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Abstract
The aim of the present work is to develop hydrogels based on different polymers: hydroxyethyl
cellulose (HEC), sodium carboxymethyl cellulose (CMC) and Carbopol, and to use them for
transdermal insulin delivery in the treatment of diabetic foot ulcers.
The hydrogels were characterized by determination of physico-chemical parameters and
characteristic functional groups were detected by infrared spectroscopy. The rheological
behavior of these hydrogels was also studied.
Frantz cell release tests for fast and slow insulins followed zero-order, first-order, and Higuchi
and Korsmeyer peppas Kinetics.

Microbiological controls showed that the hydrogels were not stable throughout their shelf life
and required preservatives.

Keywords: Diffusion, Insulin, hydrogel, in vitro study, transdermal.

Résumé

L’objectif de ce présent travail est le développement des hydrogels & base de différents
polymeres ; hydroxyéthylcellulose (HEC), La carboxyméthyl cellulose de sodium (CMC) et
Carbopol et leur utilisation pour l'administration de I’insuline par voie transdermique pour le
traitement des ulceres des pieds diabétiques.

Les hydrogels ont été caractérisés par détermination des parametres physico-chimiques et les
groupements fonctionnels caractéristiques ont été détectés par spectroscopie infrarouge. Une
étude de comportement rhéologique de ces hydrogels a été réalisée.

Les tests de libération par cellule de Frantz pour les insulines rapides et lente suit une cinétique

d’ordre zéro, d’ordre un, Higuchi et Korsmeyer peppas.



Les contrbles microbiologiques ont mis en évidence que les hydrogels n'été pas stable pendant
toute la durée de conservation et ils nécessitent un conservateur.

Mots clés: Diffusion, Insuline, hydrogel, cellule de Frantz, transdermique, rhéologie
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: Principe actif,

: Potentiel hydrogéne.

: Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier.
: Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a réflectance totale atténuée.
: hydroxyethyl methacrylate.

: éthyléne di méthacrylate.

: molecular weight (poids moléculaire).

: Hydrogel topologiques.

: Hydrogel nano composites.

: Hydrogel a double réseau.

: mégapascal.

: nanometre.

: métre.

: Gramme.

: second.

- joule.

. International Working Group on Diabetic Foot.

: Wound Healing (cicatrisation des plaies).

: Diabetes mellitus (Diabéte sucré).

- insuline receptor (récepteur d'insuline).

- insulin receptor substrate (substrat du récepteur de I'insuline) 1 et 2.

: transforming protein (protéine transformatrice).

extracellular signal-regulated kinases (kinases régulées par le signal extracellulaire).
. protéine kinase B.

: Le nom traditionnel de la proteine kinase B.

. protein tyrosine phosphatase.

: Glycogen synthase kinase 3 (glycogene synthase kinase 3).

: Facteur de croissance analogue a I’insuline.

: L'acide désoxyribonucléique.

. fait référence a la phase du cycle cellulaire ou la cellule se prépare a se diviser en
deux cellules filles.

- extracellular signal-regulated kinases Y2 (kinases régulées par le signal
extracellulaire %%).

: phosphatidylinositol-3-kinase.

: relations quantitatives structure-permeéabilité.

: Plat count agar.

- Insuline rapide.

- Insuline lente.

. Rapide.

- lente.

: L’absorbance.
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La thérapie par voie transdermique consiste en 1’administration de médicaments et
présente de nombreux avantages, tels que la facilité d'utilisation, I'absence de douleurs liées

aux injections et la possibilité d'obtenir une libération prolongée du principe actif.

D’une part, les hydrogels jouent un role important en tant que matrices de libération
des médicaments & travers la peau. Ce sont des réseaux tridimensionnels de polymeéres
hydrophiles capables de retenir une grande quantité d'eau tout en conservant leur structure.

D’autre part, l'insuline est un médicament couramment utilisé pour le traitement du
diabéte. Cependant, son administration par voie transdermique présente des défis significatifs
en raison de la taille et de la charge électrique de la molécule d'insuline, ainsi que des

barrieres de la peau qui limitent son absorption.

Le diabéte de types 1 et 2 se définit par un mauvais contréle de la glycémie, c’est-a-
dire du taux de sucre qui se trouve dans le sang. Normalement, c¢’est I’insuline qui laisse sortir

le sucre du sang vers les tissus

L'infection du pied diabétique se définit par I'invasion et la multiplication de micro-
organismes entrainant une réponse inflammatoire allant jusqu'a la destruction des tissus
atteints. On peut limiter les conséquences du diabéte aux pieds par differents moyens
préventifs dont un bon contréle de la glycemie car 50% des amputations pourraient étre
évitées par des soins de pieds préventifs tels que la libération de I’insuline directement au
niveau des pieds et libére le sucre emprisonné dans les cellules du pied ; ceci est notre

challenge.

Dans ce contexte, l'utilisation d'hydrogels incorporés d'insuline peut surmonter
certains de ces obstacles en fournissant une libération contrélée de l'insuline et en améliorant

son absorption a travers la peau.

L’objectif principal consiste a réaliser une étude détaillée de la diffusion transdermique
de l'insuline moyennant un hydrogel spécifiguement formulé. Pour ce faire, les tests ex-vivo
par cellule de Franz s’est avérée comme la technique bien établie pour évaluer la pénétration
de substances a travers la peau et de déterminer les paramétres clés régissant le transfert de

matiére a travers les différentes couches de la peau.

Pour se faire, des hydrogels ont été formulés en utilisant des polymeéres hydrophiles

compatibles avec I'insuline et pouvant former un réseau stable et poreux.



Pour se faire, ce mémoire a été structuré de deux parties :

Une partie théorique comprend quatre chapitres ; le premier présent la délivrance
transdermique, le deuxiéme chapitre est une revue de la littérature sur les hydrogels et les
notions fondamentales sur leurs propriétés intrinséques, tandis que le troisieme explore le
probléme du pied diabétique et le réle de I’insuline dans son traitement. Le quatriéme consiste
en une description de la diffusion in vitro par la cellule de Frantz.

Une partie pratique décrit en détail la méthodologie utilisée dans la formulation des
hydrogels en utilisant des matrices cellulosiques et une caractérisation par des méthodes
physico-chimiques et spectroscopiques.

L’étude du mécanisme de diffusion par la validation du modeéle, la détermination des
parametres de diffusion et la corrélation entre ces derniers et le comportement rhéologique
constitue une étape cruciale dans ce présent travail .Les résultats obtenus seront interprétes et
discutés et enfin ce mémoire sera cloturé par une conclusion générale qui mettra I’accent sur
les principaux résultats obtenus avec des recommandations et perspectives pour la continuité
dans cet axe fort passionnant sachant que la prévalence du diabéte croit chaque année et

particulierement en Algérie.
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CHAPITRE | : DELIVRANCE TRANSDERMIQUE.

1 DEFINITION DE LA DELIVRANCE TRANSDERMIQUE DU MEDICAMENT
La délivrance transdermique est une méthode indolore d'administration des
medicaments par voie systémique, consistant a appliquer une formulation médicamenteuse sur
une peau saine et intacte. Le médicament pénétre initialement dans la couche cornée, puis
passe a travers I'épiderme et le derme plus profond sans accumulation de médicament dans la

couche dermique [1]. La connaissance de cette derniere est primordiale.

2 STRUCTURE DE LA PEAU

La peau est I’organe du corps le plus accessible et le plus vaste, avec une surface de
1,7 m?, représentant 16% de la masse corporelle totale d’une personne moyenne. Elle peut
étre divisée en trois régions principales : I'épiderme, qui contient La couche cornée ; le derme
qui confeére la force et élasticité a la peau et I'nypoderme qui est la couche la plus profonde et

qui garantit la protection contre les chocs physiques et l'isolation thermique [2, 3].

Kératinccyles
Cellule do Langechars Kémtinccyte

Couche comée
] Couche granuleuse

EPIDERME

Meélanccyle Celule de Merkel

Figure 1.1 : anatomie de la peau.

3 LESVOIES DE PENETRATION DU MEDICAMENT A TRAVERS LA PEAU

Il existe deux voies possibles de pénétration du médicament a travers la peau :

« La voie transépidermique : elle implique le passage des molécules a travers la couche

cornée, barriére a la fois architecturale, multicouche et multicellulaire [4].



» La voie transappendégée : clle implique le passage des molécules a travers les glandes

sudoripares et a travers les follicules pileux [5, 6], comme illustré sur la figure ci-dessous :

Intracellular route Intercellular route

— —

~—
Lipid matrix

Follicular route
Eccrine route

Fatty Ceramide

k<] ackd

Plasma Cent
ane

Intercelullar
space =
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Cholesterol Liple

Figure 1.2 : Voies possibles de pénétration du médicament a travers la peau.

4 INTERET DE LA DELIVRANCE TRANSDERMIQUE
L’administration des médicaments par voie transdermique se Voit comme une

alternative intéressante et prometteuse par rapport aux autres voies pour les raisons suivantes

[7]

v Suppression de I’effet du premier passage hépatique, pulmonaire et gastrique ;
v' Administration contrdlée sur une période prolongée de temps en évitant d’atteindre
des niveaux toxiques ;

v Réduction des effets indésirables systémiques ;

<

Augmentation de I’observance du patient ;

v Alternative en cas d’impossibilit¢é d’administrer par la voie orale (nausée ou
inconscience) ; [8]

v' L’administration transdermique permet d’administrer les médicaments avec des
systémes programmables de derniére génération ;

v Les systémes transdermiques sont généralement peu colteux par rapport aux autres
traitements ;

v' La voie transdermique permet l'utilisation d’un médicament relativement puissant

avec un risque minimal de toxicité pour le systeme [9,10].



