication.

Les rhizomes ont éeté achetés chez un herboriste de Tlemcen puis ont été identifiés par
un spécialiste en Pharmacognosie au niveau du laboratoire de Pharmacognosie- Département

de Pharmacie Tlemcen.

> Etape 1 : Préparation de la poudre de Curcuma L

Afin d’extraire les CUR, les rhizomes de curcuma ont été lavés avec 1’eau distillée.
Ensuite, ils ont été¢ coupés et laissés sécher a 1’air libre pendant 24h puis dans 1’étuve a 50°C
pendant 24h. A la fin, un broyage des rhizomes sec ainsi qu’un tamisage de la poudre sont

imposés (57). La figure 8 résume les étapes de préparation de la poudre.
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1. Lavage des rhizomes de curcuma
avec de I’eau distillée.

2. Séchage des rhizomes a I’air libre.

3. Séchage dans 1étuve a 50°C

pendant24h.

4. Broyage des rhizomes sec et tamisage
de la poudre de curcuma.
) v

Figure 8 : Préparation de la poudre de Curcuma L.

> Etape 2 : Extraction

e Extraction par macération

Cette technique consiste en 1’extraction des CUR a partir de la poudre de curcuma en

utilisant a chaque fois un solvant organique différent : acétone, éthanol ou méthanol.

Le mélange «solvant-poudre » a éeté laisseé sous agitation pendant trois périodes

différentes : 24h, 48h et 72h. Le macérat a été filtré et le filtrat a été récupéré. Enfin, le

solvant a été éliminé par un rotavapeur (57).

Les étapes sont décrites ci-dessous :
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1- La poudre de curcuma a été introduite dans le solvant dans un rapport 1:30 (p/v). La
suspension a été laissée sous agitation pendant soit 24h, 48h et 72h.

2- Le macérat a été filtré.

3- Le solvant a été éliminé sous pression en utilisant un rotavapeur sous agitation de 90
RPM a la température 32°C.

Figure 9 : Extraction par macération.

Ces etapes ont été répétées plusieurs fois jusqu’a obtention du macérat limpide.

e Extraction par ultrasonication

Cette technique est basée sur 1’utilisation d’un ultrason. Le solvant utilis¢ est 1’acétone.

Le mélange poudre de curcuma et solvant a été laissé dans un bain a 1’ultrason pendant

un temps déterminé. Ensuite, le solvant a été éliminé par rotavapeur (58).
Les étapes suivies sont :

- Un mélange de la poudre de curcuma dans I’acétone (1 :10) (p/v) a été
soumis a une sonication pendant 40min.
- Le solvant a été éliminé sous pression dans rotavapeur sous agitation de 90
RPM a la température 32°C.
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Figure 10 : Extraction par ultrasonication.

» Etape 3 : Purification

Une étape supplémentaire commune entre les deux techniques est la purification de la

poudre récupérée afin d’avoir les CUR dont la curcumine fait partie.

Cette purification a été réalisée en utilisant le protocole de HA Pawar, AJ Gavasane et
PD Choudhary légérement modifie (59).

Cette étape consiste en 1’utilisation de 1’hexane. La poudre obtenue par I’extraction a été
laissée en contact avec le solvant pendant 24h, puis mis sous agitation pendant 3h. A la fin
une centrifugation a permis de séparer les curcuminoides de I’oléorésine. Les CUR ont été
séchées dans I’étuve et stockés a 1’abri de la lumiére et de I’humidité. Ces étapes sont

représentées dans la figure 11.
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'

Figure 11: Purification des CUR.

2.2.1 Caractérisations des curcuminoides

Les CUR ont été caractérisées par les méethodes suivantes :

> Calcul de rendement

Le rendement de 1’extrait obtenu « poudre des CUR » est défini comme étant le rapport
entre la masse de 1’extrait et la masse de la matiére initiale utilisée (60). Ce rendement est

calculé par I’équation suivante :
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R (%) = %x 100............ Equation 1.

R (%) : Rendement exprimé en %.
Me : Masse de 1’extrait sec en gramme.

Mi : Masse de matiére initiale en gramme.
» Test de solubilité

La solubilité est une caractéristique qui peut étre qualitative ou quantitative. Quand c’est
qualitatif c’est afin de décrire le comportement d'une espéce chimique par rapport a un
solvant. Elle indique la capacité d'une espece chimique a se dissoudre ou non dans un solvant
(61).

La solubilité des CUR obtenues a été testée dans : 1’eau distillée, 1’éthanol, ’acétone et
DMSO.

» Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie en couche mince est une technique de séparation dans laquelle une
phase stationnaire constituée d'un matériau approprié est étalée en une couche mince uniforme
sur un support (plaque) de verre, de métal ou de plastique. Des solutions d'analytes sont
déposées sur la plague avant le développement. La séparation est basée sur l'adsorption, la
partition, lI'échange d'ions ou sur des combinaisons de ces mécanismes et s'effectue par
migration(développement) de solutés (solutions d'analytes) dans un solvant ou un mélange

approprié de solvants (phase mobile) a travers la couche mince (phase stationnaire) (56).

La CCM a été utilisée pour la caractérisation des CUR.
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e Le mode opératoire

-Préparation de 1’échantillon : la quantité des CUR a été dissoute dans le méthanol.
-Préparation de la phase stationnaire : une plaque de silice pour CCM (9cm/ 4cm).

-Préparation de la phase mobile : un mélange de 10 ml de (dichlorométhane :méthanol) avec
une proportion de (99 :1) (v/v) (62).

e Calcul du rapport frontal :

Le rapport frontal (RF) est défini comme le rapport entre la distance parcourue par le

constituant « CUR » et la distance parcourue par 1’éluant.

» Spectroscopie UV-visible

La spectrophotométrie d’absorption dans le domaine Ultraviolet-visible a toujours été
une méthode facile & mettre en ceuvre, basée sur la structure électronique d’un composé ou
plutot d’une fraction de ce composé pour mettre en évidence sa présence (analyse qualitative)
et de connaitre sa concentration (analyse quantitative). Son emploi est de plus en plus réservé
a l'analyse quantitative via la loi de Beer-Lambert. Le domaine Concerné s'étale de 80 a 800
nm (63, 64).

La spectrophotométrie UV-visible a été utilisée pour déterminer le maximum

d’absorption des CUR obtenus en utilisant I’éthanol comme solvant solubilisant.

» Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Le PA « CUR » a été analysé par I’appareil Agilent Technologies, cary 600 sous sa

forme solide.
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» Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des Rayons X est une technique de caractérisation des materiaux
cristallisés, elle est basée sur les interactions de la structure cristalline d’un échantillon avec

des radiations de courte longueur d’onde (65).

Le principe est le suivant : les faisceaux de Rayons X produits par le tube sont envoyés
sur I’échantillon dans lequel ils sont déviés par les atomes. Ces faisceaux diffractés interfeérent
entre eux, conduisant a la production d’un signal intense dans certaines zones précises de
I’espace. C’est ce signal qui est collecté par le détecteur, et tracé sous forme d’une courbe
(diffractogramme) qui présente des pics a des angles bien spécifiques de diffraction. La
position de ces pics est une véritable signature de I’arrangement des atomes a I’intérieur d’un

cristal (distance entre atomes, entre plans intra cristallins).

