UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

. NOUVEAUX DERIVES AMPHOLYTIQUES ET COMPLEXES
POLYELECTROLYTIQUES A BASE D’AMIDON COMME MATRICES POUR
LA LIBERATION CONTROLEE DES MEDICAMENTS

MEMOIRE
PRESENTE
COMME EXIGENCE PARTIELLE
DE LA MAITRISE EN BIOCHIMIE

PAR
NASSIM BENYERBAH

MAI 2019



UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL
Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé
le formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
. supérieurs (SDU-522 — Rév.10-2015). Cette autorisation stipule que «conformément &

" - larticle 11 du Réglement no 8 des études de cycles supérieurs, [lauteur] concede a

FUniversité du Québec & Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de
publication de la totalité ou d'une partie importante de [son] travail de recherche pour
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, [lauteur] autorise
I'Université du Québec a Montréal a reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des
copies de [son] travail de recherche a des fins non commerciales sur quelque support
- que ce soit, y compris I'internet. Cette licence et cette autorisation n’entrainent pas une
renonciation de [la] part [de I'auteur] & [ses] droits moraux ni a [ses] droits de propriété
intellectuelle. Sauf entente contraire, [Fauteur] conserve la liberté de diffuser et de
commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire.»



REMERCIEMENTS

J’aimerais tout d’abord remercier mon directeur de maitrise le Professeur Mircea
Alexandru Mateescu pour la confiance qu’il m’a accordée en m’accueillant au sein de
son groupe, ainsi que pour ses conseils précieux, son excellent encadrement, son aide,

son dévouement et sa patience.

Je tiens a remercier trés chaleureusement mon superviseur Dr Pompillia Ispas-Szabo
pour les efforts fournis tout au long de ma maitrise. En plus de ses grandes compétences
scientifiques, je voudrais lui exprimer ma profonde gratitude pour sa disponibilité et sa

gentillesse & mon égard.

Je tiens a témoigner toute ma reconnaissance a Sakeer Khaleel d’avoir facilité mon
intégration dans le monde de la recherche. Aussi, pour ses conseils et pour I’aide qu’il

m’a apporté dans la réalisation de ce travail.

Dans le cadre des collaborations, j’ai particulierement apprécié de travailler avec le
Professeur Daniel Chapdelaine, qui a participé & 1’avancement du projet. Je voudrais

I’en remercier.

Je voudrais aussi remercier toute 1’équipe de recherche de notre laboratoire, Mireille,
Mariela, Mirna, Armelle, Elena, Ladan, Lindsay ainsi que Dr. Canh, Victorien, Maziar,

Giuliano pour leur support, et un grand merci & Marc-André pour son aide précieuse.

Je ne saurais remercier assez mes trés chers parents dont j’en suis profondément
redevable. Depuis toujours, ils ont su me donner toutes les chances pour réussir, je les
remercie pour leurs conseils qui m’ont guidé et qui ont illuminé mon chemin, pour leur
support qui m’a donné envie de me surpasser jour apres jour. Je tiens & vous exprimer,
maman et papa, mes plus profonds remerciements et & vous témoigner ma plus

affectueuse gratitude.



iii
Je voudrais remercier profondément ma fiancée Thiziri, qui a participé a la révision de
ce mémoire, pour son soutien inconditionnel, pour sa patience, ses encouragements, et
sa présence, particuli¢crement dans les moments difficiles. Je tiens aussi a remercier
chaleureusement mes sceurs : Chourouk, Manel, Nabila et Hanaa, mes beaux-fréres :
Hamdane et Ayoub, mes ni€ces, ainsi que toute ma famille et ma belle-famille pour

leur soutien constant et inestimable, et pour leurs encouragements tout au long de mon

projet.



DEDICACE

A mes chers parents,
A mes sceurs, ma fiancée, mes beaux-fréres et mes niéces,
A ma famille et ma belle-famille,

A la mémoire de ma grand-mére « M’ani »,
- Que dieu t'accueille en son vaste paradis-



TABLE DES MATIERES

LS T P R TR TR et R A A s i S AL LTS viii
I E31 A 0 1 U5 oo e L X
LISTE DES ABREVIATIONS.......coveieieieemeiesssessesasssessssesssassssssssssssssssssssssssssssasens xi
RESUME . .. ..ottt e e e a s Xii
AR e e i s S B e F e LS A TR T xiii

CHAPITRE I Les systémes a libération contrélée des principes actifs sous formes
solides pour administration orale........c.c.cceoeeeeeriiinneeennnieenenreseesernns 1

1.1 GEnéralités et dEIINIIONS ..ceceetveeeerereeeeeeeeeeeeeneresareesteeseeeeeseseesessssssssneseessossesssnne 1

1.2 Les systémes a libération controlée des médicaments administrés par voie

4] ;1 [ PP 3
1.2.1  Systéme & dissolution CONtIOIEE..........eecvrreerriirrerrerrrererrireereesereseesaeseens 4
1.2.2 Systdme & diffusion ContIBIEE ......c.cccmvemssssisspisssosstassisssosivonssasstrostasrssseses 5
1.2.3  Systéme de libération contrdlée par diffusion et dissolution..................... 8
1.2.4 Systémes de pompes OSMOLIGUES ....cccveereeerreerrereeerreesresserraessasssessaessasssenss 8