5 PARAMETRES INFLUANT LE MECANISME DE L’ADMINISTRATION
TRANSDERMIQUE :
L'administration des médicaments a travers la peau a suscité beaucoup d'intérét au cours
de la derniére décennie. Cette voie d’administration peut étre régie par plusieurs facteurs tels

que :

5.1 Propriétés physicochimiques de la fraction active

a. Coefficient de partage

Les médicaments possédent une solubilité dans I'eau et dans les lipides. Le Coefficient
de partage idéal pour l'administration transdermique intermédiaire est log k {1-3}. Pour les
medicaments fortement lipophiles (log k > 3). La voie intracellulaire est favorable alors que

pour les médicaments hydrophiles (log k < 1), elle est imprégnée par voie transcellulaire.

b. Taille moléculaire

La taille moléculaire d’un médicament est inversement proportionnelle au flux
transdermique. La taille moléculaire idéale de la molécule médicamenteuse pour

I’administration transdermique est < 400nm.

c. Solubilité et point de fusion

La plupart des solutés organiques ont un point de fusion éleve et une faible solubilité a
température et pression normales. Le médicament lipophile pénétre plus rapidement que les

substances hydrophiles, mais il devrait également présenter la solubilité dans 1I’cau.

d. lonisation

Le médicament imprégne la peau selon I'hypothese pH-Partition.

e. Coefficient de diffusion

A température constante, le coefficient de diffusion du médicament dépend

principalement des propriétés du médicament, du milieu de diffusion et de leur interaction.

5.2 Propriétés physicochimigues de l'administration du médicament

e Le taux de perméation peut étre influencé soit par la nature du PA, le pH et le
Coefficient de partage.
e La composition du systeme d'administration du médicament peut ne pas affecter les

propriétés de libération mais peut affecter la fonctionnalité de sa perméabilité.



e La majorité des meédicaments ne pénétreront pas par la peau pour un usage
thérapeutique dans laquelle certains activateurs sont utilisés pour une action

synergique sans montrer leurs propriétés [11].

5.3 Propriétés physiologiques

Ce sont principalement :

e Propriétés de la barriere cutanée chez le nouveau-né et le jeune nourrisson qui est
hydrophobe, sec, rugueux et qui se stabilise a partir de I'dage de 3 mois.

e Propriétés de la peau chez les personnes agées tels que : La diminution de la teneur en
humidité, la destruction de jonction épidermique et la réduction de la surface
disponible pour la transmission dans le derme.

e Lesdifférences raciales (peaux noires et peaux blanches).

e Température de la peau [11].

6 CARACTERISATION DU SYSTEME DE DELIVRANCE TRANSDERMIQUE
Les systemes d'administration transdermique sont caractérisés selon les méthodes

suivantes :

6.1 Détermination de la solubilité du médicament

La détermination de la solubilité du médicament dans la matrice transdermique au

début du processus de formulation peut éviter les problémes d’instabilités.

6.2 Mesures micrométriques

a. Stabilité
La température de la formulation et les conditions de stockage présentent une
incidence sur la stabilité physique des préparations a base de nanoparticules, ainsi que les

caractéristiques optiques et la viscosité sont également importantes.

Pour cela les instabilités dans les différentes formulations doivent étre surveillées et
évaluées d’une maniere répétée dans le temps et dans des conditions de stockage variables
[16,17].



b. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Elle est utilisee pour étudier I'organisation lipidique latérale de la matrice lipidique
intercellulaire dans la couche cornée, essentielle pour la fonction barriere de la couche cornée.
Les vibrations d’étirement permettent de déterminer si les lipides sont en tassement ordonné
ou désordonné tandis que les vibrations de cisaillement et de balancement fournissent des

informations détaillées sur la présence de phases orthorhombiques.

c. Rhéologie
La caractérisation des propriétés rhéologiques du systeme est importante non seulement

pour la conception du produit et son application, mais également pour son traitement et pour
garantir une longue durée de vie. Il est donc nécessaire d’explorer les changements
rhéologiques que nos formulations pourraient subir lorsqu’elles sont soumises a des forces

extérieures [28].



10

CHAPITRE Il : GENERALITES SUR LES HYDROGELS.

1 PRESENTATION GENERALE DES HYDROGEL
L‘hydrogel est un réseau a trois dimensions de polymeéres gonflés par une grande quantité
d’eau. Leur classification se fait selon différents critéres, représentés dans le diagramme de la

figure 1.1 :

» La source du polymére : naturel ou synthétique.

» La nature de la réticulation : chimique ou physique.

* La nature du réseau polymérique : homopolymerique, copolymérique ou de
Polymeéres enchevétres.

* La charge de I’hydrogel.

» La durée de vie dans ’organisme : hydrogel dégradable ou non-dégradable.

* Les propriétés physiques : conventionnel ou intelligent.

Wichterle et al [28], ont élaboré pour la premiere fois en 1960 des hydrogels par
copolymérisation du 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) avec I’éthyléne di méthacrylate
(EDMA) et les a utilisés comme lentilles de contact. Depuis, ces matériaux ont connu une
ascension particuliere dans le domaine biomédical a cause des possibilités de combiner les
polymeres naturels et synthétiques mais aussi en raison de l'existence d'une gamme variété
d'agents de réticulation qui peuvent étre utilisés pour obtenir des propriétés adéquates a

I'application désirée.

Pour le contrble des propriétés physiques de ces hydrogels, on a recours a la
réticulation des polymeéres par des méthodes chimiques et/ou physiques [29,30]. La nature du
réseau, de la structure Physique, de la réticulation, la source ou le type d'interaction avec les
tissus vivants sont des criteres qui permettent la classification des hydrogels dans diverses

catégories.
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Malgré la modification substantielle du volume lors du gonflement, les hydrogels
gardent leur intégrité, biocompatibilité et cytocompatibilit¢ [31]. En réponse aux
sollicitations meécaniques, les hydrogels présentent un comportement élastique prononcé et
lors de la compression une contraction du volume et la croissance de la densité sont observées
[32]. Les hydrogels ont une forme propre, sont des milieux transparents, en genéral, et sous
I'action de la chaleur, une perte accentuée de masse accompagnée d'une forte contraction du
volume prononcée [33]. Les propriétés des hydrogels sont utilisées pour I'élaboration de
systemes transdermiques par plusieurs groupes de chercheurs [34,35]. Kim et al. [35], ont
élaboré des micro-aiguilles destinées a la perforation de la peau. Les auteurs de I'étude
précisent qu'ils ont utilisé le copolymére d'acide lactique et d'acide glycolique a cause des
propriétés de gonflement et des propriétés mécaniques requises. L'expansion du volume des
microparticules d'hydrogel au contact du milieu aqueux, sous la peau, détermine la

désintégration des aiguilles et la libération du principe actif.

La morphologie des membranes des hydrogels est trés fine et homogene ; sont ainsi
appropriées aux applications en bio-ingénierie [36] et aussi dans le domaine de la libération
contr6lée des médicaments comme les hydrogels sensibles aux stimuli [39]. L'un des
avantages de l'utilisation des hydrogels comme matrices pour la libération controlée des
médicaments est leur capacité a présenter une transition de phase d'ordre sous l'influence des

parametres externes : pH, température, la force ionique, champ magnétique et champ

électrique.
Nonionic Cationic Anionic Ampholyte
Hydrogels Hydrogels Hydrogels Hydrogels
L 1 1
Tonic
Biodegradable = Charge Smart
Hydrogels Hydrogels
: 1’ h"'gicnl
Biodegradability \ Properties
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Non- Hydrogels
Biodegradable™ Hydrogels = &
Hvdrogels
Natural
Chemically Source Hydrogels
Crosslinked Crosslinking
Hydrogels Synthetic
Hydrogels
Preparation Hvbrid
Physically Method e
Crosslinked Hydrogels
Hydrogels == 1

| | |
Homopolymers Copolymers Interpentrating
I Polymer

L] | ]
MMultiblock Triblock
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Figure 11.1 : Classification des hydrogels.[36]
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C’est ainsi que I’hydrogel est un réseau tridimensionnel de polyméres hydrophiles
dans lequel la quantité d'eau est comprise entre 20 et 95% du poids total [37]. La principale
caracteristique de I'nydrogel est sa capacité a gonfler en présence d'eau et a se contracter en
son absence. Cette propriété est conditionnée par la nature des chaines du polymeére et par leur

densité d’enchevétrement [39] (figure 11.2).

Figure 11.2 : Représentation schématique des chaines d’un réseau d’hydrogels dans I’eau.[39]

2 HYDROGELS PHYSIQUES ET CHIMIQUES
Les hydrogels se divisent en deux grandes familles : chimiques (irréversibles) et

physiques (réversibles).

2.1 Hydrogels chimiques

L’hydrogel est caractéris¢é de chimique lorsqu’il est maintenu par des liaisons
covalentes (Figure 11.5). Peut atteindre un niveau de gonflement d'équilibre dans des solutions
aqueuses qui dépendent principalement de la densité de liaisons (estimée par I’augmentation
du poids moléculaire MW de la chaine moléculaire). Ce dernier n’est pas homogene,
renfermant habituellement des zones d’enchevétrement élevées contenant peu d'eau,
dispersees parmi des zones de bas enchevétrement qui présentent un gonflement élevé [40],

ou réticulation de polymeres hydrosolubles. [41].

g + i Copolymérisation

Monomére +agent de réticulation

S o BB

~ _\/\Copolymérisaﬁon ou réticulation

“des macroméres Réseau d'hyd rogél

Macromeéres
W Polymeére réticulé

polymére soluble dans I'eau

Figure 11.3 : Schéma de formation d’un hydrogel chimique par différents types de

polymérisation.
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Dans certains cas, dépendamment de la composition du solvant, de la température et de la
concentration des solides durant la formation du gel, une phase de séparation peut se produire,
et des pores peuvent se former. De plus, les bouts de chaines libres et les boucles représentent

des zones défectueuses qui ne peuvent contribuer a I'élasticité du réseau (Fig. 11.4).

\\\
%

Point de rétlculation Boude Extréemite pendantes

Figure 11.4 : Schéma de structure d’hydrogel chimique réticulé.

2.2 Hydrogels physiques

L’hydrogel est caractérisé de physique quand il est maintenu par des liaisons de faible

énergie incluant les forces ioniques (Figure. 11.6) [41].

L’hydrogel physique est moins homogene que I’hydrogel chimique, présentant de
nombreuses régions d’enchevétrements élevées. Les bouts de chaines libres et les boucles
représentent aussi des réseaux défectueux transitoires dans 1’hydrogel physique. Quand un
poly électrolyte est combiné avec un ion multivalent de charge opposée, il peut former se un
hydrogel physique connu sous le nom d'hydrogel "ionotropique™. L'alginate de calcium est un

exemple de ce type d'hydrogel.

De plus, quand les poly électrolytes de charges opposées sont mélangés, ils peuvent se
gélifier ou précipiter suivant leur concentration, la force ionique ou le pH de la solution.
Toutes ces interactions sont réversibles, et peuvent étre perturbées par de simples
changements des conditions du milieu tel que la force ionique, le pH, la température ou

I'application d'un stress.
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Figure I1.5 : Schéma de formation et de structure d’hydrogel physique.