La relation empirique qui relie les angles auxquels sont observés les pics et les distances

entre plans atomiques est la loi de Bragg (66).

2dhklsin@=n A ............. Equation 2.

A = longueur d'onde de la source.
d : espacement entre 2 plans paralléles du cristal.

0 : angle de Bragg entre le faisceau incident et le réseau de plan.

Le PA « CUR » a été analysé par un diffractométre Rigaku Miniflex 600. Le balayage

d'intensité a été enregistré dans des conditions standards.
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2.3 Formulation des films

Afin d’obtenir la formulation désirée de film avec les composants et les quantités

adéquates, une logique des étapes a été respectée :

v" Préparation des films placebos et le choix de la formule la plus adaptée en réalisant
des contrdles organoleptiques et les tests de gonflement.

v Introduction de PA « CUR » dans les deux systtmes de matrice « polymere » et
« polymere-argile » et le contrdle du gonflement, taux d’encapsulation et de libération
de chaque film.

v Optimisation de la formulation en effectuant une légere modification sur le protocole

ainsi que la composition.

2.3.1 Films placebos

La méthode de formulation des différents films est la méthode casting. Elle consiste a
dissoudre/disperser chacun des composants dans un solvant adéquat et a mélanger les
différentes solutions/suspensions par la suite. La solution obtenue est étalée sur une surface
plane pour que les solvants s’évaporent et que le film se forme (10). Les protocoles de

préparation sont résumeés dans le tableau V.
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Composants

HPMC

PVA

PVA +
HPMC

PVA + Gly

PVA+ B-Na
+Gly

Tableau V : Méthodes de formulation des films placebos.

Meéthode
Le systeme de matrice polymére a été préparé en dispersant la quantité exacte
du polymére dans I’eau distillée sous agitation a température ambiante

jusqu’a I’obtention d’une solution colloidale visqueuse d’aspect homogene
(312).

Les quantités requises du polymére ont subi un chauffage a reflux

approximativement de 80° a 100° sous agitation continue jusqu’a dissolution
compléte de PVA (67).

Chaque matrice de polymere a été préparée séparément, comme c’est indiqué
précédemment, dans la moiti¢ de volume d’cau distillée. Ensuite, les deux
solutions ont été mélangées par incorporation de la solution visqueuse de
HPMC dans la solution légerement refroidie du PVA. Le mélange a été laissé
sous agitation continue jusqu’a 1’obtention d’une solution homogéne tout en
maintenant le chauffage (68).

Des quantités différentes de glycérol (Gly) ont été ajoutées a la solution de
polymere aprés diminution de la température. Puis, le mélange a été laisse
sous agitation pendant 30 min (69).

Au début, les quantités de B-Na requises ont été dispersées dans 1’eau
distillée a température ambiante (1h a 2h). Ensuite, la quantité
correspondante de PVA a été ajoutée progressivement, la température a été
augmentée jusqu’a stabilisation a 90°. Ce mélange a été laissé sous agitation
jusqu’a dissolution complete de PVA. Puis, le Gly a été ajouté apres un léger
refroidissement de la préparation (12).

Les étapes de préparation de cette formulation sont résumées dans la figure
12.

Les différentes préparations ont subi une ultrasonication pendant 15min. Puis, elles ont

été coulées apres léger refroidissement dans des boites de Pétri et laissés sécher a température

ambiante jusqu'a ce qu'un film soit formé.
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Eau distillée

Agitation

k=
+
&

Suspension de
B-Na

Agitation + T C°

TUltrasonication

B-Na/PVA

+

Gly

o2 L + uoijeyidy

B-Na/PVA /Gly

Figure 12: Etapes de formulation des films placebos (B-Na/PVA/Gly).
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» Composition des films placebos

Les quantités en pourcentage de chaque composant nécessaire pour former les differents

films placebos sont résumées dans le tableau VI.

Tableau VI: Composition des différents films placebos.

Film HPMC PVA Gly B-Na

F1 2% - - -
F2 3% - - -
F3 ] 2% - ]
F4 - 4% - -
F5 - 6% - :
F6 2% 2% - -
F7 - 4% 1,5% .
F8 - 4%  0,75%

F9 - 1%
F10 - 4%  0,75% 2%
F11 - 3%

2.3.2 Préparation des films a base des curcuminoides

Les films a base de PA, ont été préparés en utilisant la méthode casting suivant les
protocoles cité ci-dessous. La quantité des CUR utilisée dans les films est de 0,05%,

solubilisée dans un volume de 1’éthanol.
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» Film a base des CUR sans B-Na

La matiéere active « CUR » préalablement dissoute dans 1’éthanol a été ajoutée a la
solution de PVA refroidie a 40°C. Le mélange a été laissé sous agitation pendant 1h. Ensuite,

le Gly a été introduit au mélange et laissé sous agitation pendant 30 min.

Puis, la préparation a subi une ultrasonication de 15min afin d’¢éliminer les bulles d’air.

Enfin, elle a été coulée dans la boite de pétri et laissé sécher a température ambiante.

> Film a base des CUR avec B-Na

Deux protocoles différents ont été utilisés pour former les films.

Protocole 1

La B-Na a été laissée sous agitation dans I’cau distillée pendant 2h puis le PVA a été
ajouté progressivement suivi d’une augmentation de la température a 90°C. Le mélange a été

laissé sous agitation jusqu’a dissolution compléte de PVA.

Le principe actif « CUR » préalablement dissout dans 1’éthanol a été ajouté au mélange
précédent apres une diminution de la température a 40°C. Ensuite, il a été laissé sous agitation
pendant 1h. A la fin, le Gly a été introduit et laissé sous agitation pendant 30 min.

Protocole 2

La B-Na a été laissée sous agitation dans 1’eau distillée pendant 24h. La suspension
obtenue a été ajoutée a la solution de PVA, le mélange a été laissé sous agitation a une
température de 80°C pendant 1h. Puis le principe actif « CUR » préalablement dissout dans
un volume d’éthanol a été ajouté au mélange et laissé sous agitation pendant 1h. A la fin, le

Gly a été ajouté et laissé toujours sous agitation pendant 30min.
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Les films formés en respectant les deux protocoles précédents ont subi une
ultrasonication de 15min. Puis, les préparations ont été coulées dans les boites de pétri et

laissées sécher a température ambiante (figure 13).

Figure 13: Mélange a base des CUR aprés coulée.

» Composition des films

Le tableau VII résume la composition des films a base des CUR.

Tableau VII : Composition des films a base des CUR.