1.3 Défis, avantages et inconvénients des systémes a libération contrdlée par voie



1.4.1 Les polymeres utilisés pour I’enrobage............ccceeeereerceererseesessnsveesuenaens 12
1.42 Polymeéres utilisés comme matrice : Exemple du HPMC........................ 13
CHAPITRE II Amidon et dérivés dans la formulation pharmaceutique .................. 15
2.1 Amidon : Origine, structures, propriétés et caractérisation ............c.ccesuerverueruens 15
2.2  Modification de I’amidon .........ccceverierieneeninieneeieceneesiesseete et seeseeseesnans 22
22 TTEIRINISENION cooensyemsoass ot sissiimesnvitbss 43 s5ossmat sk bunassmes s primbpmmbh i 5anbEbs Sorsmmins 22
222 GELMICAtION. .....cueeeneireierinicterte sttt sttt s snesn e renaens 23
DS ORI AR (st ettt e el v BN RS e et b gmebiom e S ks 23
DA FOHCHOTRIERIRN L oossiossssssinsiss asminriasissas sosssinsessaiis simsasssaniishhassss s s satons 26
2.3 Carboxyméthylamidon : synthése, caractérisation et applications.................... T
2.3.1 Synthése et caractérisation du CMA .........cccooeviiiinncrenenineenceeecnnenne 28
2.3.2 Applications pharmaceutiques du CMA .........ccccoovvervirueneriensnscnseenennn 280
2.3.3 Les nouvelles modifications du CMA .........ccccocervumneinicnenerennenncrscenennns 31
24  Amidon amphOLYtIQUE .......ccourereeeeirrienieseerieieseseeseenessresseesesssesssssesessessesseens 34
CHAFITRE IIF: Preoeritation O TOIIOR, oiimeaiisshssiisiish opsinibs i Sxss susdiinsississsbbaisisns 35
3.1 Concepts dU PIOJEL .....ccoverueeuirreruecerriesierirsereiesressneesessesnesesecessessessessessessassesses 35
3.2 ODbJectifs AU PrOJEt ...ceecvereeeirieiieeiiireeereeiene sttt et seest et sressesaessesseenes 36
Bt R DT NG e rioprioon eeso e tnsed o b MG TSR K6 b 4Bl SO 36
B VIR EDIORIE. ) o vers bssmniomonsitinabininmmssdnsssssintsstpisnsrss il bashicss st 2553 SHSAEE) 255 AU 37

CHAPITRE IV composés d’amidon polyelectrolytique utilisés comme matrices
pour la liberation controléé des medicaments ...........cocceeveecrnennnenneen 41

41 Introduclon: 2 s s e i e e e e s e e e e e e e 44

L 1V .Y 1 12 e L T e [ s 46



TE - S RTINS s qu ey oo eperta o e 456 64 64 PIORI NS P KT P O3 £ 064 SIS 1094 R U IO BE G 25 IR RD 47
B BBETINS uissirenmicimeismstnstissmmisssn aswesivis bies SotiamssniisEa ok s AREA S St Sem KB AL o m e 54
G5 | INIECRERITINT <o rinsarseio ersibis i e shrmen b b I RS ms b B Wi bt 54 65
46 COTCIINION i rmsmiiis a et ks e P iy s s 69
CHAPITRE V DISCUSSION ET CONCLUSION .....oovciiriinieieneeierenresieseesnssnenns 71
DL DIECIBEION o i cidrmmismbimesss Sssiararibass ivs oo aiivssbry e T Travesiis b iop 58355 s pmcserateph st 71
S L O S L IR ¢ o i o TR ONS B o s et o SRy e § P it e 75
R T ek Phesmirertabre e L0 T IV R V) AN ea v9E eI o> S PO FTRal i 76
ANNEXE A Presentations orales durant le projet de maitrise ..........ccoceeveeieueneenennes 77
ANNEXE B Presentations par affiche durant le projet de maitrise.........c.ccceeerueeuene 78

ANNEXE C Participation a la publication d’un article scientifique comme co-
auteur durant le projet de
BRI s e i S T AR 55 DO 95 P e L A S DG ESH D A AN S 5504 80

BIBLIOGRAPHIE .. viisiniinnisn i sinnniiibinim ittt 95



Figure

/1)

1.2
1.3
14
1.5
1.6
1.7
|

2.2

23
24

25
2.6

2.7

2.8

LISTE DES FIGURES

Page
Diagramme récapitulatif des différents systémes a libération controlée
1DOSIMSEHISEIINMIA | o sumieos Tun e aEesa S e SN o S E R i e e DA RTF 3
Systéme de classification des biopharmaceutiques (SCB) ........ccccovvvenennen.. 4
Schéma du systéme a dissolution controlée ...........cocevviveeiieieineiienennennn 5
Systémes a diffusion contrdlée, type réServoir .......c.ceeuveeveneeieenenenennnnnnn 6
Systéme de libération contrdlée par diffusion et dissolution ....................... 8

Diagramme récapitulatif des différents systémes de type pompesosmotiques..9
Structure chimique de I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) ............... 13
Représentation schématique de la structure linéaire d’amylose

et la structure ramifiée d’amylopectine...........cocevviiiriiiiiiieiiieneinennn. 16
L’organisation en lamelles et I’alternance des zones cristallines

et amorphes dans un grain d’amidon ...........ccoeeiiiiiiiiiiiiiii i 18
Diagramme de diffraction des rayons X sur les types V, B et A d’amidon.....20