Un autre aspect important a considérer est la relation entre le réseau formé et I’eau. Le
caractere de I'eau dans un hydrogel peut déterminer la rétention des molécules piégées. Quand
un hydrogel sec commence a absorber de I'eau, les premieres molécules d'eau entrant dans la
matrice vont hydrater les régions les plus polaires des groupes hydrophiles menant a de l'eau
liee primaire. Dés que le groupe polaire est hydraté, le réseau gonfle et expose les groupes
hydrophobes qui interagissent avec les molécules d'eau, menant a une organisation
particuliére de 1’ecau de solvatation des régions hydrophobes ou une eau liee secondaire. Les
eaux liées primaires et secondaires sont souvent combinées et simplement dites “eau liee

totale".

3 PRINCIPALES PROPRIETES NOTABLES DES HYDROGELS
Les hydrogels utilisés comme biomatériaux dans les biotechnologies nécessitent
certaines propriétés physico-chimiques que 1’on doit pouvoir caractériser et controler. Les

caractéristiques importantes sont : la biocompatibilité [42] et les propriétés mécaniques [43].

La perméabilité dans les hydrogels est également un paramétre nécessaire a étudier en
vue des applications potentielles d’encapsulation et de relargage [41,44]. Enfin, certains
hydrogels dits "intelligents" voient leurs caractéristiques modifiées en réponse a un stimulus

extérieur [37].

3.1 Dégradabilité
Le controle de la dégradation d’un biomatériau peut étre un facteur clé dans les

applications biomédicales. En se dégradant, le matériau laisse de I’espace pour la croissance
d’un nouveau tissu, ou laissant diffuser les molécules bioactives. La dégradation d’hydrogel
peut étre contrdlée par des méthodes physiques et/ou chimiques : il est possible de jouer sur la
masse molaire des polymeéres ou leur composition pour contréler la cinétique de dégradation
in vivo; Exemple en irradiant un alginate de haute masse molaire, on peut couper

sélectivement certains types de liaisons, et ainsi former un hydrogel se dégradant plus
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facilement. L’utilisation d’enzymes est un exemple de méthode biologique permettant la

dégradation des hydrogels [42].

3.2 Propriétés mécanigues

Les propriétés mécaniques d’un hydrogel sont trés importantes pour le choix du
matériau utilisé pour une application spécifique : les caractéristiques attendues ne sont pas les
mémes en ingénierie tissulaire ou pour des lentilles de contact (gel mou), pour un épaississant
en agroalimentaire (gel trés mou), ou encore dans la fabrication de microbilles

humidificateurs (gel dur).

Pour comprendre le comportement mécanique des hydrogels, on utilise les théories

d’élasticité et viscoélasticité basées sur la réponse temporelle du gel soumis a une contrainte.

On peut distinguer les gels mous, comme les élastoméres, qui sont viscoélastiques
possédant un faible module d’Young. Ils possedent une contrainte seuil de plasticité a partir

de laquelle la déformation est irréversible : ¢’est le regime de viscoplasticité.

Les gels plus rigides possédent des modules d’Young supérieurs : ils sont moins
déformables et peuvent se casser quand la contrainte dépasse une contrainte seuil de rupture.
La rigidité d’un polymére réticulé provient essentiellement de la densité de réticulation et de
I’énergie des liaisons ; Par exemple, lorsqu’un hydrogel n’est pas homo polymérique, il
améliore la rigidité finale du matériau augmentant ainsi la proportion de monomeres plus
"solides™ et la raideur du squelette de polymeres (en remplacant par exemple des acrylates par
des méthacrylates). On peut également augmenter la densité de réticulation d’un gel en

augmentant la quantité d’agent réticulant ou la concentration en polymere [44].

Les conditions de formation de I’hydrogel telles que le temps de réaction, la
température, la quantité et le type de solvant influent sur la structure finale du gel et peuvent
également affecter les propriétés mécaniques de ce dernier ; Exemple, lorsque le temps de
réaction avec 1’agent réticulant est court, la densité de points de réticulation sera faible et le

gel sera moins rigide.

Le post-traitement d’un gel (addition d’un compose réagissant avec le (S) polymere
(s)) peut changer la structure du réseau polymérique et modifier alors ses propriétés
meécaniques. Le degré de gonflement d’un réseau d’hydrogel est intimement lié & sa résistance

mécanique : plus il est gonfle d’eau, plus la densité de réticulation est faible [43].
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3.3 Porosité

De nombreuses applications sont basées sur la diffusion de soluté dans un hydrogel.
La porosité (taille des pores du réseau) et les parameétres qui affectent la diffusion d’un soluté
dans ce dernier sont des caractéristiques importantes a déterminer. La structure du réseau
(taille des pores), la composition du polymere, la nature et la taille des solutés sont des
paramétres nécessaires dans le phénoméne de diffusion. Lorsque la taille des solutés est de
I’ordre de la taille des pores de I’hydrogel, on peut déterminer leur coefficient de diffusion par

diverses modélisations dont la forme générale :

D9l — f(a, @, &) Eqll.l

Deau

AveC Deau (respectivement Dge) le coefficient de diffusion du soluté dans I’eau pure
(respectivement dans ’hydrogel), a la taille du soluté, ® la fraction volumique en polymere

dans le gel et & la taille caractéristique de la maille du réseau de ’hydrogel [36].

La taille de la maille & peut étre affectée par plusieurs facteurs incluant : le degré de
réticulation du gel, la structure chimique du polymére et I’environnement extérieur (pH,
température, force ionique). La taille caractéristique des mailles du réseau d’un hydrogel est
typiquement comprise entre 5 et 100 nm. En conclusion, il est nécessaire d’adapter la
composition du polymeére et la densité de réticulation a la taille et la composition du soluté

présent dans I’hydrogel [41,44].
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Figure 11.6: Schéma d’un soluté dans un hydrogel : (a) La taille du soluté est petite par rapport
a la maille du réseau, il peut diffuser librement. (b) Le soluté a une taille de I’ordre de la taille

de maille du réseau, il est piege par les polymeres.

La porosité du gel peut étre "réglée” en modifiant différents paramétres tels que la
densité de réticulation, la structure chimique du polymeére et I’environnement extérieur (pH,

température, force ionique etc....) [41, 44].
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CHAPITRE 11l : MECANISME D’ACTION DE L’INSULINE

POUR LE PIED DIABETIQUE

1 GENERALITES SUR LE PIED DIABETIQUE

1.1 Définition

Le Consensus international de Travail sur le Pied Diabétique (ou IWGDF :
International Working Group on Diabetic Foot) le définit comme étant une infection,
ulcération ou destruction des tissus profonds du pied associés a une neuropathie et/ou un
artériopathie périphérique des membres inférieurs chez les patients diabétiques [45].

Les ulceres du pied diabétique touchent 15% de tous les diabétiques au cours de leur
vie. La majorité des ulcéres du pied sont traités en ambulatoire ou la surveillance limitée. Les
données de sortie des hopitaux de certains pays ont indiqué que 6 a 20% de toutes les
personnes diabétiques hospitalisées avaient un ulcére des membres inférieurs [46]. Chaque

année, environ 4 millions de personnes diabétiques presentent un nouvel ulcére du pied.

Dans les pays développés, jusqu'a 4% de la population diabétique a un ulcére du pied,

utilisant 12-15% des ressources de santé pour le diabéte.

Dans les pays en voie de développement, ce chiffre pourrait atteindre jusqu'a 40 %
[47]. Le fardeau de la maladie du pied diabétique devrait augmenter dans l'avenir puisque les
facteurs contributifs a la maladie du pied, telles que la neuropathie périphérique et les
maladies vasculaires, sont présents chez plus de 10% des personnes au moment du diagnostic
du diabéte de type 2, et la premiére année apres le diagnostic, constitue une période critique
chez le diabétique car c’est la période du danger pour les ulcéres du pied et les amputations

[48]. Les zones du pied a risques sont représentées sur la figure ci-dessous :
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Figure I11.1 : zone du pied a risque

1.2 Utilisation de l'insuline pour la cicatrisation des plaies

L'insuline est utilisée pour traiter les plaies chroniques depuis le début du 20e siecle.
Le traitement systémique a l'insuline réduit les infections apres les interventions chirurgicales
chez les patients atteints de diabete [48] et améliore la cicatrisation chez les patients non

atteints de cette maladie [53].

Les premiers rapports utilisant I'insuline topique pour traiter les plaies dues au diabéte
datent des années 60 [49] et 70 [40].

Par la suite, l'utilisation de l'insuline topique a des fins de cicatrisation a diminué et

peu d'études ont été réalisées jusqu'a la fin des années 90 [43, 56, 57].

Récemment, linsuline topique, les solutions d'insuline [46], les sprays a base
d'insuline, les cremes [53] et les pansements [6] ont été utilisés avec succes pour traiter les

ulceres chroniques chez les personnes atteints ou non de diabéte [53].

L'insuline a également été utilisée pour traiter les bralures, chez 'Homme [56] et sur

des modeles animaux [52], avec des efficacités remarquables.

Hrynyk et Neufeld [58] ont passé en revue les premiéres de I'insuline sur la WH et la
guérison des bralures. Bien que de nombreuses études aient abordé l'effet cicatrisant de
I'insuline systémique dans les brllures [52, 56], peu d'études ont I'effet de I'insuline topique
[51].

1.3 Mécanismes d'action de I'insuline topigue pendant la réparation des plaies

Les mécanismes qui sous-tendent les effets de I'insuline topique sur la réparation des

plaies cutanées sont résumés dans la figure 111.2 ci-dessous.
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Figure 111.2 : Le mécanismes d'action de l'insuline topique pendant la réparation des plaies.

Des tests in-vivo ont montré la signalisation de l'insuline qui est un acteur majeur de
la WH car les protéines impliquées dans les premieres étapes de l'action de l'insuline sont
dans les plaies cutanées par rapport a la peau intacte. IR, IRS-1, IRS-2, Shc, ERK et PKB/Akt
sont augmentés en cas de lésion cutanée chez le rat [53]. tandis que I'IR, la protéine tyrosine
phosphatase (PTP)-1B, IRS-1 et IRS-2 sont augmentés dans la peau blessée des souris [53].
Les taux de GSK3-a et -b phosphorylés ont également augmenté pendant la réparation des

plaies chez les souris [53].