Lefilm PVA B-Na CUR Ethanol Gly

FCUR 4% - 005%  2ml  0,75%
FCUR1 2ml

ccurp A% 2% 005% L 075%
FCUR3 100pl
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2.3.3 Méthodes de Caractérisation et de contrdle des films

» Caractéres organoleptiques

De nombreuses caractéristiques organoleptiques ont été estimées visuellement, telles

que la couleur, la transparence, I’homogénéité, la flexibilité et le diamétre.

Ces caracteéristiques ont une grande utilité dans la sélection des composants appropriés

et leur pourcentages pour formuler un film adapté a I’utilisation buccale (70).

» Mesure de I’épaisseur de film

L'épaisseur de chaque film a été mesurée en utilisant un pied a coulisse digital en trois

points différents du film, et I'épaisseur moyenne a été calculée (3).

» Test de gonflement des films

Le pourcentage de gonflement ou le pourcentage d'absorption des films a été déterminé

en testant la capacité des films avec CUR et sans CUR & absorber le tampon phosphate
pH=6,8 (3).

Trois morceaux secs de chaque film (1 cm?) préalablement pesés ont été trempés dans
5mL de milieu. Aprées des intervalles de temps définis, ces échantillons ont été séches et

pesés.

Tableau VIII : Conditions du test de gonflement.

Conditions Sans CUR* Avec CUR**
Temps Apres 3h. 1h, 2h, 3h, 24 h,
Température Température ambiante (3). 37°C(71).
*Test point final afin de sélectionner les composants et leurs pourcentages.

**Cinétique de gonflement afin d’étudier le comportement des films retenus.

46 |Page



Matériels et méthodes

L’indice de gonflement ou l'absorption d'eau (%) des films a été calculé en utilisant

I’équation donnée :

Pft -Pf0

1.G (%) = — X100 ..o Equation 3.

I.G : I'indice de gonflement.
Pf: : le poids du film a temps t.

Pfo : le poids du film au temps 0.

» Spectroscopie UV-visible

La spectrophotométrie UV-visible a été utilisée pour I’analyse quantitative dans le test
de libération et d’encapsulation de PA.

» Test d’encapsulation des curcuminoides

La quantité encapsulée en CUR a été déterminée en mettant 3 morceaux de film
séparément (1 cm?) sous agitation & température ambiante dans 10 mL de DMSO jusqu'a
dissolution compléte de film. A partir de cette solution, 2 mL a été prélevée et lI'absorbance a

été mesurée a 420 nm par spectroscopie UV-visible (3).

La concentration des CUR libérées du film a été calculée sur la base d'une courbe
d’¢étalonnage des CUR dans DMSO (Annexe Il). La teneur moyenne a été calculée selon

I’équation donnée :

Quantité mesurée de CUR dans le film

CUR encapsulées (%) = x 100 ...... Equation 4.

Quantité théorique de CUR dans le film
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» Test de libération des curcuminoides in vitro

Le profil de libération des CUR a partir de film a été déterminé sur tous les films a base
de PA. Trois morceaux de chaque film de taille 2 cm? ont été immergés dans un mélange
contenant 20 mL de PBS et 5% DMSO (v/v) comme milieu de libération (72). Les films ont
été laissés sous une faible agitation dans des bains marie & température de 37 °C. A intervalle
de temps (0, 15 min, 30 min, 45min, 1h, 2h, 3h et 24 h), la concentration des CUR a été

quantifiée par UV-visible a 420 nm.

Le pourcentage des CUR libérées a partir du film a été calculé sur la base d'une courbe
d’étalonnage des CUR dans le mélange PBS/DMSO (Annexe I1I). 1l a été calculé selon

I'équation donnée :

CUR libérées

CUR totale %100 (73).euenennnn.. Equation 5

CUR libérées (%) =
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Résultats et discussion

1. Bentonite sodique

Apres traitement de la bentonite brute, la poudre de la B-Na (Figure 14) a été

caractérisée par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).

Figure 14: poudre de B-Na.

2.1 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Une comparaison entre le FTIR de la bentonite brute et la B-Na est représentée dans la

figure 15.
BT brute
BT_NA+
10
0 " —
g o VAo
] 1642
: -20 3620
-30 —
5
S -40 —
ﬁ -50 —
-850 —
=70 -
-80 . v . . . 284
<4000 32500 2000 2500 2000 1500 1000 500

wavenumber (cm -1)

Figure 15 : Spectre FTIR de la bentonite brute/B-Na.
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v' Bentonite brute

Les bandes caractéristiques de la bentonite brute sont les suivantes :
Une large bande prés de 984 cm™ est liée aux vibrations d’étirement des groupes Si-O.
Le pic & 1642 cm™ est pour la flexion H-O-H piégé dans la matrice « site interfoliaire ».
Une bande large entre 3550 et 3000 cm™ correspondant a une vibration des liaisons O-H
liés.

La bande fine & 3620 cm™ correspond aux vibrations d’étirement des liaisons O-H libres.

v' Apreés activation de la bentonite

Le changement le plus significatif est une baisse d’intensité de la bande de la région
d’étirement Si-0 a 984 cm™. Cela peut étre attribué a la formation d’un réseau
tridimensionnel de la silice amorphe lors de I’activation de la bentonite ce qui peut
exposer d’avantage des sites d’absorption. L’augmentation de la quantit¢ de silice
amorphe, au fur et a mesure lors de 1’activation sodique entraine une destruction de la

couche tétraédrique.

Une diminution d’intensité de la bande située a 1642 cm™ indique probablement la
diminution des molécules H.O apres échange cationique. De plus, une forte diminution de
la bande d’absorption correspondant a la vibration OH & 3620 cm™est due a 1’élimination
des cations octaédriques, provoquant ainsi la perte de 1’eau et des groupes hydroxyles qui
leurs sont coordonnés. Ceci peut indiquer la présence de sites OH libres sur la bentonite

active.

La diminution de la bande large caractéristique de la bentonite apparait vers 3000 cm™
«qui correspond aux vibrations fondamentales d'étirement de différents groupes -OH
présents dans les unités Mg-OH-Al, AI-OH-Al, et Fe-OH-Al dans la couche

octaedrique », ceci fait référence a la destruction de cette couche (74).
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Les résultats d’analyse de FTIR de la bentonite avant et aprés le traitement ont montré

I’efficacité de ce dernier.

2. Curcuminoides

Dans ce travail, deux méthodes d’extraction des CUR ont été utilisées ; la macération et

1’ultrasonication.
Le protocole de la macération a été arrété a cause de ses nombreuses limites :

-Une matrice doit généralement subir plusieurs extractions successives en utilisant des

solvants de plus en plus polaires afin d’obtenir des mélanges enrichis en molécules d’intérét.

-Elle nécessite Il'utilisation d'une quantité considérable de solvant, des temps

d'extraction trés longs.
-C’est une méthode couteuse utilisant un procédé¢ fastidieux.

Le protocole de I’ultrasonication a été maintenu, et les échantillons des CUR (Figure

16) ont été caractérisés.

Figure 16: poudre des CUR.
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Les résultats présents ci-dessous concernent uniquement le procédé d’extraction par

ultrasonication.