Images par microscope électronique a balayage (MEB) et

grains d’amidon de différentes sources végétales...........c.coevvvviiniineiini. 21
Exemples d’agents de réticulation d’amidon ...........ccoeeveiniiniiiiiniienann. 27
Structure chimique du carboxymethylamidon (CMA).......c.cccvvevviinennen.. 27

Images RMN de comprimés placebo CMA, chitosane-400, chitosane-700,
50% CMS :50% chitosane et PEC a differents moments.......................... 3
Schéma hypothétique du complexe CMS/Lecithine ..............ccceeeeninene.n. 33



3.1
3.2
4.1

42

43

4.4

4.5

4.6

4.7

Les étapes de synthése d’un dérivé d’amidon : Exemple de TMACMA....... 37

Présentation schématique des différentes étapes du projet ..............oeunene 39
FTIR spectra of native starch (black), TMAS (pink), CMS (green)
S0 TRMALNES JREE s suretdin=s tRbads s Sranassducid Ines s o vbn s b4 1 0 8UBNE oapsmrlos 55

X-ray diffraction patterns of native starch (Hylon VII), and of CMS,
TMAS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM)

BIBECIIRORUIETR: .  cureoriiskesssinneeanbsaciishmiss s 530 aEiuEasARAHARS S0 M Ee B A2 £ RS 56
Thermogravimetric patterns of Hylon VII , CMS, TMAS, TMACMS,
TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) ....cuvviiiiiiniiiiiiiiniiiiiienen. 57
Scanning electron microscopy images of native starch, CMS,

TMAS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) ............... 58
Photographs of placebo tablets of CMS, TMAS, TMACMS,

TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) ...niiiniiiiiiiiiiiiieeeeee e 60

(A) Erosion, diameter, and thickness changes of placebo tablets.
{B) fluifls uptake of placebo tablets. . .-.... o coimn i aminiivaniidos sontionbbosd 61
Release profiles of 60% (A) and of 80% (B) loaded tablets with:

acetaminophen (I), mesalamine (II), naproxen (III), atenolol (IV) ............ 64



LISTE DES TABLEAUX

Tableau

2.1

4.1

Teneur en amylose/amylopectine selon la source d’amidon.......................

Micromeritic properties of starch derivatives

..............................................



AINS
AIS
API
BCS
CPE
CI
CLHAS
CMA
DM
DS
FDA
FTIR
GTMAC
HAS
HPMC
HF
OMS
PA
RMN
SD
SEM
SGF
SIF
SMCA
STMP
TGA
TMAA
TMACMA
™™D
UHT
USP
XRD

LISTE DES ABREVIATIONS

Anti-Inflammatoire Non-Stéroidiens
Anti-Inflammatoire Stéroidiens

Active pharmaceutical ingredient
Systéme de classification biophamaceutique
Complexe polyelectrolytique

Index de Carr

Cross-linked high amylose starch
Carboxymethylamidon

Mélange Direct

Degré de substitution

Food and Drug Administration
Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier
Glycidyltrimethylammonium chloride
High Amylose Starch
Hydroxypropylmethylcellulose

Facteur de Hausner

Organisation Mondiale de la Santé
Principe Actif

Résonance Magnétique Nucléaire

Spray Drying

Microscopie éléctronique a balayage
Fluide Gastrique Simulé

Fluide Intestinal Simulé

Sodium monochloroacetate

Sodium trimethaphosphate

Analyse thermogravimetrique
Trimethylaminoethylamidon
Trimethylaminoethylecarboxymethylamidon
Temperature maximale de décomposition
Ultra Haute Température

Pharmacopeé Americaine

Diffraction des rayons-X



RESUME

Le potentiel des composés polyampholytiques et polyélectrolytiques d'amidon en tant
qu'excipients pour la libération contrélée des principes actifs (PA) est étudié avec des
traceurs différant en terme de solubilité et de perméabilité. L’amidon ampholytique
triméthylamine carboxyméthyle (TMACMA) portant simultanément des groupes
cationiques triméthylaminehydroxypropyle (TMA) et des groupes carboxyméthyle
anioniques (CM) a été obtenu en une étape par synthése en milieu aqueux. En outre,
les poudres de triméthylamine amidon (TMAA) et de carboxyméthyleamidon (CMA)
ont été synthétisées séparément puis homogénéisées a des ratios égaux en phase liquide
et séchées par nébulisation (Spray drying) pour obtenir des complexes
polyélectrolytiques TMAA-CMA (SD). De méme, des quantités égales de poudres de
TMAA et de CMA ont été mélangées a sec (Dry mixing) pour obtenir le TMAA:CMA
(DM). Des comprimés monolithiques ont été obtenus par compression directe des
mélanges excipient/PA contenant 60% ou 80% de PA. Les tests de dissolution in vitro
ont montré que les produits ampholytique (TMACMA) et co-procéss¢ TMAA-CMA
(SD) en présence des traceurs sélectionnés (un de chaque classe du Systéme de
Classification Biopharmaceutique SCB) étaient en mesure de contrdler la libération des
PAs méme a des teneurs tres élevées (80 %). Il était intéressant de noter que quelle que
soit la procédure de préparation, les dérivés des matériaux ampholytiques et
polyélectrolytiques d’amidon manifestent des comportements similaires et générent
une stabilisation des comprimés par des interactions €lectrostatiques. Il a été conclu
que la présence de charges opposées situées a des distances suffisantes pouvait avoir
une incidence sur I’organisation des chaines polymériques et implicitement sur le
contrdle de la libération des principes actifs.