Ces kinases sont inactivées a la suite de la phosphorylation de la sérine, ce qui réduit
I'activation fonctionnelle de la glycogene synthase [29]. Chez I'Homme, les fibroblastes
dermiques expriment d'avantage I'lGF-1 dans les cicatrices chéloides et hypertrophiques

immatures que dans la peau normale [60].

Les injections intradermiques locales d'insuline augmentent la synthese de I'ADN dans
les plaies cutanées des lapins [58], particulierement importante dans la cicatrisation de la

peau, car la réépithélialisation et l'angiogenese nécessitent une synthese protéique importante.

De plus, le traitement topique a I'insuline des plaies cutanées de la souris accélére la
réépithélialisation et améliore la qualité de la cicatrisation, en améliorant la migration et la
différenciation des kératinocytes ; il favorise également l'attachement de I'épiderme au derme,
augmentant ainsi le nombre d'appendices cutanés, de crétes réticulaires épidermiques et de

papilles dermiques par rapport aux plaies non traitées [55].
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2 ETUDE DE LA DIFFUSION IN VITRO.

La pénétration percutanée est une méthode biopharmaceutique qui évalue I’absorption
cutanée d’un principe actif ou d’une substance cosmétique dans une forme galénique. La
méthode la plus utilisée pour "apprécier et la méthode de diffusion en cellules de Franz

(Figure 111.3).

2.1 Présentation de la cellule de Frantz

La Cellule de Franz ou Cellule de diffusion thermostatée (37 °C) est utilisée pour
I'étude in vitro du passage transcutanée d'une substance active contenue dans un excipient
donné. Constituée d'un compartiment donneur qui recoit la formulation contenant le principe
actif et d'un récipient receveur contenant une solution appropriée. Les deux compartiments
sont séparés par une membrane qui peut étre artificielle ou constituée par un fragment de peau

(humaine ou animale).

Donor Compound

4

Donor Chamber
‘_ Flat Ground
Joint

Membrane sl

Samplil ng Port
Heater/

c.rcula‘of %

‘ Receptor
Chamber

Water Jacket == e Stirbar

Figure 111.3: Représentation schématique de la Cellule de Franz.

La formulation a tester est injectée sur la membrane dans le compartiment donneur et
des préléevements successifs dans le compartiment receveur permettent d’établir au cours du
temps le profil cinétique de passage.

A la fin de I’expérience, la quantité d’actif qui n’a pas pénétré dans la peau est
mesurée ainsi que la distribution dans les assises cutanées (stratum corneum, épiderme et
derme) et la quantité présente dans le compartiment récepteur. Ces données permettent
d’établir un bilan massique, un profil de distribution et de calculer un certain nombre de
parametres.

La pénétration est définie par un ensemble de paramétres dont le coefficient de

perméabilité est défini par 1’équation suivante :
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P — Kinsuli:e/ st D (l | I 1)

Avec:

P : le coefficient de perméabilité (pénétration) en unité de vitesse (m.s™),
K insulinesst : le coefficient de partage insuline/St,

D : le coefficient de diffusion (m2.s?),

L : la longueur du chemin de diffusion de la molécule qui pénétre (m) [60].

Il est difficile de mesurer le coefficient de perméabilité expérimentalement dans la
mesure ou P et D sont deux inconnues reliées par la méme équation. Il existe plusieurs
estimations empiriques pour calculer ce coefficient de perméabilité, rassemblées sous le terme

de relation quantitative structure/permeabilité [61,62].

Le calcul le plus connu, et le plus simple, qui est trés largement utilisé est obtenu par
une relation mathématique établie de fagcon empirique par Potts et Guy a la suite d’une étude
portant sur la perméabilité de différentes substances chimiques, comme les corticoides, de log
P compris entre -3 et +6 et de masses moléculaires variées (entre 18 et >750) dans la peau
[59] :

LogP = 0,71 10g Kinsuline/eau — 0,0061M — 6,3 (111.2)

Avec :
M: la masse molaire en g/mol de I’actif.

La diffusion d’une substance dans la peau est décrite par la premicre loi de Fick [63]

(Equation 1V.3).

J=-D% (111.3)
Avec :
J: le fluxen g.m-2.s%,
D : le coefficient de diffusion en m?.s,

dC/dx : le gradient de concentration sur la distance x de la membrane.
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CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES.

Dans ce chapitre seront présentés le matériel et les méthodes utilisées dans :

v’ Préparation des hydrogels et leurs caractérisations par des tests physico-chimiques,
spectroscopiques et rhéologiques afin de sélectionner le meilleur matériau.

v Encapsulation de I’insuline dans les différents hydrogels et caractérisations.

<

Etude in-vitro de la libération de I’insuline par cellule de Frantz.
v Détermination des paramétres de diffusion afin d’établir une corrélation entre ces

derniers et les paramétres de diffusion.

1 MATIERES PREMIERES

1.1 Le principe actif : ’insuline humaine [64]

L’insuline humaine est un peptide constitué¢ de 2 chaines d’aminoacides reliées ’'une a
I’autre par deux ponts disulfures et pesant 5808 Daltons. Le premier pont disulfure est situé
entre les 2 cystéines des chaines A et B en position 7. Le second pont disulfure est situé entre

une cysteine en 20 de la chaine A et une cystéine en 19 de la chaine B.

La chaine A contient 20 acides aminés dont le premier est la glucine et le dernier est
I’asparagine, elle renferme aussi un pont disulfure entre la cystéine 6 et la cystéine 11. La
chaine B est constituée de 30 acides aminés dont le premier est la phénylalanine et le dernier

est la thréonine.

Sa structure chimique avec sa séquence d’acides aminés a été décrite en 1955 par le
biochimiste Sanger. C’est sous forme d’hexameére que I’insuline est stockée dans les granules

de sécrétion des cellules B des ilots de Langerhans puis sécrétée.

Puis, ces hexameres sont dissociés en diméres puis en monomere par passage dans le

sang. La figure ci-dessous illustre la structure de I’insuline :
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Figure IV.1 : La structure chimique de I’insuline humaine.

1.1.1 Les deux types d’insulines utilisés

1.1.1.1 Les insulines rapides

Les insulines rapides se caractérisent par une durée d'action bréve. Leurs effets se font
sentir 35 a 60 minutes apres l'injection, avec un pic d'action aprées 2 a 4 heures, et une durée
d'action de 5 a 8 heures. Elles se présentent sous forme de flacons et de cartouches pour stylos

injecteurs, et de stylos injecteurs pré remplis jetables. [65]

NovoRapid FlexPen® Solution injectable SC & 100 Ul/ml, boite de 5Cartouches de 3 ml

en stylo injecteur multidose pré-rempli jetable fabriquée dans les laboratoires Novo Nordisk.

saami
NovoRapid® 3
| FlexPen®

100 Uim!

Figure IV.2 : Linsuline NovoRapid FlexPen.

1.1.1.2 Les insulines de durée d'action intermédiaire

Les insulines de durée d'action intermédiaire sont également appelées insulines isophanes

ou NPH (Neutre Protamine Hagedorn). Leurs effets se font sentir 2 a 4 heures apres
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I'injection, avec un pic d'action 4 & 12 heures apres, et une durée d'action de 12 & 24 heures.
[66]

LANTUS SOLOSTAR® Solution injectable SC a 100 Ul /ml conditionnée en boite de 5
cartouches de 3 ml en stylo injecteur multidose pré-rempli jetable, fabriquée dans les

Laboratoires Sanofi-Aventis.

== [@] Lantus® SoloStar”

-- 100 Units/ml
™ (Insulin glargine)
Solution se

Figure IV.3 : L’insuline Lantus solostar

1.2 Les excipients
Plusieurs polyméres ont été utilisés comme matrices pour la préparation des hydrogels, il

s’agit de :

1.2.1 La Carboxyméthylcellulose de sodium (CMCNa)

C’est le nom générique d'une serie d'éthers cellulosiques obtenus par réaction de celluloses

présentant des caractéristiques définies et de monochloroacétate de sodium ou d'acide

monochloracétique [9].

Caractéristiques physico-chimigues

e Description chimique : acide glycolique, du sel de sodium de cellulose (CMC Na),
e Poids moléculaire : 263,20 g/mol ;

e Aspect : poudre blanche — beige,

e Densité: 0,6 ~0,1Kg/la20°C,

e pH: 10 en solution aqueuse a 1%,

e Viscosité : a 5% dans I’eau de 3000 a 5000 mPas (20°C). [67]
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Figure IV.4 : Structure chimique de La Carboxyméthylcellulose de sodium (CMCNa).

1.2.2 L’hydroxyéthyle cellulose (HEC)
L’hydroxyéthyle cellulose est obtenue par substitution par un groupement

Hydroxyéthyle en utilisant ’oxyde d’éthyléne, ¢’est un polymére dérivé de la cellulose, utilisé
principalement comme épaississant, agent de controle de la viscosité et stabilisant dans de
nombreux produits cosmétiques, pharmaceutiques et industriels. Ses principales
caractéristiques sont sa solubilité dans I'eau, sa capacité a former des gels transparents et sa

compatibilité avec de nombreux autres ingredients.

Caractéristiques physico-chimiques

e Description chimique : éther de cellulose hydroxyéthyle ;

Poids moléculaire : 736,7 g/mol ;

Aspect : poudre blanche ou jaunatre ;

Densité : 0,55 ~0,7 Kg/la20°C

pH : 6 ~ 8,5 a solution de 1% ;

Viscosité : a 5% dans I’eau de 50 a 400 mPas (20°C). [67]

H3C-OH

. HO-CH®
HSC"CHS HC
HC-0 H HO H‘C'(‘)
~.
H HO HC-0 HO™ HC-0
HC-cH HO-CH?

HO

Figure IV.5 : Structure chimique de I’hydroxyéthyle cellulose (HEC).

1.2.3 Carbopol
Le Carbopol est un polymeére d'acide polyacrylique réticulé en poudre blanche. C'est

un modificateur de rhéologie extrémement efficace, capable de fournir une viscosité élevée et

de former des gels clairs étincelants ou des gels et cremes hydro alcooliques. Ses propriétés
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anti-goutte a débit court sont idéales pour les applications telles que les gels transparents, les

gels hydro alcooliques et les cremes.