2.1 Rendement

Le rendement des CUR extraites a été déterminé par rapport a 4g de la poudre de

curcuma en utilisant I’équation 2 :
R=5,4%.

Toutefois, il est difficile de comparer strictement le résultat obtenu avec ceux de la
bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend de ’espéce végétale étudié, les

conditions de séchage et d’entreposage ainsi que 1’ultrason utilisé.

2.2 Solubilité

Le tableau IX résume les résultats du test de solubilité des CUR dans les différents solvants.

Tableau IX : Test de solubilité des CUR.
Eau distillée Ethanol Acétone DMSO

*‘ | R
¢ P.EERE T - «

-y
PR

Insoluble  Soluble ~ Soluble ~ Soluble

Les CUR sont insolubles dans I’eau distillée. Or, elles possédent une trés bonne

solubilité dans 1’éthanol, acétone et le DMSO. Ces résultats sont cohérents a la littérature (8).
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2.3 Chromatographie sur couche mince

Les résultats (figure 17) permettent d’attribuer les trois spots dont les R¢sont :

0,42, 0,22, 0,11 de I’extrait acétonique brut, a la curcumine, la déméthoxycurcumine, et la bis-

déméthoxycurcumine respectivement.

Les résultats de la CCM confirment la présence des CUR en se référant a la

littérature(62).

Figure 17 : Plague CCM des CUR.

2.4 Spectroscopie UV-visible

Apres un balayage des absorbances, la longueur d’absorption maximale a été

déterminée :
Amax =420 nm.

Cette derniére correspond au A max rapporté dans la littérature (8).
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2.5 Spectroscopie infrarouge a transformee de Fourier (FTIR)

Le FTIR des CUR extraites du rhizome de Curcuma L est représenté dans la figure 18.
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Figure 18 : Spectre FTIR des CUR extraites du rhizome de Curcuma longa.

Le spectre FTIR des CUR extraites (figure 18) a montré des bandes caractéristiques qui

sont résumées dans le tableau X.

Tableau X : Bandes caractéristiques des CUR.

Longueurs d’onde  Attributions

3355 cm? O-H.
2925 cm? Liaison C-H aliphatique.
1623cm * C=C.
1509 cm'? C=0.
1267 cmt C-O.

721 cm™et 964 cm?  C-H du cycle aromatique.
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Figure 19 : Formules chimiques des CUR : (A) curcumine, (B) déméthoxycurcumine, (C) bis-

déméthoxycurcumine(8).

Ces bandes caractéristiques correspondent au spectre FTIR rapporté dans la littérature

(75).

2.6 DRX

Le DRX des CUR extraits du rhizome de Curcuma longa est représenté dans la figure 20.
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Figure 20 : DRX des CUR extraites du rhizome de Curcuma longa.
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Les pics caractéristiques des CUR n'ont pas été observés, ce qui indique que les CUR

sont présentes sous la forme amorphe.

Ceci est nécessaire car la forme amorphe aide a la diffusion facile des CUR dans la
matrice. Dans la littérature, les pics caractéristiques de la curcumine sont apparus a une
diffraction angle de 26 = 7,96°, 8,9°, 12,26°, 14,54°, 17,24° (76).

Les résultats d’analyse FTIR et CCM confirment la présence des CUR dans I’extrait. Ce

qui a permis de conclure que le procédé d’extraction « I’ultrasonication » était réussi.

3. Formulation des films

3.1 Choix des composants des films placebos et de leurs pourcentages

Le choix des composants et de leurs pourcentages a été effectué suite a une sélection
basée sur les caractéeres organoleptiques et le test de gonflement des films placebos.

3.1.1 Premiere sélection : le choix de polymeére et de son pourcentage

» Caractéres organoleptiques

Les caractéres organoleptiques des films placebos du F1 & F6 sont résumés dans le
tableau XI.
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Tableau XI : Caracteres organoleptiques des films placebos de F1 a F6.

Films F1 F2 F3 F4 F5 F6
.. HPMC HPMC 0 0 0 PVA 2%
Composition 204 3% PVA 2% PVA4% PVA 6% HPMC2%
Couleur Incolore = Incolore Incolore Incolore Incolore Incolore
Transparence +++ +++ +++ +++ +++ +++
Hom_ogenelte +++ +++ +++ +++ +++ ++
Visuelle
Flexibilité +++ +++ +++ ++ + ++
Diametre 90 90 90 86 85 88
(mm)
Epaisseur 0,038+ 0,036+ 0,039+ 0,058 + 0,087 + 0,062 +
(mm) 0,005 0,0007 0,001 0,002 0,005 0,002

*+++ : Transparent ~ *+ : Non transparent.
*+++ : Homogene *++ : Légérement homogene  *+ : Non homogeéne

*+++ : Flexible *++ : Légérement flexible *+ : Rigide

Selon les résultats représentés dans le tableau ci-dessus, les points suivants ont été

récapitulés :

v Tous les films obtenus ont été incolores, transparents et présentant une homogeénéité a
I’ceil nu comparable sauf pour le film F6 qui a été hétérogéne.

v' Le diamétre et 1’épaisseur des films dépendent de la nature du polymére et de sa
quantité.

v Les films a base de HPMC F1 et F2 n’ont présenté aucun probléme d’aspect physique.

v Un rétrécissement a été remarqué pour les films F4 et F5. Le diamétre est inversement
proportionnel a la quantité de PVA. Or, I’épaisseur augmente proportionnellement avec
la quantité de PVA.

v Le film F6 qui présente le mélange PVA et HPMC a subi un rétrécissement.

Le contrble des caracteres organoleptiques a permis 1’élimination du film F3 a cause de

sa fragilité et sa finesse. Cela peut étre expliqué par la faible quantité du PVA (2%).
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» Test de gonflement

Ce test a eté réalisé pour les films placebos F1 & F6, a I’exception du film F3 éliminé.

Les résultats sont représentés sous formes d’histogramme dans la figure 21.
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Formulation

Figure 21 : Histogrammes des 1.G des films placebos F1, F2, F4, F5 et F6.

v Les films F1 et F2 ont subi une dissolution compléte. Cette dissolution compléte peut étre

expliquée par le faible poids moléculaire de HPMC.

v' Le film F4 et F5 ont presque le méme indice de gonflement. Le PVA autant que polymeére
forme un réseau dans le milieu (tampon phosphate) grace a ses groupements hydroxyles

qui le rendent apte a gonfler dans ce dernier.

v Le film F6 qui représente le mélange de deux polymeéres PVA et HPMC, son gonflement a
été légérement diminué par rapport a celui des films F4 et F5. Cette diminution est

probablement due a la présence du HPMC.

Suite aux résultats de ce test, le polymeére choisi pour la formulation des films est le

PVA avec un pourcentage de 4%.
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3.1.2 Deuxieme sélection : le choix du pourcentage du glycérol

L’association du PVA avec le glycérol présente des propriétés exceptionnelles qui sont

expérimentées par de nombreux chercheurs.

Le glycérol a été ajouté afin de palier le probleme de rétrécissement et de flexibilité
dans le film F4.