Mots-clés: amidon polyampholytique, amidon polyélectrolytique, stabilisation
électrostatique, teneur élevée, systémes de libération controlée, séchage par
nébulisation.



ABSTRACT

The potential of the polyampholytic and polyelectrolytic starch compounds as
excipients for drug controlled release was investigated with various tracers differing in
terms of solubility and permeability. Ampholytic trimethylaminecarboxymethylstarch
(TMACMS) simultaneously carrying a trimethylaminehydroxypropyl (TMA) cationic
groups and carboxymethyl (CM) anionic groups was obtained in one step synthesis in
aqueous media. In addition, trimethylaminestarch (TMAS) and carboxymethylstarch
(CMS) powders were synthesized separately and then homogenized at equal ratios for
co-processing in liquid phase by spray drying (SD) obtaining polyelectrolytic
complexes TMAS-CMS (SD). Similarly, equal amounts of TMAS and CMS dry
powders were mixed (DM) to obtain TMAS:CMS (DM). Monolithic tablets were
obtained by direct compression of excipient/PA mixes with 60% or 80% drug loads.
The in vitro dissolution tests showed that ampholytic (TMACMS) and co-processed
TMAS-CMS (SD) excipients with tracers selected, one for each class of
Biopharmaceutical Classification System (BCS), were able to control the release even
at very high loading (80%). It was found that, irrespective of preparation procedure,
polyampholytic and polyelectrolytic starch excipients exhibited similar behaviours and
generated stabilisation of tablets by electrostatic interactions. It was concluded that the
presence of opposite charges located at adequate distances may impact the polymeric
chain organisation and implicitly the control of drug release.

Keywords: polyampholytic starch, polyelectrolytic starch, electrostatic stabilization,
high loading, controlled release systems, spray drying.



PARTIE I- INTRODUCTION



CHAPITRE I

LES SYSTEMES A LIBERATION CONTROLEE DES PRINCIPES ACTIFS
SOUS FORMES SOLIDES POUR ADMINISTRATION ORALE

1.1 Généralités et définitions

Le terme « libération modifiée » englobe des systémes de libération distincts possédant
des zones de chevauchement et qui, parfois, portent & confusion (Allen et Cullis, 2004;
Hoffman, 2008). Ure libération ciblée du principe actif peut signifier un relargage
rapide et concentré du médicament dans une zone bien précise afin d’assurer une
efficacité optimale du traitement (Guo et al., 2018). Une libération prolongée du
principe actif englobe les systémes a libération soutenue qui permet de prolonger la
durée de libération du principe actif sans pour autant assurer la constance des doses
libérées, tandis qu’une libération contrélée signifie la prolongation de la durée de
libération du principe actif & un rythme constant ( Figure 1.1) (Ispas-Szabo et al., 2000;
Maroni, Alessandra et al., 2016). Cependant, ces termes sont fréquemment utilisés a

tort comme étant des synonymes (Qiu et al., 2016).

Le concept de libération modifiée est né dans les années 1950 (Park, 2014). Axée
essentiellement sur la voie orale et transdermique, la premiére génération des systémes
a libération contrdlée a laissé place, au début des années 1980, 4 la deuxiéme génération
appelée « systéme de libération intelligent » (Yun et al., 2015) qui s’axait sur des
libérations constantes a ordre « zéro », les systémes autorégulés, les formulations

injectables de dépét a long terme, mais le passage a travers des barriéres biologiques
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restait le plus grand défi de cette génération (Yun et al., 2015). Plus récemment, la
nanotechnologie a pris une place plus importante dans le développement des systémes
a libération contr6lée (Kermanizadeh et al., 2018). La troisiéme génération nommée «
systéeme de libération modulée » doit surmonter des défis a la fois biologiques et
physicochimiques (Park, 2014; Stevenson et al., 2012; Yun et al., 2015). Ces systémes
different aussi selon la forme galénique (1’aspect physisque) et la voie d’administration
du médicament. La voie orale, en latin « per os » est considérée comme la voie
d’administration la plus utilisée chez ’humain (52 % des administrations sont faites
par voie orale). Elle englobe différentes formes galéniques comme des comprimés, des

gélules, des capsules, des solutions, et des suspensions.

Le présent chapitre portera sur les systémes a libération contr6lée des principes actifs

sous formes solides pour administration orale.
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Figure 1.1 Diagramme récapitulatif des différents systémes a libération controlée des
médicaments d’aprés (Sultana et Varun, 2016).

1.2 Les systémes a libération controlée des médicaments administrés par voie
orale

Quel que soit le systeme a libération controlée choisi, la solubilité et la perméabilité du
principe actif en question doivent étre prises en compte dans le cas des administrations
orales (Figure 1.2). Le Systéme de Classification des Biopharmaceutiques
(SCB) permet de distinguer quatre classes médicamenteuses en se basant sur la
solubilité des PAs donnée par la Pharmacopée américaine (USP), et la perméabilité
intestinale obtenue par comparaison avec une administration intraveineuse (Figure 1.2)
(Ku et Dulin, 2012; Shah, V. P. et Amidon, 2014).