Caractéristigues physico-chimigues

e Description chimique : polymere d'acide polyacrylique ;
e Poids moléculaire : 72,06 g/mol ;

e Aspect : poudre blanche ;

e pH:2.7~3.3(solutiona0.5% a 25°C) ;

e Viscosité : 400000 a 600000mPas (25°C). [67]

H

H
| |
G C
| |
H C
- =
HO (@] &

Figure 1V.6 : Structure chimique du Carbopol.

1.3 Les autres excipients

1.3.1 Hydroxyde de sodium (NaOH)

L’hydroxyde de sodium est une base corrosive, puissante, inorganique et alcaline. 11 est

hydrosoluble et peut absorber I’humidité et le dioxyde de carbone de I’air ; utilisé comme
réactif de laboratoire, dans la neutralisation et la titration des acides, dans les procédés de

fabrication, dans les produits chimigques domestiques, etc.

Figure 1V.7 : Structure chimique du NaOH. [67]

1.3.2 Triéthanolamine (TEA)

La triéthanolamine est aussi connue sous le nom detrolamine, ou le nom

systématique 2,2',2-nitrilotriéthanol.
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Sa formule brute est C6H15NO3. Il s'agit d'un composé organique qui est une amine
tertiaire et un triol. Comme d'autres amines, la triéthanolamine agit en tant que base faible due

a la seule paire d'électrons sur l'atome d'azote.

T OH

Ho >N

Figure 1V.8 : Structure chimique du TEA.

Caractéristiqgues physico-chimigues

e Catégorie fonctionnelle : Agent alcalinisant et émulsifiant ;

e Aspect : Latriéthanolamine est un liquide visqueux clair, incolore a jaune péle, ayant
une légere odeur d'ammoniac ;

e pH:10,5(0,1 N solution) ;

e Point d*éclair : 208°C ;

e Point de congélation : 21,6°C ;

e Point de fusion : 20-21°C [67]

2 METHODES UTILISEES

2.1 La préparation des hydrogels

2.1.1 Hydrogel a base de HEC

L’hydrogel a base de HEC a été préparé par agitation du HEC avec I’eau distillée
pendant une durée de 3 minutes. Ensuite, il a été homogénéisé par un ultra turrax 1KA t18

basic pendant 5 minutes.

L’insuline a été incorporée dans 1’hydrogel sous agitation modérée

2.1.2 Hydrogel a base de CMC

La CMC a été incorporée dans I’eau distillée déja chauffée a 30°C par une agitation

jusqu'a ce que la CMC soit complétement dissoute, aprés refroidissement une

homogénéisation a été faite pendant 3 minutes.

L’insuline a été incorporée dans 1’hydrogel de la méme fagon sous faible agitation.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Formule_brute
https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_organique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amine_tertiaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amine_tertiaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Triol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_faible
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote

29

2.1.3 Hydrogel a base de Carbopol

Pour préparer cet hydrogel a base du Carbopol, initialement, ce dernier a été agité avec
I’eau distillée, aprés le mélange obtenu a été neutralisé par la solution de NaOH (0.1N) et la

TEA sous homogénéisation.

L’insuline a été aussi incorporée dans 1’hydrogel sous agitation.

2.2 La caractérisation des hydrogels

Afin de mettre en évidence leurs propriétés organoleptiques, physico-chimiques et
Rhéologiques, une étude de caractérisation a été réalisée :

2.2.1 Evaluation des paramétres organoleptigues

Les hydrogels ont été inspectés d’un point de vue couleur, consistance, homogénéité et
présence ou absence d'agrégats. Il est a préciser que la couleur a été verifiee par examen
visuel sur fond blanc. De méme, 1’odeur a été contrdlée en sentant le produit. Enfin, la

consistance a été évaluée en appliquant le gel sur la peau.

2.2.2 Mesure du pH
Aprés le contrdle organoleptique, Il est important de controler le pH des hydrogels

prépares car cela peut affecter leur stabilite, leur efficacité et leur sécurité d'utilisation a I’aide
d’un pH-meétre en plongeant complétement I'électrode dans I’hydrogel. Le résultat est la

moyenne de trois lectures.

2.2.3 Détermination de la viscosité

Les mesures des viscosités des hydrogels prépareés ont été reéalisées moyennant un
Viscosimetre Brookfield. Une quantité¢ d’hydrogel a été mise en rotation a 2,5 tr/ min. La

lecture de la valeur est faite sur un cadran gradue.

2.3 Eude des paramétres physico chimiques :

2.3.1 Caractérisation par FTIR

La spectroscopie infrarouge est une technique d'analyse chimique qui utilise I'interaction
entre la matiere et la lumiére infrarouge, ce dernier fait partie du spectre électromagnétique

entre le Visible et les Micro-ondes, avec des longueurs d'onde allant de 780 nma 1 mm

2.3.2 Test d’étalement

Il est réalisé selon la méthode des plaques paralleles modifiées. Une quantité de 0.6ml

d’hydrogel est déposé a l'intérieur du cercle de 1cm de diamétre pré-marqué sur une plagque en
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verre placée au-dessus d’un papier millimétré sur lequel des cercles de 1 a 14 cm de diameétre
sont dessinés. Une seconde plaque en verre d’environ 132g de masse est déposée
parallelement sur la premiére plaque. Ensuite, des poids de 50 g, 100g, 150g, 200g et 3509
sont laissés reposer sur la plaque de verre supérieure pendant 30s. L'augmentation du diametre
due a I'étalement du gel est notée. Les résultats sont exprimés en termes de surface

d’étalement selon I’équation I'V.1.

S=d? *

L]

(IV.1)

Dans laquelle S est la surface d’étalement (cm?), et d est le diamétre moyen (cm) attient par

I’échantillon.

2.3.3 Test de gonflement

Les hydrogels préparés ont été séchés dans 1’étuve a des températures et des intervalles de
temps différents (I’hydrogel a base de CMC a été séché a 50°C pendant 24h, I’hydrogel a
base de HEC a éte séche a 100°C pendant 3h, celui a base de Carbopol a été séche a 140°C
pendant 1h).

Des tests de gonflement ont été effectues sur les hydrogels séches (films). Ces derniers sont
immergés dans de l'eau distillée a température ambiante, et, de cette maniere, les films sont
transformés de nouveau en hydrogels (ou film réhydratés) qui sont régulierement pesés au
cours du temps. Le taux de gonflement (TG) a été déterminé selon I'Equation V1.2 : [71]

mg—mg

TG = (IV.2)

Dans laquelle TG est le taux de gonflement (%), mo est la masse de I’hydrogel sec (g), et m¢

est la masse de I’hydrogel réhydraté (g).

2.4 Etude du comportement rhéologigue

Apres la formulation des gels, il est important d’étudier leurs comportements
rhéologiques. Cette derniére a été effectuée a I’aide d’un rhéométre compact modulaire
(physica Rheolab MCR302, de marque Anton Paar). Le systeme de mesure utilisé est un

systeme cbne plan.
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Les propriétés et les parametres rhéologiques dépendent de la contrainte et de la durée
de I’application de celle-ci. Le test a été effectué a 20°C aprés avoir laissé les gels reposer

pendant 24h au moins.

Deux tests ont éte realises, un test de viscoélasticité pour faire ressortir la région

linéaire et déterminer les composantes viscoélastiques, et un test d’écoulement.

> Le test de viscoélasticité a été réalisé en faisant varier la déformation y de 102 a 10"%

et en enregistrant les deux modules viscoélastiques, a savoir G’ et G’.

> Le test d’écoulement a été réalisé en variant la vitesse de cisaillement de 10° 4 10" s

! et en mesurant la viscosité apparente.

Figure 1V.9 : Rheométre MCR 302 utilisé Figure 1V.10 : Le systeme cone plan utilisé

pour nos analyses. pour nos analyses.

2.5 Etude de la diffusion in vitro

Le montage consiste en une cellule de diffusion (cellule de Frantz). Environ 1 ml
d’hydrogel a été¢ déposé de fagon réguliére a la surface de la membrane (en acétate de
cellulose). Le compartiment récepteur est rempli d’une solution tampon (pH=7,4). La cellule
est placée dans un bain-marie a 40°C, ce qui permet d’obtenir une température de 37°C au
niveau de la peau. Une partie du liquide récepteur (solution tampon de phosphate pH = 7,4) a
été prélevé a des intervalles de temps réguliers tsmin, tismin, taomin, tin, tish, ton, t2sn dans
lesquels la diffusion de I’insuline a été étudiée. Les analyses ont été réalisées avec un
spectrophotometre UV/Visible Hitachi U-5100 a une longueur d’onde de 271nm [68]. Le
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liquide prélevé est systématiquement remplacé par une quantité équivalente. La figure ci-
apres illustre le montage utilisé :

v

Compartiment donneur

v

Compartiment receveur

» Membrane en acétate de
cellulose

Figure 1VV.11 : Le montage utilisé pour I’étude in vitro.

Les parametres cinétiques de diffusion ont été déterminés ; il s’agit du coefficient de
diffusion (D), le coefficient de perméabilité (Kp) et le temps de latence (tr) a partir des

résultats expérimentaux obtenus.

e Le coefficient de diffusion (D)

Le coefficient de diffusion (D) exprime la mobilité d’un produit a travers la couche d’un
film. Il est calculé a partir de I’équation (Eq IV.3).
Q%m
4C3t

D= (IV.3)

Dans laquelle D est le coefficient de diffusion [cm2.min~1], Q est la quantité de médicament
libérée par unité de surface [mg.cm™2], C, est la concentration initiale du PA dans I’hydrogel
étudié [mg.cm™3], et t est le temps écoulé depuis le début de ’expérience de libération [min]

jusqu’a la fin.

e Le coefficient de perméabilité (Kp)

Le coefficient de perméabilité (Kp) exprime la vitesse de perméation. Il permet d’établir
le bilan d’une expérience d’absorption. Sa valeur est influencée par des paramétres de

formulation et des caractéristiques de la membrane :
K, = — (1V.4)

Dans laguelle Kp est le coefficient de perméabilité [cm.min™], Coest la concentration initiale

du PA dans la forme galénique étudiée [mg.cm-Z], Js est le flux a 1’équilibre [mg.cm2.min-1].

e Le flux a I’équilibre (Js)

Il est déterminé a partir de la pente de la partie linéaire de la droite de la cinétique

d’absorption (Q=f(t)). Il représente le flux a 1’équilibre. Typiquement, ce dernier est
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déterminé a partir des données des expériences ex-vivo dans lesquelles la concentration dans
le compartiment donneur est maintenue constante (conditions de la dose infinie) et le liquide
récepteur garantit des conditions ou la concentration de la substance est égale & zéro, ou tres
faible.

e Le temps de latence ou le temps de rétention du perméat (tr)

La partie linéaire de la droite de cinétique d’absorption peut étre extrapolée a 1’axe de
temps. Cela permet de déterminer le temps de rétention ou « lag-time », lequel selon la
deuxiéme loi de diffusion de Fick peut étre mathématiquement exprimé par la relation ci-
dessous :

hZ

t. =
r 6D

(IV.5)

La modélisation de la cinétique de diffusion transdermique a été réalisée pour trois modeles
différents: ordre zéro, ordre 1, Higuchi et Korsmeyer-peppas :

Tableau IV.1 : La modélisation de la cinétique de diffusion transdermique.