» Caractéeres organoleptiques

Les caracteres organoleptiques des films placebos du F7 et F8 sont résumés dans le
tableau XII.

Tableau XII : Caractéres organoleptiques des films placebos de F7 et F8.

Films F7 F8
Composition PVA 4%, Gly 1,5% PVA 4%, Gly 0,75%
Couleur Incolore Incolore
Transparence +++ +++
Homogénéité visuelle +++ +++
Flexibilité +++ +++
Diametre 90 90
(mm)
Sty 0,083 + 0,002 0,069 + 0,002
(mm)

*+++ : Transparent ~ *+ : Non transparent.
*+++ : Homogene *++ : Légérement homogéne  *+ : Non homogéne

*+++ : Flexible *++ : Légérement flexible *+ : Rigide

v’ Le rétrécissement ainsi que la légere flexibilité qui ont été remarqués dans le film F4

ont été améliorés lors de I’ajout du Gly.
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» Test de gonflement

Ce test a été réalisé pour les films placebos F7et F8. Les résultats sont représentés sous

formes d’histogramme dans la figure 22.
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Figure 22 : Histogrammes des 1.G des films F7 et F8.

Le glycérol est connu par sa propriété de plastifiant en réduisant la transition vitreuse du
PVA. Il permet d’augmenter la flexibilit¢é en diminuant P’attraction entre les chaines du

polymere (77).
Or, I’indice de gonflement du film F7 est nettement plus bas que celui du film F8.

Cela peut étre expliqgué par la quantité importante du glycérol qui a limité son
gonflement. Donc, plus la quantité du glycérol est élevée plus I’attraction entre les chaines du

PVA est plus faible.

Le pourcentage idéal du glycérol et le plus compatible avec le pourcentage du PVA

retenu est 0,75%.
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3.1.3 Troisiéme sélection : le choix du pourcentage de la B-Na

» Caractéres organoleptiques

Les caracteres organoleptiques des films placebos du F9, F10 et F11 sont résumés dans
le tableau XII1.

Tableau XI1I: Caractéres organoleptiques des films placebos F9, F10 et F11.

Films F9 F10 F11
Composition PVA 4%, Gly 0,75%, PVA 4%, Gly 0,75%, PVA 4%, Gly 0,75%,
P B-Na 1% B-Na 2% B-Na 3%
Couleur Blanchatre Blanchatre Blanchatre
Transparence + + +
Homogenelte ++ ++ +
visuelle
Flexibilité +++ +++ ++
Diametre 90 90 83
(mm)
E?ﬁ'ﬁ;“r 0,075 + 0,001 0,09 + 0,006 0,087 + 0,005

*+++ : Transparent ~ *+ : Non transparent.
*+++ : Homogene *++ : Légérement homogéne  *+ : Non homogéne

*+++ : Flexible *++ : Légérement flexible *+ . Rigide

v Le film F11 a été éliminé en raison de mauvais caracteres organoleptiques ; il a été non

homogeéne, Iégérement flexible et rétréci.

Cet aspect physique peut étre expliqué par la quantité importante de la B-Na qui est de 3%.

» Test de gonflement

Ce test a éte réalisé pour les films placebos F9, F10. Les résultats sont représentés
sous formes d’histogramme dans la figure 23.
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Figure 23 : Histogrammes des 1.G des films F9 et F10.

v" L’indice de gonflement des films F4 et F5 est plus grand que celui des F9 et F10.
L’addition de la B-Na entraine des interactions polymere-argile, ces dernieres
permettent aux chaines de recevoir certaines conformations et de construire des structures

autour des couches inorganiques (30).

Il y a formation de liaisons hydrogénes entre les groupes silanols de la B-Na avec les
groupes hydroxyles du PVA (78), ainsi que la formation d’autres liaisons entre les groupes
hydroxyles du PVA et la surface chargée négativement de l'argile (30). Probablement, ces
liaisons entrainent une implication de certains sites d’absorption du PVA avec la B-Na qui

limite son gonflement par conséquence.
v" Le film F10 présente un indice de gonflement plus élevé que celui du film F9.

La B-Na a la propriété de gonflement en élargissant I’espace entre ses couches. Donc
plus la quantité de B-Na est grande plus 1’espace entre ses couches est grand et plus son

indice de gonflement est important (79).

Suite aux résultats ci-dessus, le pourcentage de la B-Na a été fixé a 2%.
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Les résultats obtenus au cours des trois sélections effectuées sont récapitulés dans le

tableau suivant.

Tableau XIV : Récapitulation du choix de film placebo.

Sélection | Formulation | Composition Morphologie 1.G Elimination /
générale Rétention
F1 HPMC 2% | *incolores Dissolution
*transparents totale
1 ere F2 HPMC 3% | *homogénes Dissolution
sélection sauf le film F6 | totale
F3 PVA 2% (hétérogéne) -
F4 PVA 4% *flexibles sauf les 197,54
F5 PVA 6% films F4, F6| 197,225
F6 HPMC 2% | (Iégerement 178,225
PVA 2% rigide) et le F5
(rigide).
*rétrécissement
de F4, F5 et F6.
F7 PVA 4% *incolores. 72,32
2-eme Gly 1,5% *transparents.
sélection F8 PVA 4% *homogenes. 137,93
Gly 0,75% | *flexibles.
*Non rétrécis.
F9 PVA 4% *planchatres. 68,73
Gly 0,75% *non transparents
B-Na 1% *homogenes sauf
3-€éme F10 PVA 4% le film F11| 85,265
sélection Gly 0,75% (hétérogene).
B-Na 2% *flexibles.
F11 PVA 4% *retrécissement
Gly 0,75% | de F11. -
B-Na 3%

Le film placebo qui a été choisi pour maintenir les tests avec le PA est le F10 dont sa
composition était la suivante : PVA 4% Gly 0,75% B-Na 2%.
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3.2 Spectroscopie infrarouge a transformeée de Fourier (FTIR)

Les résultats d’analyse FTIR du film placebo F10 ainsi que les composants de ce
dernier : PVA, Gly et B-Na sont représentés dans la figure 24 et 25.
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Figure 24 : Spectres FTIR de PVA, Gly et B-Na.
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Figure 25 : Spectre FTIR de film placebo F10.
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Le spectre FTIR du film placebo F10 a montré des bandes caractéristiques de

B-Na ce qui indique son incorporation dans la matrice PVA.

e Ainsi, la bande d’absorption intense a 995 cm™ est liée aux vibrations d’étirement
des groupes Si-O de I’argile.

e Une baisse d’intensité de la bande d’absorption située a 1650 cm™ correspondant a
la déformation du groupement O-H des molécules H2O, piégées dans les sites
interfoliaires de B-Na, indique probablement le remplacement de ces molécules par
le polymere.

e Une bande de faible intensité entre 2938 et 2855 cm™ correspond aux vibrations des
liaisons C-H aliphatique du PVA.

e La bande entre 3200 et 3500 cmlindique la présence des liaisons OH liés
intermoléculaires et la disparition des bandes d’absorption des OH libres initialement
dans la B-Na a 3650 cm™.