- Classe I : Hautement solubles et hautement perméables (exp : Acétaminophéne,
M¢étoprolol, Théophylline).
- Classe II : Faiblement solubles et hautement perméables (Naproxéne,

Carbamazepine, Glibenclamide ).



- Classe III : Hautement solubles et faiblement perméables (Acyclovir, Aténolol,
Ranitidine).
- Classe IV : Faiblement solubles et faiblement perméables (Furosemide,

Chlorothiazide, Méthotréxate).

Un agent actif est dit « hautement soluble » si la dose maximale libérée immédiatement
est soluble dans 250 mL d’une solution acide au neutre (pH entre 1-7), et est dit
« faiblement soluble » dans le cas contraire. En suite, un agent est dit « hautement
perméable » si, par rapport & une administration IV, 90 % ou plus de la dose orale est
absorbée, et est dit « faiblement perméable » si moins de 90 % de la dose orale est

absorbée (Shah, V. P. et Amidon, 2014).

Classe II Classe I
Faible solubilité Haute solubilité

Haute permeéabilité Haute perméabilité
0
= Classe IV Classe III
%
0 Faible solubilité Haute solubilité
g Faible perméabilité Faible perméabilité
Ay

Solubilitt —— 5

Figure 1.2 Systéme de classification des biopharmaceutiques (SCB) d’aprées (Hywel et
al., 2013).

1.2.1 Systéme a dissolution controlée

Ce systéme et controlé par la vitesse de passage de la forme solide vers la forme liquide
du polymére : la dissolution (Mader et al., 2018). Un systéme a dissolution contrdlée

peut étre obtenu par mélange direct de 1’agent actif et du polymere (matrice) ou par



systtme d’enrobage. Dans le cas du systeme matriciel de dissolution, le taux et la
vitesse de libération sont contrdlés par la mouillabilité et la modification de la porosité
de la matrice. En revanche, le systéme de dissolution par enrobage est conditionné par
la nature, 1’épaisseur et la stabilité du matériel (polymére) d’enrobage (Mader et al.,

2018) (Figure. 1.3).

A

Matrice a dissolution enrobage
lente

Agent actif o l e Agent actif
\‘O o (@] SiEs
o Ol

O

Figure 1.3 Schéma du systéme a dissolution contrblée. A : systéme a dissolution
contrdlée par matrice; B : systéme a dissolution contr6lée par enrobage.

1.2.2 Systeme a diffusion controlée

Ce systeme repose essentiellement sur la différence de concentration entre le milieu
interne et externe du comprimé (Mader ef al., 2018). Le degré de diffusion du
médicament a travers une membrane non-soluble, obtenue par enrobage, dans I’eau
régule son taux de libération et la diffusion s’effectue d’un milieu concentré vers un
milieu moins concentré jusqu'a équilibre osmotique (sans énergie). La diffusion est
donnée par la loi de Fick (loi de diffusion) qui permet de corréler le flux des matieres

au gradient de concentration (Nokhodchi et al., 2012; Siepmann et Siepmann, 2012) :
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J: flux, D: Coefficient de diffusion, dc/dx : variation de la concentration (dc) en

fonction de la distance (dx).

1.2.2.1 Systéme réservoir

Ce systéme repose sur une membrane polymérique inerte qui assure le contrdle de la
libération du médicament par le maintien la diffusion des particules médicamenteuses
(Figure 1.4) (Nokhodchi et al., 2012; Stevenson et al., 2012). La quantité de principe

actif est mesurée par 1’équation :

dm _ 1 D.AC/I
L

dm/dt : quantité de principe actif libérée en fonction du temps, S : surface de la particule
medicamenteuse , & : coefficient de partage, D : coefficient de diffusion, AC : variance

de concentration des deux cOtés de la membrane. / : longueur du parcours de diffusion.

La membrane peut étre déposée soit par encapsulation ou par enrobage (Nokhodchi et
al., 2012). Ce systeme permet une libération d’ordre zéro. L’acétate de polyvinyle,
I’hydroxypropylmethylcellulose et 1’éthylcellulose sont souvent utilisés comme

barriéres membranaires polymériques (Modi et al., 2013; Stevenson et al., 2012).

Diffusion

Membrane I
Temps

Diffusion

Figure 1.4 Systémes a diffusion contrdlée, type réservoir.



1.2.2.2 Systéme matriciel

Ce systéme est largement utilisé pour le contrle de relargage des différents agents
actifs qui peuvent étre soit encapsulés ou directement dispersés dans des matrices
biocompatibles (Colombo, 1993; Modi et al., 2013) (Tadros, 2010). Les matrices
polymériques utilisées sont soit inertes, ou hydrophiles, ou érodables, et le mécanisme

de controle differe selon ces caractéristiques :
- Matrices hydrophiles :

Une fois hydratés, les comprimés a matrice hydrophile commencent & gonfler par
absorption du fluide, ce qui forme une couche épaisse jouant le role d’une barriére
contrdlant ainsi la libération de I’agent actif qui diffusera a travers cette membrane vers
le milieu extérieur. Les polymeéres utilisés sont soit naturels (ex : tragacanthe; un
exsudat de la séve de plusieurs espéces vegétales), semi-synthétiques (ex:
carboxyméthylcellulose), soit synthétiques (ex : polyacrylamide) (Korsmeyer et al.,
1983; Modi et al., 2013; Nokhodchi et al., 2012).