Modéles mathématiques Equation Graphique Référence

Ordre zéro & —g,.t (1v.e) | Q=) (Aucoin, 2013)
Qoo

Premier ordre L& = e-k1t (1y7) | LnQ=1(1) (Aucoin, 2013)
Qe

Higuchi g_t =K, t% (IV.8) Q=f(t") (Aucoin, 2013)

Korsmeyer peppas 9 _ g (IV.9) Log Q =f(logt) (Aucoin, 2013)
Qoo

Ou Qt/Qwx est la fraction de I’insuline libérée ; t est le temps ; Ko Ky Ky et K sont les

constantes cinétiques, n est ’exposant qui dépend du mécanisme de libération. [69], [70]

2.6 Controle de la stabilité microbiologique

Le but de cette étape du travail est de mettre en évidence I’influence des polyméres sur
I’amélioration et la préservation des propriétés microbiologiques des préparations
pharmaceutigues pateuses pour administration par voie cutanée.

Le schéma suivant illustre les étapes opératoires réalisees :
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Figure 1V.12 : Schéma du protocole suivi pour les tests de stabilité microbiologiques.

L’exploitation des résultats se fait de la maniére suivante :

e Absence de colonies ne signifie aucune contamination, donc produit conforme.

e Présence de colonie, produit non conforme s’il dépasse la norme.

Pour calculer le nombre de colonies a et le comparer avec la norme.

1
a—Bm—Bxlo

(IV.6)

Dans laguelle : a est le nombre des colonies trouvées dans la boite, d est le facteur de dilution

(dans notre cas 10).

Les normes :
e DGAT (UFC/g) : au maximum 2x10?2
e DMLT (UFC/g) : au maximum 2x10t

DGAT : Dénombrements de germes aérobies totaux

DMLT : Dénombrements de moisissures et levures total.

UFC : Unité formant une colonie.
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CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce chapitre seront présentés les principaux résultats auxquels cette présente étude a
abouti qui concernent 1’élaboration des hydrogels, leur caractérisations et la détermination des

différents parameétres de diffusion suivi de I’étude de stabilité microbiologique.

1 FORMULATION DES HYDROGELS
Une fois formulés dans des conditions préalablement établies, les hydrogels ont été

caracterisés par différentes méthodes afin de mettre en évidence leur conformité.

2 CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE

2.1 Parametres organoleptiques

La caractérisation physico-chimique a été initiée par la détermination des parametres
organoleptiques des gels formés par inspection de la forme, la couleur et d'odeur des
préparations apres un temps de 24h qui correspond au séchage complet du gel. Il a été
remarqué que :

v' Les formulations obtenues sont de couleur transparente pour les hydrogels qui
contiennent I’insuline lente, et une couleur légerement jaunatre pour les hydrogels qui
contiennent I’insuline rapide.

v L’odeur est caractéristique de I’insuline pour les trois préparations

v Les formulations présentent une consistance épaisse gélifiée, leurs textures difféerent
selon le type de polymeére. On remarque que la texture de I’hydrogel a base de
Carbopol est plus épaisse par rapport aux deux autres formulations, cela peut étre du
aux fortes caractéristiques de gélification du polymeére.

v Les différentes préparations ont présenté un aspect homogéne avec absence totale

d’agrégats ou de précipités comme illustré sur la figure ci-dessous :
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[

Hydrogel a base du HEC  Hydrogel a base du CMC Hydrogel a base du Carbopol
Figure V.1 : Aspect des trois hydrogels aprés 24h.

Les hydrogels ont été contrdlés aprés un mois de conservation dans le réfrigérateur, il a été
observe que :
v' Les trois formulations ont préservé leurs couleurs initiales.
v' La méme odeur caractéristique de I’insuline a été persistante.
v’ Les textures des hydrogels ont été aussi conservées comme illustré sur la figure ci-
dessous.
v' Absence d’agrégats, de précipités, aucune séparation n’a été remarquée, ’aspect est

resté toujours homogeéne pour les trois formulations.

Hydrogel a base du HEC Hydrogel a base du CMC Hydrogel a base du Carbopol

Figure V.2 : Aspect des trois hydrogels aprés un mois de stockage.

2.2 Mesure du pH
Les pH ont été déterminés, a température ambiante a I’aide d’un pH meétre spécial pour

gels. Les résultats obtenus au cours du mois de I’étude sont regroupés sur le tableau suivant :

Tableau V.1 : Les valeurs du pH pour les 3 hydrogels préparés.

L’hydrogel H: (Carbopol) | H2 (CMC) | Hs (HEC)
La valeur du pH (aprés 24h) | 5,47 7,13 6,13
Aprés 1 semaine 5,51 7,10 6,19
Apreés 4 semaines 5,6 7,10 6,2
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Les résultats obtenus des valeurs du pH pour les trois formulations varient entre 5.47
et 7,13, donc compatibles avec le pH de la peau (5 a 7), ce qui suggére qu’on on peut les
appliquer sans aucun risque d’irritation, et que la nature du polymeére n’influe en aucun cas le
pH des formulations.

Au cours des 4 semaines de stockage, aucune variation significative du pH n’a été

signalée. Les trois formulations, restent stables dans la durée étudiee.

2.3  Mesure de la viscosité

Les résultats de mesure des viscosités présentés sur le tableau suivant ont été déterminés a
faible cisaillement a partir de la courbe de rhéologie réalisée avec un rhéometre Brookfield,

préalablement cité.

Tableau V.2 : Viscosités des hydrogels a température ambiante.

Formulations CMC HEC Carbopol
Placébo 740 Pa.s 2,31 Pas 37700 Pa.s
Avec insuline 45 1Pa.s 19,3 Pass 239 Pa.s

A la lumiére de ce tableau, il apparait clairement que I’incorporation de I’insuline au sein
du gel lui confere une fluidité tres importante, c’est ainsi que pour 1’hydrogel a base de
Carbopol, la viscosité a chuté de 37700 a 239 Pa.s. Ce comportement pourrait étre intéressant

pour certaines applications médicales.

2.4 Caractérisation par spectroscopie FTIR

Les figures ci-dessous illustrent les spectres infrarouges enregistrés pour les trois
hydrogels avant et aprés incorporation de I’insuline avec identification des groupements

caractéristiques des différents groupements de composés existants.
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Figure V.3: Résultats de I’analyse de I’infrarouge.

L’examen des spectres insuline mélangé avec 1’hydrogel a base de Carbopol révéele
une bande large entre 3200-3600 cm™ qui correspond a la présence des groupements amines
présents dans ’insuline aussi qu’aux groupements O-H, un pic centré situé a 1635 cm™ ayant
une intensité d’absorbance plus forte est attribué aux vibrations d’étirement C=0O des

carbonyles.

L’analyse du spectre FTIR de I’hydrogel a base de CMC incorporé d’insuline a
également montré une large bande d’absorption entre 3100-3700 cm™ qui prouve la présence
des groupements N-H (amine) également au groupe OH. Des pics observés entre 1600 et 1400

cm-1 indiquent la présence d’un substituant carboxyméthyle dans le polymere

Le spectre FTIR de d’hydrogel a base de HEC présente une large bande entre 3100 et
3600 cm?, qui englobe les liaisons O-H et liaisons N-H. Une bonde d’intensité moyenne a

2925 cm* a été observé, correspondant & I’étirement des liaisons C-H. De plus, plusieurs pics
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dans la région de I’empreinte digitale (entre 1300 et 1000 cm™) indiquent la présence de
liaisons C-H et C-O.

L’analyse purement qualitative réalisée par FTIR a confirmé la présence de la molécule

d’insuline dans les trois formulations.

2.5 Tests d’étalement des hydrogels sur la peau

La figure V.4 ci-dessous présente 1’étalement des hydrogels préparés. Les surfaces

d’étalement sont présentées sous forme d’histogrammes sur la figure V.5.

Hydrogel a base du HEC Hydrogel a base de CMC Hydrogel a base de Carbopol

Figure V.4 : Les tests d’étalements pour les trois hydrogels.

NE 80 - 1
8 —
- 60 .
G B HEC
5
s 40 A ® Carbopol
s
o 20 cMC
&
:‘,5_, 0 -

1 2 3 4 5 6

Poids (g)

Figure V.5 : Histogrammes représentant les surfaces d’étalements des hydrogels préparés.

On remarque que plus que le poids dépose sur la plaque supérieure augmente, le diametre

augmente, ce qui justifie que la surface d’étalement est proportionnelle au poids.

e L’hydrogel & base de Carbopol présente la plus grande surface d’étalement (S moy =
56,16 cm?).
e L’hydrogel a base du CMC présente une surface d’étalement moyenne légérement

plus petite que I’hydrogel a base de Carbopol (S moy = 42,88 cm?),
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e L’hydrogel a base de HEC présente la plus petite surface d’étalement (S moy = 33,08

cm?).

On peut partiellement conclure qu’il existe une relation inversement proportionnelle
entre le poids moléculaire des polymeres et la surface d’étalement, plus la masse du polymere
est grande, moins il s’étale, ce qui semble raisonnable compte tenu de la structure

macromoléculaire.

2.6 Tests de gonflement

Les résultats des tests de gonflement des trois préparations sont présentés sur la figure V.6

g 80 - B HEC
£ e m CMC
e
= Carbopol
c 40 -
D
3
2" I—— —‘ J
=
S 0 ’\1 T T T 7

1 2 3 4 5

Temps (h)

Figure V.6 : Histogrammes représentant le taux de gonflement des hydrogels préparés.

On remarque qu’il existe aussi une relation inversement proportionnelle entre le poids
moléculaire et le taux de gonflement. La structure moléculaire et 1’enchevétrement a

I’intérieur des polymeres est a I’origine de ce comportement.