4. Choix de la formule idéale avec curcuminoides

4.1 Présélection

Une comparaison entre deux films FCUR « sans B-Na » et FCUR1 « avec B-Na » a été

réalisée afin de confirmer le réle de la B-Na.

4.1.1 Caracteres organoleptiques

Les caractéres organoleptiques des films FCUR et FCUR1 sont résumés dans le tableau
XV.
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Tableau XV : Caracteres organoleptiques des films FCUR et FCURL.

Films FCUR FCUR1
Couleur Jaune orangé brillante Jaune orangé mate
Homogénéité visuelle Homogene Non homogéne
Flexibilité +++ ++
Diametre 9 90
(mm)
Epaisseur 0,074£0,003 0,112£0,001
(mm)
*+++ : Flexible *++ : Légerement flexible *+ : Rigide

FCUR FCUR1
Figure 26 : Films FCUR et FCURL1 aprés séchage.

v Le film FCUR (sans B-Na) a été flexible, homogéne et de couleur jaune orangé brillante.

Par contre le film FCUR1 (avec B-Na) a été moins flexible, non homogeéne, en

constatant une précipitation de la B-Na dans la phase inférieure. Cette séparation de phase est

due probablement a I’ajout de 1’éthanol car selon le «handbook of pharmaceutical

excipients » la bentonite subi une précipitation suite a 1’ajout de quantité importante d’alcool

a la préparation aqueuse par déshydrations de sa structure réticulaire (31).
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4.1.2 Test de gonflement

Les résultats de la moyenne des trois tests réalisés pour chaque film sont représentés

sous forme de graphes dans la figure 27.
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Figure 27 : Cinétique de gonflement des films FCUR et FCURL1.

Le gonflement du film FCUR a subi une croissance d’une fagon significative lors de la
premiére heure pour atteindre un indice de gonflement de 683%. Puis une légere diminution a

été observée dés la deuxiéme heure (618%) pour atteindre un indice de 503% apres 24h.

Le PVA forme un réseau dans le milieu et a partir de 3h une forme de stabilisation du
phénoméne de gonflement est observé. Ceci peut étre expliqué par la formation d’un état

saturé.
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L’indice de gonflement du film FCUR1 a subi une augmentation rapide la premiére

heure ne dépassant pas 370% pour se stabiliser rapidement au bout de 24h atteignant 330%.

En comparant la cinétique de gonflement des deux films, 1’indice de gonflement du film
FCURL1 est nettement diminué par rapport au film FCUR. Or, son gonflement est mieux

stabilisé dans le temps étudié.

La B-Na permet le contr6le du comportement de la structure. Méme si la B-Na semble
étre agglomeérée, ses feuillets de silicate peuvent présenter des distances intercouches trés
importantes et un degré élevé de désordre, comme si les plaquettes étaient distribuées
librement dans le mélange de composé organique (79). Le résultat obtenu dans cette étude est

similaire a celui obtenu par Gonzalez et al (80).

4.1.3 Test d’encapsulation

La quantité encapsulée des CUR est représentée en pourcentage dans le tableau XVI.

Tableau XVI : Taux d’encapsulation des CUR par les films FCUR et FCUR1.
Films FCUR FCUR1

74,32%+ 0,08 99,98%= 0,04

Taux d’encapsulation

v La stabilité des CUR est bien satisfaisante dans le DMSO selon la littérature. Le
DMSO possede des propriétés de solvatation exceptionnelles. De ce fait, il a été choisi
pour apprécier le taux d’encapsulation des CUR dans le film (81).
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v" Le film FCUR n’a pas encapsulé toute la quantité des CUR. Or, dans le film FCUR1
I’encapsulation a été approximativement 100%. Cela peut étre expliqué par de la
présence de B-Na dans le film FCUR1 qui joue un role d’adsorbant et améliore ainsi

les propriétés d’encapsulation du PA seul.

4.1.4 Test de libération

Une cinétique de libération a été réalisée pour les films FCUR et FCURL. Les résultats

sont représentés dans les figures 28 et 29.
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Figure 28 : Test de libération du film FCUR.

v La libération a partir du film FCUR n’a pas été contrblée ainsi que les pourcentages de

libération ont été trés faibles dans le temps étudié.
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Figure 29 : Test de libération du film FCURL.

v La moyenne des trois morceaux de film FCURL n’a pas été réalisée car 1’écart type

entre ces derniers

homogénéité du film. D’autre part, sa libération était prolongée avec des pourcentages

était important (52,793). Cela est d0 principalement a la non

de libération allant jusqu’a 100% dans les 24h.

4.2 Optimisation

Afin d’améliorer la

Iégerement modifiés :

libération des CUR a partir du film, deux parametres ont été

- le volume d’éthanol.

le protocole de préparation du film.,

L’optimisation porte sur ces deux parametres :

v’ L’éthanol ; car il cause une précipitation de la B-Na donc ne permet pas d’avoir la

structure du nanocomposite désirée.

v Le protocole a été changé afin de maximiser les interactions entre PVA et B-Na et

donc d’avoir une structure optimale du systéme nanocomposite.

Le deuxiéme protocole de préparation de film a base de CUR et avec B-Na a été réalise.
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4.2.1 Caracteres organoleptiques

Les caractéres organoleptiques des films FCUR2 et FCUR3 sont résumés dans le
tableau XVII.

Tableau XVII : Caractéres organoleptiques des films FCUR2 et FCUR3.

Films FCUR2 FCUR3
Couleur Jaune orangé  Jaune orangé
Homogénéité visuelle +++ ++
Flexibilité +++ +++
Diametre 90 90
(mm)
Epaisseur 0,127 +0,02 0,113 +0,015
(mm)

*+++ : Homogene *++ : Légérement homogéne  *+ : Non homogene

*+++ : Flexible *++ : Légérement flexible *+ . Rigide

A partir des résultats cites dans le tableau ci-dessus, il a été constaté une amélioration de
I’homogénéité des films FCUR2 et FCUR3.

4.2.2 Test de libération

Ce test a été realisé dans les mémes conditions du test pour FCUR et FCURL, les

résultats sont représentés dans les figures 30 et 31.
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Figure 30 : Test de libération du film CUR2.

v La libération a partir du film FCUR2 était prolongée et le taux des CUR libéré était
presque total aprés 24h. Cela peut étre di a I’amélioration de I’homogénéité du film suite

a la diminution du volume d’éthanol utilisé.
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Figure 31 : Test de libération du film FCURS.

v’ La libération a partir du film FCUR3 n’a pas été contrdlée. Ainsi que, 1’écart type entre les

trois morceaux était important (25,077), bien que I’homogénéité a été améliorée. Ceci
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peut étre expliqué par le faible volume d’éthanol qui est I’alcool de solubilisation des
CUR et qui joue ainsi un role d’intermédiaire pour le passage des CUR dans le milieu de
libération. Donc plus le volume d’éthanol est faible plus la quantité des CUR libérée par le

film est faible et non contrélable.
v' En comparant les résultats des formulations optimisées (FCUR2 et FCUR3), Le film

FCUR2 represente le meilleur profil de libération.