- Matrices lipophiles :

Ces matrices sont utilisées généralement pour des substances hautement solubles. Les
cires sont souvent utilisées comme matrices et le contrdle de libération des agents actifs
se fait par érosion. Cependant, ce type de matiére était souvent critiqué pour la non-
stabilité des taux de libération, les interactions matrice-agents actifs et la longueur du

proces de formulation et de fabrication (Nokhodchi ez al., 2012).



1.2.3 Systéme de libération contrdlée par diffusion et dissolution

Les agents actifs sont contenus a I’intérieur d’un espace couvert par une membrane
semi-soluble contenant des fractions solubles. Ceux-ci, une fois en milieu aqueux,
s’hydratent, se solubilisent et forment des pores permettant la pénétration du solvant,
avec le maintient des fractions non solubles qui assurent le contrdle de la libération de

I’agent actif ( Figure 1.5) (Siepmann ef al., 1999).

Parties solubles de la

membrane
Membrane partiellement Parties non-solubles
soluble /\ 4 de la membrane
- [ ———
Agentactif Hydratation
\ _—
l - - - ,

Figure 1.5 Systéme de libération contrdlée par diffusion et dissolution.

1.2.4 Systémes de pompes osmotiques

Ce systéme a été utilisé€ pour la premiére fois en 1955 par les pharmacologistes Rose et
Nelson (Rose et Nelson, 1955), et en 1973, ce concept était adapté aux besoins
pharmaceutiques par Higuchi et Leeper (Higuchi et Leeper, 1973, 1976). Le systéme
de pompe osmotique repose essentiellement sur la force osmotique, et est considéré
comme 1’un des plus contrdlés des systémes de libération grace a son indépendance des
conditions physicochimiques et physiologiques (ex : pH) (Verma ef al., 2000; Zakeri
et Pollok, 2016). Il est constitué d’'une membrane semi-perméable, couvrant un corps
central, muni d’un ou plusieurs orifices (Tuntikulwattana et al., 2010; Verma et al.,
2000). Une fois le comprimé administré, le fluide pénétre a travers la membrane semi

perméable, ce qui provoquera I’augmentation de la pression osmotique interne et par
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conséquent, le largage du médicament dissout vers 1’extérieur a travers I’orifice

(Keraliya et al., 2012; Verma et al., 2000). Ce systéme peut s’adapter aux spécificités

[ Systémes de pompes osmotiques par voie orale ]

(- N\
Gélules a4 systémes de pompes Comprimés & systémes de pompes
L osmotiques ) osmotiques
g 4 3 l s : N
s Granules retardatrices de Iibéralion.\ Systéme & pompe Systéme & multi-chambres
- Capsule 3 membrane asymétrique. || osmolqueumque, | L osmotiques
- Granules télescopiques. ] | “
: ?,I}(())]f(-)cs’r /-Systémc EOP \ e Pompe osmotique « push
K ) (Elementary Osmotic pull ». '
Pump). - Systéme osmotique
- Pompe osmotique a « sandwich ».
porosité contrdlée. \i B
- Pompe a éclatement
osmotique.
e o

Figure 1.6 Diagramme récapitulatif des différents systémes de type pompes
osmotiques administrés par voie orale d’aprés (Harshad et al., 2016).

du principe actif (solubilité, concentration) ou aux résultats visés par un ajustement des
parametres comme 1’épaisseur de la membrane ou la taille de 1’orifice (Nokhodchi et
al., 2012). Ce systéme peut étre utilis€ avec des agents actifs solubles et non solubles
dans I’eau (Figure 1.6). Cependant, les agents habituellement utilisés sont des
traitements pour des maladies chroniques (diabéte, hypertension artérielle) a demi vie
courte et avec une puissance €élevée (Li, H. ef al., 2012; Verma et al., 2002). Les
« barriéres » utilisées sont des membranes biocompatibles sélectivement semi-
perméables (perméable a I’eau mais pas aux solutés), inertes, rigides, et capables de
maintenir 1’intégrité structurale tridimensionnelle afin d’assurer la continuité et la
constance de la force osmotique motrice et ainsi la libération progressive et stable de
I’agent actif (Keraliya et al,, 2012; Mathur et Mishra, 2017). Des polyméres

cellulosiques (ex: esters de cellulose) sont généralement utilisés comme
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membrane (acétate de cellulose) (Mathur et Mishra, 2017; Verma et al., 2002). Des
agents plastifiants sont parfois ajoutés pour améliorer les propriétés physiques de la
membrane. Ce systéme peut eétre adapté au géllules et au comprimé a pompe
osmotique unique, ou a multichambre osmotiques (Figure 1.6). Les comprimés a
pompes osmotiques peuvent contenir un ou plusieurs orifices installés lors de la
fabrication par méthode physique (laser) ou in situ par agents chimiques porogénes
comme les sels des métaux alcalins (sulfate de potassium, chlorure de sodium),
mannitol, povidone et certains alcools (Tuntikulwattana et al., 2010; Waterman et al.,

2011).