La nature chimique du polymere semble présenter aussi un effet sur son gonflement,
pour le Carbopol (polymere synthétique), le taux de gonflement est tres supérieur a celui
obtenu avec les dérivés cellulosiques CMC et HEC (polymeéres semi synthétiques). Les
liaisons chimiques a l’intérieur du réseau sont responsables de ce comportement comme

illustré sur la figure ci-dessous :
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Fonctionnalisé Réticulé Réseau dense
Figure V.7 : Représentation schématique des réseaux polymériques.

Les interstices présents entre les molécules a I’intérieur du réseau sont des reservoirs pour

I’eau qui leur confére des propriétés de gonflement.

3 ETUDE DU COMPORTEMENT RHEOLOGIQUE

3.1 Résultats du test de viscoélasticité

Les résultats de ce test montrent bien le comportement viscoélastique de tous les

hydrogels préparés, et cela par la présence des deux modules viscoélastiques G’ et G”’.

G’, module de stockage, exprime la partie élastique (solide) du fluide et G> module

de perte traduit la partie visqueuse (liquide).

3.1.1 Pour les Hydrogels placébos

La figure suivante (V.8) présente les propriétés viscoélastiques des hydrogels

placebos, en étudiant les variations de G’ et G* en fonction de la déformation.

10000
1000 O
08888@666AAAA
—~ 100 OQQQSQAA W G" HEC
S A A S Aay,
= ddddddbdmmmmmmnyg L) OoHC
S “0o0o00000DO0C00C0DC00D0DOCDME g  Ac crbopl
o 1 A G" carbopol
o1 OG'CMC
0G" CMC
0.01
0.1 1 10 100 1000
Déformation (%)

Figure V.8 : Variation de module de stockage (G’) et le module de perte (G’”) en fonction du

taux de cisaillement des trois hydrogels placébos.
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Dans le domaine linéaire, G’ est supérieur a G’* pour le Carbopol et pour la CMC et
le HEC, le contraire a été observé c’est-a-dire G>’> G’.

Les valeurs de G’ dans le domaine linéaire de Carbopol et CMC sont supérieures a
celles de HEC, ce qui prouve que I’hydrogel a base du Carbopol est le plus rigide.

Le comportement s’inverse (G”* devient supérieur a G”) au-dela de yc (déformation
limite) ou la valeur de yc du Carbopol est plus importante a celles de CMC et HEC.

L’hydrogel a base de CMC malgré sa rigidité, devient rapidement visqueux en perdant

sa propriété initiale.

3.1.2 Hydrogels avec principe actif

La figure suivante (V.9) présente les propriétés viscoélastiques des hydrogels avec

I’insuline, en étudiant la variation G’ et G’* en fonction de la déformation.

1000 W
100 ® 0000000000 00 00 s 5 i 0G'CMC
f 20NN QQ RN BN U B§Q " . ; S oG CMC
@104 o ooooooO0O0OO0O0O0O0aoqg . n
o O @ = G" HEC
:-/ O O
° o= 0 G' HEC
5 1 -
o G' Carbopol
> G" Carbopol
0.01 ‘ | | |
0.1 1 10 100 1000
Déformation (%)

Figure V.9 : Variation de module de stockage ( G’) et le module de perte (G”’) en fonction du

taux de cisaillement des trois hydrogels avec I’insuline.

Aprés I’ajout de I’insuline, la CMC se transforme en liquide dans le domaine

linéaire contrairement au Carbopol et HEC gardant leurs comportements.

Cependant la valeur de yc du Carbopol a diminué, donc on peut conclure que

I’insuline manifeste un effet trés important sur la viscoélasticité du Carbopol.
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Figure V.10 : Variations de module de stockage (G’) et le module de perte (G’’) en fonction

du taux de cisaillement des trois hydrogels a base de Carbopol.

3.2 Les courbes d’écoulement

Les courbes d’écoulement suivantes ont été obtenues a partir des valeurs de viscosités
apparentes mesurées en fonction de la variation de la vitesse de cisaillement. Les figures ci-

dessous en illustrent :

3.2.1 Hydrogels placébos

La figure V.9 présente la courbe d’écoulement des hydrogels placébos en étudiant la

variation de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement.
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Figure V.11 : Courbes d’écoulement des hydrogels placébos.

On remarque que les courbes d’écoulement des trois préparations sont différentes :
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Le Carbopol présente un comportement rhéofluidifiant contrairement a la HEC qui a

pratiquement un comportement Newtonien devenant faiblement rhéofluidifiant par la suite

Pour la CMC, elle présente un plateau Newtonien de cisaillement de 103 &4 102 s et

ce comportement devenant rhéofluidifiant au-dela de ce cisaillement.

3.2.2 Hydrogels avec principe actif (1’insuline)

La figure V.10 présente I’effet de I’incorporation de I’insuline sur le comportement
des hydrogels préparés en étudiant la variation de la viscosité en fonction de la vitesse de

cisaillement (courbe d’écoulement).
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Figure V.12 : Courbes d’écoulement des hydrogels avec principe actif.

Par la comparaison des courbes d’écoulement des hydrogels placébos et avec le
principe actif (I’insuline), on peut dire que I’ajout de I’insuline a modifié¢ le comportement

rhéologique des trois hydrogels.

On remarque que la CMC et la HEC présentent un comportement rhéofluidifiant pour

un intervalle de 102 & 10° s du taux de cisaillement.

Le Carbopol présente une petite région Newtonienne allant de 102 & 102 st de

cisaillement, au-dela de cette valeur leur comportement devient rhéofluidifiant.

Ainsi, la viscosité apparente de 1’hydrogel a matrice Carbopol reste la plus importante,
celle de HEC la plus faible.
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On peut conclure que I’hydrogel a matrice Carbopol présente le meilleur

comportement rhéologique par rapport a ceux de la CMC et HEC, car il préserve sa viscosité

au repos (le plateau Newtonien) et elle diminue par I'augmentation de la vitesse de

cisaillement.

4 ETUDE IN VITRO DE LA DIFFUSION TRANSDERMIQUE

4.1 Résultats d’ajustement de la courbe d’étalonnage de I’insuline

L’¢établissement de la courbe d’étalonnage de I’insuline est treés indispensable, elle nous

permet de réaliser les différents calculs afin de déterminer les paramétres de diffusion.

Tableau V.3 : Les résultats de I’ajustement de courbe d’étalonnage.

phosphate (pH = 7,4)

Milieu de dissolution Longueur Equation de la droite | Coefficients de
d’onde optimale | d’étalonnage corrélation
(nm)

Solution tampon 271 [74] Y=0,2235x-0, 0729 | R?>=0,9835

4.2 Etude de la Libération du principe actif

Cette étude a éte realisée en vue de déterminer les taux de libération et les parameétres de

diffusion pour les trois formulations avec les différents polymeéres. Les résultats sont

regroupeés sur les tableaux ci-dessous :

4.2.1 Libérations d’insuline rapide

Tableau V.4 : Les résultats de la diffusion de L’insuline rapide a base de trois polyméres.

Abs Quantité du I’insuline libérée Concentration / unité de
(mg) surface (mg/cm?)
Temps
(h) HEC | CMC | CARBOPOL HEC CMC | CARBOPOL | HEC | CMC | CARBOPOL
0,083 | 0,114 | 0,198 0,119 4,516 7,844 4,397 0,942 | 0,488 1,972
0,25 | 0,115 0,187 0,224 5,459 8,977 9,754 3,347 | 4,443 6,269
0,5 |0,215|0,216 0,249 9,429 | 10,039 11,640 7,501 | 8,866 11,397
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1 0,241 | 0,221 0,143 11,251 | 10,467 7,638 12,458 | 13,477 14,762
15 10,264 0,231 0,132 12,369 | 10,903 6,329 17,907 | 18,280 17,565
2 0,27 | 0,283 0,135 12,789 | 13,042 6,394 23,541 | 24,026 20,382
2,5 10,294 | 0,296 0,107 13,787 | 13,969 5,309 29,615 | 30,180 22,721

La représentation graphique de ces résultats est donnée sur la figure ci-dessous
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Figure V.13 : Les résultats de la diffusion de L’insuline rapide a travers les trois polyméres.

Les trois profils de diffusion ont présenté une libération rapide pour les premieres

30min, comme la montre la figure ci-dessus avec une valeur de 11,397 mg/cm? pour le

Carbopol, 7,502 mg/cm? pour la HEC et 8,866 mg/cm? pour la CMC.

La diffusion de I’insuline rapide a travers la HEC et CMC suit un profil plus ou moins

linaire durant les deux heures qui suivent en atteignant une valeur de 29,61 mg/cm? et 30,18

mg/cm? respectivement.

En ce qui concerne le Carbopol, la diffusion s’est ralentie et stabilisée durant les deux

heures restants en continuant a libérer I’insuline d’une fagon linéaire de fagon lente et

contrdlée atteignant une valeur de 22,72 mg/cm?.

4.2.2 Libérations d’insuline lente
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Tableau V.5 : Les résultats de la diffusion de L’insuline lente a base de trois polymeéres.

Abs Quantité du I’insuline libérée Concentration / unité de
(mg) surface (mg/cm?)
Temps
) HEC | CMC | CARBOPOL HEC CMC | CARBOPOL | HEC | CMC | CARBOPOL
0,083 | 0,054 | 0,028 0.113 2,139 1,109 4,477 0,488 | 0,488 | 0,488
0,25 | 0,18 | 0,078 0.163 7,559 3,312 7,353 3,818 | 1,947 3,728
0,5 (0,182 | 0,106 0.2 8,637 4,817 9,215 7,623 | 4,070 7,787
1 0,186 | 0,112 0.202 8,811 5,277 9,587 11,505 | 6,394 12,011
15 0,187 | 0,123 0.233 8,882 5,760 10,832 | 15,418 | 8,932 16,783
2 0,192 | 0,167 0.127 9,088 7,591 6,877 19,422 | 12,27 19,813
2,5 10,243 0,169 0.163 11,148 | 8,019 7,464 24,333 | 15,809 | 23,101

La représentation schématique de ces résultats est représentée ci-dessous :
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Figure V.14 : Les résultats de la diffusion de L’insuline lente a travers les trois polymeéres.