4.2.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

L’analyse FTIR a été réalisée seulement pour le film FCUR2. Le résultat est

representé dans la figure 32.
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Figure 32 : Spectre FTIR du film FCUR2.

En plus des bandes trouvées dans le spectre du film placebo, d’autres bandes liées au
CUR ont apparu dans le spectre FTIR de FCUR2 :

* La bande de faible intensité située a 1643 cm™ caractérise la présence des liaisons

(C=C) et (C=0) (75).
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* La bande & 1555 cm™ correspond au groupement C=0 (82). Ainsi que la bande
moyennement intense située & 1420cm™ et la faible bande a 1324 cm™ correspondent au

groupement (C-O) « phénol » et (C-O) « enol » respectivement (8).

Cependant, les bandes 721cm * et 964cm ! caractérisant la présence des liaisons C-H

de cycle aromatique sont masquées par la présence de la B-Na.

A partir de D’analyse FTIR, les absorptions caractéristiques de PA « CUR »
apparaissaient dans le spectre IR de film FCUR2. De plus, aucune incompatibilité n’a été

décelée entre le PA et les excipients choisis.

En comparant les résultats obtenus ci-dessus avec les travaux de recherche, le choix des
excipients et leurs propriétés au sein de systeme de libération ont été vérifiés :

Actuellement, le PVA est I'un des hydrogels polyméres synthétiques les plus fréeguemment
utilisés, en raison de sa bonne biocompatibilité. Il a été utilisé dans plusieurs applications
biomédicales avancées, par exemple pour le pansement des plaies (Kenawy et al. 2013), le
traitement des plaies (Zhao et al. 2003), les systemes d'administration de médicaments
(Muggli et al. 1998), les organes artificiels (Yang et al. 2008), et les lentilles de contact (Hyon
et al. 1994). En plus, le PVA est connu par sa propriété de la mucoadhésion (83). Cependant,
I'nydrogel de PVA possede une eélasticité insuffisante, une membrane rigide, et des
caractéristiques d'hydrophilie trés restreintes qui limitent son utilisation seule comme

matériau polymére de pansement (84).

En effet, de nombreux systémes nanoparticulaires, notamment la bentonite sodique dont
le composant majoritaire est la MMT, peuvent étre incorporés dans le réseau d’hydrogel afin
d’améliorer les propriétés de I’hydrogel a base de PVA. Ainsi que la MMT a prouve son réle

dans le systeme nanocomposites autant que support de PA pour libération prolongée.

D’ailleurs, Gamiz et al (1992) ; Bolger (1995) ; Lin et al (2002) ; Carretero (2002) ont
rapporté que les minéraux argileux sont tres utiles pour les applications pharmaceutiques, en
raison de leurs propriétés telle que : la surface interne élevée, haute capacité d’échange

cationique et inertie chimique (85).
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En outre, Chang et al 2003 ; Cypes et al 2003 ; Lee et Fu 2003 ; Kiersnowski et
Pig3owski 2004 ; Lee et Chen 2004 ; Puttipipatkhachorn et al 2005 ont rapporté que les
nanocomposites polymeére/argile (systemes hybrides) présentent des avantages intéressants
par rapport au polymere pur, tels que I'amélioration des propriétés mécaniques et les

propriétés rhéologiques (Pongjanyakul et al, 2005a) (46).

Ces avantages, ainsi que la bonne capacité d'intercalation offerte par les particules
minérales dargile, ont été utilisés pour développer de nouveaux systemes de libération
contr6lée, comme en témoignent un certain nombre de brevets (Greenblatt et al, 2004 ;
Nagasaki et al, 2005 ; Zhong, 2005) (46).

Jusqu’a présent, la MMT a été utilisée comme systéme pour libération controlée et s’est
avéré non toxique par des tests hématologiques, biochimiques et des analyses
histopathologiques dans des modéles de rats (86) . Elle a été aussi utilisée comme support de
libération prolongée pour diverses molécules thérapeutiques : telles que le 5- fluorouracile, le
paclitaxel, le maléate de timolol, le citrate de témoxifene, la procainamide, le buspiron et le
facteur de croissance epidermique. Cela est expliqué par sa capacité déchange d'ions qui
permet de remplacer le Na* par d'autres cations organiques et inorganiques pour ajouter une
fonctionnalité. Cette propriété a stimulé la recherche sur l'utilisation du MMT et d'autres
especes d'argile comme agent d'administration de médicaments et de régénération tissulaire

pour des molécules (87-93).

D’autre part, Park et al (2008), ont confirmé a partir des données de caractérisation que
I’intercalation des molécules de donépézil dans les argiles de smectite (dont la MMT fait
partie) étaient bien stabilisées dans I'espace intercouches de l'argile. Par conséquent, les
matériaux d'argile smectite ont été suggérés comme supports avances d'administration de

médicaments avec des caractéristiques de libération controlée (94).

Ainsi que, Kevadiya et al. (2010) ont rapporté l'intercalation du chlorhydrate de
procainamide (PA), un antiarythmique dans de la MMT, comme dispositif d'administration de

médicaments (95).

Saha et al ont développé un film nanocomposite composé de polyuréthane-MMT chargé

en chlorhexidine. Le film obtenu a montré une potentielle application dans le controle des
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infections des plaies ou une action d’une longue durée est requise. Le film du polymére pur
contenant 1’agent thérapeutique suit une libération du premier ordre tandis que celui,
contenant la MMT suit une libération de la chlorexidine d’ordre zéro sur une durée de 196h
(96).

Hua et al ont prouvé que I’ajout d’une certaine quantit¢ de MMT a un hydrogel
nanocomposite « chitosane/MMT » a permis une libération lente et continue de I’ofloxacine
97).

La curcumine « PA » (le composant majoritaire des CUR) est une molécule hydrophobe
présentant plusieurs limitations qui entravent son utilisation, telles que : la photosensibilité et
la dégradation chimique. L’instabilité de la curcumine est un des inconvénients a 1’origine de
nombreux problemes de formulation pour I’industrie pharmaceutique. La stabilité de la
curcumine vis-a-vis les solvants oblige les galénistes a choisir rigoureusement des solvants
pour lesquelles sa stabilité est trés satisfaisante (DMSO et éthanol) (81). Son introduction
dans un systeme nanocomposite, est proposee parmi les stratégies pharmaceutiques sachant
que les polymeres améliorent la solubilité et la biodisponibilité de la curcumine, ainsi que les
nanoparticules permettent I'encapsulation de la curcumine en raison de sa biocompatibilité et

de sa biodégradabilité (98). Ils ont apporté un nouvel éclairage pour surmonter ce pivot limite.