1.3 Défis, avantages et inconvénients des systémes a libération contrdlée par voie
orale

Tout systéme a libération contr6lée « idéal » doit répondre a plusieurs critéres : Le
matériel utilisé doit étre inerte, biocompatible, stable et facilement malléable, tandis
que le systéme doit étre mécaniquement stable, facilement administrable, et capable de
contenir une charge élevée en principe actif (Bodratti et Alexandridis, 2018).

Une formulation a systéme a relargage contr6lé doit répondre a des défis concernant
’agent actif, les polymeéres utilisés et les interactions agents actifs-polyméres. Parmi
les défis communs rencontrés lors du développement d’un systéme a libération

contrdlée par voie orale :

- Les propriétés physicochimiques du médicament, notamment la solubilité (Sakeer
et al.,2017a; Shah, J. C. et Maniar, 1993), la charge (Sakeer et al., 2018), la masse
moléculaire (Ali et Byrne, 2009).

- Le temps de demi-vie d’une molécule doit étre pris en compte pour éviter une
toxicité par surdosage ou une inefficacité par élimination rapide. Généralement les
molécules possédant un temps de demi-vie long ne nécessitent pas un systéme a

libération contrdlée contrairement a celles possédant un temps de demi-vie court.
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Les quantités de principe actif par comprimé, le ratio PA /excipient, ainsi que la
taille du comprimé (Sakeer et al., 2018) : préférence pour les quantités élevées en
PA afin de minimiser la fréquence des prises.

La corrélation entre les profils de libération in vitro et in vivo et la marge de

variance entre les deux études (Sahoo et al., 2014; Santus ef al., 1997).

Parmis les avantages des systémes a libération contrdlée par voie orale :

Diminuer le nombre des prises journaliéres spécialement pour les traitements des
maladies chroniques ou chez les personnes dgées.

Assurer une biodisponibilité stable a dose thérapeutique et éviter les fluctuations
dues a des prises multiples et des absorptions non contrdlées.

Diminuer la quantité des produits exogénes potentiellement toxiques ingérés par
les patients.

Eviter les intoxications (dose toxique) et les inefficacités (dose faible) des
traitements en assurant une stabilité de libération et une constance dans les doses
thérapeutiques (Park, 2014; Yun ez al., 2015).

Eviter certains effets secondaires indésirables comme les complications gastro-
intestinales.

Améliorer I’observance du traitement par diminution des nombres de prises.
Meilleur contrdle et meilleure efficacité des traitements nocturnes a libération

contrdlée.

Parmis les inconvénients des systémes a libération contr6lée par voie orale :

Les coflits de développement d’un nouveau systéme a libération controlée
(matériels, expertises, tests de validation) sont plus élevés qu’un systéme classique.
Les paramétres variables qui peuvent modifier la vitesse et le taux de libération
comme la prise simultanée d’aliments, les changements du pH, 1’état physiologique
de ’organisme et du transit gastro-intestinal, sont peu ou pas contrdlables, et cela

pourrait impacter le contrdle du systéme.
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- La stabilité des produits est parfois difficilement controlable dans ce type de
systéme comparé a des systémes a libération classique.

- Sur le plan pratique, les comprimés a libération contrdlée ne sont pas écrasables ou
cassables, car une modification de leur état physique avant 1’ingestion pourrait

compromettre leur systéme (Yun et al., 2015).
14  Les polyméres dans les systémes a libération controlée par voie orale

Selon leurs sources, les polyméres peuvent étre classés en polyméres naturels comme
les polysaccharides (amidon, cellulose, chitosane, agarose) ou semi-synthétiques qui
sont des polyméres naturels modifiés (polyéthyléneglycol, ou des polyméres
synthétiques (PVA) (Galbis ef al., 2016; Siracusa et al., 2008). Ils sont aussi classés
selon leurs structures, solubilités, biodégradabilités, ou mode de polymérisation
(Siracusa et al., 2008). Selon la technologie mise en ceuvre, les polymeéres seront soit
utilisés pour enrober les comprimés (encapsulation) soit comme matrice jouant le role

d’échafaudage pour soutenir I’agent actif.
1.4.1 Les polymeres utilisés pour 1’enrobage

L’enrobage consiste a appliquer une couche (film) sur une surface solide (ex:
comprimés) afin de lui procurer de nouvelles propriétés (ex : systéme gastro-résistant,
systéme a libération contrdlée) ou pour améliorer certains aspects physiques (goft,
arome, texture) (Lopes et al., 2016). L’enrobage peut s’effectuer a partir de polyméres
sous forme liquide ou solide (poudre). Différents types de produits commerciaux sont
utilisés pour I’enrobage des comprimés comme les dérivés de cellulose (éthylcellulose)
(Mehta et al., 2014), les dérivés polyacryliques ou autres. Ces polyméres peuvent étre
préparés dans des milieux aqueux ou dans des solutions organiques (Melegari ef al.,
2016). L’éthylcellulose est tres utilisée dans 1’enrobage des comprimés ; elle est inerte,
non- irritant, non allergéne, et posséde des propriétés filmogeénes appropriées (Mehta

et al., 2014; Porter, 2008). D’autres polyméres comme PVA ou PEG peuvent étre
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dispersés avec 1’éthylcellulose aqueux afin d’apporter de nouvelles propriétés au film
d’enrobage (Porter, 2008).