Les deux profils de HEC et Carbopol ont présenté une libération rapide et

identique pour la premiere durée de libération (1,5 h) comme la montre la figure ci-dessus

avec des valeurs de 15,41mg/cm? et 16,78mg/cm? respectivement.
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Par la suite la diffusion pour le Carbopol s’est ralentie et stabilisée durant I’heure

suivante en atteignant la valeur de 23,101 mg/cm?.

Quant a le HEC, sa diffusion devient un peu plus rapide jusqu’a ce qu’elle atteint

une valeur de 24,33 mg/cm?.

En ce qui concerne le profil de la CMC, on remarque qu’elle présente une
libération lente et progressive pendant toute la durée de libération comme 1’indique la figure

ci-dessus avec d’une valeur de 0,488 mg/cm? et atteignant 15,80 mg/cm?.

4.3 Détermination des paramétres cinétiques

Les parametres cinétiques régissant le processus de diffusion sont regroupés sur le tableau ci-

dessous:
Tableau V.6 : Les Parameétres cinétiques de la diffusion des hydrogels prépares.

Formulation HEC CcMC Carbopol

Type d’insuline | InsR Ins L InsR |InsL InsR Ins L
Jss (mg/cm.h) 11,884 | 9,9469 | 10,279 | 6,2477 12,272 9,967
Kp (cm/h) 4,753 3,979 | 4,0116 | 2,499 4,9088 3,9868
D (cm/h) 44,06 24,75 | 26,76 | 12,55 45,93 29,81
Tr (h) 0,83 1,34 1,80 2,94 0,43 1,28

n 0,98 0,67 0,97 0,71 0,95 0,82

La quantité d’insuline qui traverse la membrane est importante pour obtenir I’effet
thérapeutique désiré. Cela est lié a la valeur du coefficient de perméabilité. Le flux maximal
sera alors fonction du coefficient de permeabilité et de la solubilité du PA. La diffusion de la
molécule dans la membrane peut étre modifiée par ’existence de différents polymeres dans la

formulation.

Jss représente le flux d’insuline stabilisée dans le systéme, tandis que le Kp indique la
facilité¢ avec laquelle I’insuline se déplace a travers hydrogel, en ce qui concerne le D qui
mesure la vitesse avec laquelle I’insuline se déplace a travers I’hydrogel proportionnelle au tr
qui est le temps nécessaire pour que ’insuline soit libérée de 1’hydrogel et absorbée par le

corps.
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Par comparaison entre les différents polymeres, le Carbopol semble étre le plus
adapté pour une libération rapide dans les deux types d’insuline (les paramétres Jss, Kp et D

sont les plus élevés et tr le plus court).

Les valeurs de n pour les deux formulations ont été calculées a partir du graphe

double logarithmique de I'équation (1V.9) et sont notés dans le tableau V.6.

Toutes les valeurs sont supérieures a 0,5, ce qui suggére un mécanisme de libération
non Fickien ou de type érosion, ceci est confirmé par le fait que d’autres phénomenes a part la
diffusion contrélent la libération du PA. Ces résultats sont semblables aux résultats trouvés
par Giri et al. 2011.

4.4 Modélisation mathématique

Les résultats de la modélisation mathématique sont représentes sur le tableau ci-dessous :

Tableau V.7 : Modélisation mathématique de la diffusion pour les trois hydrogels.

Modzle et Formulations
sarametres HEC CMC Carbopol
INSR INS L INSR INS L INSR INS L
Ordre zéro
R? 0,997 0,985 0,989 0,994 0,918 0,972
K 11,564 9,2353 11,54 6,048 7,859 9,053
Ordre 1
R? 0,796 0,673 0,671 0,788 0,684 0,661
K -0,658 -0,6472 -0,590 -0,671 -1,084 -0,650
Higuchi
R? 0,975 0,9883 0,981 0,964 0,985 0,998
K 21,801 17,631 21,921 11,352 15,519 17,483
Korsmeyer-
peppas
R? 0,993 0,945 0,941 0,988 0,956 0,944
K 1,094 1,036 1,110 0,816 1,141 1,042

La modélisation de la cinétique de diffusion transdermique a été réalisée pour les

quatre modeles différents : ordre 0, ordre 1, Higuchi et Korsmeyer peppas.
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L’ajustement des profils de diffusion aux modeles cités montre que :

La libération de I’insuline rapide & travers I’hydrogel contenant la HEC, suit le
modele d'ordre 0 et de Korsmeyer-Peppas dont R2=0,997 et 0,993 respectivement. Pour la
CMC, le modéle cinétique le plus significatif est celui d’ordre 0 avec R2=0,989. En ce qui

concerne le Carbopol le plus adéquats est le modéle de Higuchi avec R2=0,985.

Tandis que la diffusion de I’insuline lente & matrice HEC, suit le modéle d’ordre O et
Higuchi dont 0,985 et 0,988 respectivement. Quant a la CMC, celui de Korsmeyer-peppas
avec R2=0,988. Pour le Carbopol, le modéle le plus significatif est de Higuchi avec R2=0,998.

A la lumiere de ces résultats, on confirme clairement que la nature du polymere est un
paramétre clé qui régit la diffusion du principe actif a travers les chaines macromoléculaires.
Une corrélation de proportionnalité entre les comportements rhéologiques et les parametres

mathématiques

Aussi la nature du principe actif manifeste un effet significatif dans le processus de
libération, ceci a été justifié par les différences observées pour les deux types d’insuline

rapide et lente.

5 CONTROLE DE LA STABILITE MICROBIOLOGIQUE

Pour confirmer la stabilité microbiologique des hydrogels étudiés, des tests ont été
réalisés dans le but de dénombrer des microorganismes (germes aérobies, les levures et les
moisissures).
La lecture des résultats a éte effectués pas comptage des colonies et comparaison par rapport
aux normes. Le Tableau V.8 illustre les résultats obtenus.

Tableau V.8 : Résultats des tests microbiologiques.

Présence des

microorganismes CMCR | CMCL | HECR | HECL | CarbopolR | Carbopol L | Normes
(UFC.g%)

DGTA 340 150 140 680 110 320 > 200
DMLT 30 0 0 0 0 150 > 20
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Les résultats du dénombrement des moisissures et levures (Figure V.15) indiquent que
les hydrogels ont présenté des résultats inacceptables non conformes a la pharmacopée

Européenne [72].

;“:n;.&‘..n_...
Figure V.15 : Résultats des tests de stabilité microbiologiques dans le milieu Sabouraud aprés 5;j.
Les résultats du dénombrement des germes aérobies totaux (DGTA) dans les hydrogels

montrent que la charge microbiologique des échantillons (Figure V.15) est supérieure a la

limite maximale (> 100 UFC/g), selon les normes de la pharmacopée européenne [72].
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Figure V.16 : Résultats des tests de stabilité microbiologiques dans PCA apres 3;.

La qualité microbiologique des hydrogels préparés n’était pas satisfaisante. Des
contaminations ont été décelées aprés 5 jours. L’incorporation d’un agent conservateur
s’avere indispensable. Ceci semble logique du fait de la structure cellulosique des polymeéres
utilisés et qui sont le siége de microorganismes par rapport aux résultats trouvés avec le

Carbopol.
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La prise en charge du pied diabétique est un probleme de santé publique dans le
monde entier et entre autres 1’Algérie. Entre 5 et 10% des diabétiques souffrent de Iésions au
niveau pieds, 50% des malades souffrant de ['ulcére du pied diabétique subissent des

amputations dans les cing années qui suivent son diagnostic [73].

Dans ce contexte, atténuer et traiter 1'ulcére des pieds diabétiques est devenu une
préoccupation majeure pour les chercheurs afin de mettre au point des moyens de lutte

efficaces et rapides et c’était ’objectif principal de notre travail.

Notre modeste contribution consiste en 1’¢laboration des hydrogels incorporés d’insuline en
utilisant les polymeres de différentes natures ; le Carbopol purement synthétique et des

polymeéres semi synthétiques : les dérivés cellulosiques CMC et HEC.
Les principaux resultats obtenus soulévent les points suivants :

Les trois hydrogels ont présenté des aspects transparents, d’une consistance épaisse et gélifi¢e

avec une odeur caractéristique de I’insuline.

L’analyse spectroscopique par infrarouge a mis en ¢évidence la présence des
groupements aminés d’insuline et d’autres groupements caractéristiques des polymeres
utilises

Les trois formulations ont montré une bonne capacité a s’étaler sur la peau, 1’hydrogel de

Carbopol s’avere étre le meilleur sur ce point compte tenu de sa composition.

L’¢tude rhéologique des hydrogels a montré que le Carbopol présente un meilleur
comportement rhéologique (rhéofluidifiant) comparativement aux deux autres avec une

meilleure rigidité

L’¢étude de la diffusion in vitro a prouvé que le polymere le plus adapté pour une
libération rapide pour les deux types d’insuline (rapide, lente) est le Carbopol, le modele
mathématique le plus adéquat est le modéle d’Higuchi avec R? = 0,998. Les autres polyméres

ont donné aussi des résultats acceptables

Les tests microbiologiques ont démontré avec certitude que les hydrogels préparés
nécessitent un agent antimicrobien comme conservateur. La structure chimique des polymeres

peut étre a I’origine de ce comportement.
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Enfin, le theme de recherches abordé est trés complexe, nous avons essayé de comprendre ce
qui se passe lors du processus de diffusion afin d’expliquer les mécanismes mis en jeu,

trouver des corrélations entre les différents comportements des matieres premiéres utilisées.

Compte tenu du nombre trés limité de travaux réalisés dans ce domaine. Nos résultats sont
trés prometteurs et ouvrent des perspectives pour creuser plus dans cet axe fort passionnant. Il

serait intéressant dans 1’avenir de :

» Utiliser d’autres polymeéres compatibles avec I’insuline et disponibles sur le
marché en assurant le rapport qualité / prix et plus intéressant encore utiliser de
I’insuline a 1’état solide.

> Approfondir la recherche sur la méthode de préparation moyennant la
planification

» Réaliser une étude in vitro pour confirmer I’effet thérapeutique des hydrogels
prépares.

» Une conception de ces hydrogels sous forme des patchs pour faciliter leurs

utilisations chez les patients tels les personnes agées, les mono bras etc

Ce n’est qu’une petite goutte dans un océan dans ce domaine de recherche ou les
chercheurs pluridisciplinaires pourraient contribuer efficacement, entre autres le recours a
I’intelligence artificielle dans la modélisation mathématique et la compréhension des

mécanismes.
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