Une étude de libération de curcumine in vitro sur des films nanocomposites
transdermiques a base de chitosane (CS)/MMT (K 10) a indiqué une libération soutenue
prononcée de curcumine par l'incorporation de particules d'argile dans la matrice polymeére
CS. Dans l'ensemble, les films transdermiques composites CS/IMMT ont présenté des

propriétés mécaniques et de libération de médicament prolongée améliorée (99).

Une autre étude sur les propriétés de systéme nanocomposites (polycaprolactone/
montmorillonite organomodifiée) pour administration de la curcumine, ont rapportés que les
formulations contenant du MMT ont une efficacité d'encapsulation et une charge en PA plus
élevée que les formulations sans MMT. Une libération initiale a été trouvée 60 a 75 % a la

sixieme heure dans les formulations, puis une libération plus soutenue par la suite (100).

Venkatasubbu and Anusuya (2017), ont realise des tests in vitro sur la curcumine

nanocomposite. 1ls ont rapporté que la curcumine dans ce systéeme est active sur Escherichia
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coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis,
staphylococcus epidermis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas
mendocina, coliform (101). Cela prouve que malgré 1’encapsulation de la curcumine dans le

systéeme nanocomposite, elle garde ses activités antibactériennes.

Cependant, aucun rapport n’est disponible dans la littérature pour combinaison de

polymere PVA/B-Na pour la libération prolongée des CUR.

A la lumiére des résultats de chaque étude et en comparaison aux résultats obtenus dans

cette recherche :

v’ La B-Na dans le film FCURI1 a prouvé son rdle autant qu’un support d’encapsulation et de
libération de P.A car elle a permis une encapsulation de la totalité de CUR et une libération
prolongée dans le temps étudié.

v' Ainsi qu’aprés optimisation, le FCUR2 a montré une meilleure libération de PA qui a été
prolongeée et totale dans le temps étudie.

v" En outre, I’analyse de spectre FTIR du film FCUR2 a confirmé la compatibilité entre PA et
les excipients choisis.
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Afin de réussir I’objectif principal de cette étude, la formulation d’un film hydrogel
nanocomposite mucoadhésif pour libération prolongée du principe actif « CUR », destinée au
traitement des ulcérations et des aphtes de la cavité buccale ; une analyse de la littérature et
une connaissance des composants et de leurs propriétés était primordiale. Dans ce travail, la
biocompatibilité, la biodégradabilité ainsi que ’inertie de la matiére premicre utilisée a été
vérifiée. Des étapes supplémentaires ont été réalisées, dont I’extraction des curcuminoides a
partir des rhizomes du Curcuma longa et le traitement de la bentonite vu la non disponibilité

sur le marché de ces composants.

Dans ce travail, la premiére étape était consacrée a une étude de préformulation. Elle a
été realisée afin d’approfondir nos connaissances sur les propriétés physico-chimiques et la
stabilité de notre PA. La deuxiéme étape concerne 1’¢tude de formulation des films avec
principe actif « CUR » dont la différence était la présence ou I’absence de la B-Na. Cette
étape a permis de confirmer le rbéle de la B-Na dans I’amélioration de la stabilité de
gonflement, totalit¢ d’encapsulation du principe actif et la prolongation de la libération dans
le systtme nanocomposite. Les résultats de cette étude étaient conformes avec la littérature.
La derniére étape a été effectuée afin d’optimiser I’aspect (I’homogénéité) du film et la

propriété de libération du principe actif en réalisant de Iégéres modifications.

A la fin de cette étude, 1’objectif principal est atteint. Le film hydrogel nanocomposite
qui avait présenté de bons caractéres organoleptiques, un gonflement stable dans le temps
étudié, une encapsulation de la totalité du principe actif et un bon profil de libération est le
film FCUR2. La composition de ce dernier est la suivante : PVA (4%), Gly (0,75%), B-Na
(2%) et CUR (0,05%) solubilis¢ dans 1 ml d’éthanol.

Il est nécessaire de souligner dans ce projet ; la complexité des facteurs a prendre en
compte qui sont a la fois liés a la substance active (sa photosensibilité et la dégradation
chimique), ainsi que la voie d’administration qui est exprimée par la fragilité de la muqueuse
ce qui conditionne la bonne tolérance, 1’acceptabilité par le patient et la reproductibilité de

I’effet thérapeutique.
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Les recommandations proposées afin de finaliser cette étude :

-Caractérisation des films préparés par DRX, MEB, RMN pour confirmer le type du

systéeme nanocomposite (intercalé / exfolié).
-Réalisation du test de la mucoadhésion.
-Réalisation des tests précliniques et cliniques.
-Développement d’un conditionnement adéquat.

-Réalisation d’un milieu de conservation du dispositif pour la réutilisation apres la

préhension des aliments (dans un bénéfice économique pour le malade).
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Résumé

Généralement, les pathologies buccodentaires constituent une géne fonctionnelle et esthétique
pour le patient, comme elles peuvent provoquer des conséquences graves, d’ou I’intérét de développer
un film mucoadhésif pour traiter les ulcérations de la cavité buccale. L objectif de ce travail est de
formuler des films nanocomposites a base de curcuminoides en réalisant un systéme de libération
prolongée dont la matrice est constituée de PVA et la bentonite sodique. Afin d’obtenir la matiére
premiere, il était nécessaire d’extraire les curcuminoides a partir des rhizomes de Curcuma L et de
traiter la bentonite. La préparation des films a été réalisée en utilisant la méthode casting et le choix
des composants ainsi que leurs pourcentages en passant par des étapes. La matiére premiére et les
films formés ont été caractérisés en utilisant FTIR, UV-visible et DRX et leur efficacité a été controlée
par un test de gonflement, test d’encapsulation et le test de libération. La composition du film hydrogel
nanocomposite retenue est la suivante PVA (4%), Gly (0,75%), B-Na (2%) et CUR (0,05%) solubilisé
dans 1 ml d’éthanol avec un taux de libération 96,5%.

Mots clés : Pathologies buccodentaires, films nanocomposites, curcuminoides, libération
prolongée, PVA, bentonite sodique.

Abstract

Generally, oral pathologies constitute a functional and aesthetic discomfort for the patient, as
they can cause serious consequences, hence the interest in developing a mucoadhesive film to treat
ulcerations of the oral cavity. The objective of this work is to formulate nanocomposite films based on
curcuminoids by realizing a sustained release system whose matrix consists of PVA and sodium
bentonite. In order to obtain the raw material, it was necessary to extract the curcuminoids from the
rhizomes of Curcuma L and to process the bentonite. The preparation of the films was carried out
using the casting method and the choice of the components as well as their percentages was based on a
logic of the steps. The rawmaterial and the formed films were characterized using FTIR, UV-visible
and DRX and their efficiency was controlled by swelling test, encapsulation test and release test. The
composition of the selected nanocomposite hydrogel film is as follows PVA (4%), Gly (0.75%), B-Na
(2%) and CUR (0.05%) solubilized in 1 ml of ethanol with a release rate of 96.5%.

Key words : oral pathologies, nanocomposite films, curcuminoides, sustained release, PVA,
sodium bentonite.
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