1.4.2 Polymeres utilisés comme matrice : Exemple du HPMC

Le choix du polymére utilisé comme matrice a libération contrdlée se base
essentiellement sur les propriétés physicochimiques de ce dernier mais aussi sur celles
de I’agent actif. L hydroxypropylméthylcellulose HPMC est un polymére hydrophile
dérivé de la cellulose (Figure. 1.7) souvent utilisé en industrie pharmaceutique aussi
bien pour I’enrobage (Macleod et al., 1999) que pour former des matrices (Timmins et

al., 2016) grace a sa bonne compressibilité et ses propriétés de gélification.

RO~

_-+-0 o | -

OR n

R=H / CHz [/ CH,CH(OH)CH;

Figure 1.7 Structure chimique de 1I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC).

Ce polymére semi-synthétique, stable entre pH 3 et pH 11, est un dérivé de type éther
de cellulose, composé d'alkylhydroxyalkylcellulose portant dans sa structure des
groupes hydroxypropyle et méthoxyle (Timmins et al., 2016). Il permet la formation
de matrices stables grace a sa résistance au changement du pH fourni par I’absence
d’ions (nature non ionique) ce qui permettrait des profils de libération reproductibles

par absence d’interactions dans les milieux alcalins, acides, ou neutres (Tajiri et al.,
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2015). Les types HPMC K100M et K4M sont les plus utilisés pour contrdler le
relargage des agents actifs gréce a la résistance élevée de leurs chaines a la traction
(Adibkia et al., 2014). Le systéme de contrdle de gonflement est modulé par la
diffusion des fluides et 1’érosion de la matrice. Pour le HPMC, qui est une matrice
hydrophile, un mouvement synchronisé des différents fronts de fluides assurerait une
constance dans la libération du principe actif déterminée par le taux de gonflement. Le

degré de substitution et la nature du groupement greffé régulent aussi le degré de
solubilité de ’HPMC (Caraballo, 2010; Li, C. L. et al., 2005).

Les dérivés d’amidon sont trés largement utilisés dans les domaines alimentaires, et
biopharmaceutiques. Cependant, I’amidon est trés peu utilisé sous sa forme native a
cause de ses propriétés physicochimiques: Le chapitre suivant traitera des différentes
méthodes de dérivatisation du polymeére, ainsi que des utilisations, spécialement

comme excipient pour des syst¢mes pharmaceutiques.



CHAPITRE II

AMIDON ET DERIVES DANS LA FORMULATION PHARMACEUTIQUE

2.1  Amidon : Origine, structures, propriétés et caractérisation

L’amidon est un polysaccharide naturel composé d’unités répétitives de D-glucose.
D’origine naturelle, il constitue la principale réserve d’énergie stockée chez les
végétaux supérieurs. Il est obtenu aprés photosynthése par les chloroplastes pour la
forme de stockage d’énergie temporaire, ou par des amyloplastes sous forme de
granules d’amidon pour la forme de stockage a long terme. Une fois synthétisé,
I’amidon est stocké dans différents compartiments selon la nature et les propriétés des
plantes, a savoir : les fruits, les racines, les grains, les tubercules et les rhizomes (You
et al., 2013). L’amidon est composé de deux polyméres ayant tous les deux le D-
glucose comme unité répétitive: 1’amylose et 1’amylopectine qui différent
essentiellement par les types de liaisons osidiques entre les molécules de glucose.
L’amylose est un polyoside non ramifi¢ de D-glucose composé de molécules liées par
des liaisons osidiques entre les carbones 1 et 4 en orientation a (lien a -1,4) ; ceci
permet une organisation en hélice a. L’amylopectine est un polyoside ramifié
possédant les mémes liens osidiques que 1’amylose (a-1,4) formant un long squelette
hautement polymérisé (jusqu’a 45 unités de glucose), et des ramifications par liens
osidiques a-1,6 (jusqu'a 20 unités de glucose) (You et al., 2013). L’amylopectine
posséde aussi une organisation hélicoidale « méme pour les ramifications latérales

(Figure 2.1).
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Figure 2.1 Représentation schématique de la structure linéaire d’amylose et la structure
ramifiée d’amylopectine d’apres (Damager et al., 2010).

Le ratio de ces deux polymeres différe selon 1’origine botanique de la source, et cela
impacte directement les propriétés physico-chimiques de 1’amidon ; par exemple,
I’amidon des légumineuses (pomme de terre) est composé d’environ 23% d’amylose
et 77 % d’amylopectine tandis que I’amidon des céréales est composé d’environ 20 %
d’amylose et 80 % d’amylopectine (Coma, 2010) (Tableau 2.1). La solubilité est le
parametre le plus influencé par le ratio amylose/amylopectine, car 1’amylose, grace a
son poids moléculaire élevé, offre une viscosité élevée aprés hydratation et par
conséquent, la formation d’un biofilm résistant. Par contre, I’amylopectine grace a ses
ramifications, donne un gel moins visqueux a cause de la dispersion de ses molécules

en milieu aqueux (Lemieux, 2012).
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Tableau 2.1. Teneur en amylose/amylopectine selon la source d’amidon. Adaptation
d’aprés Coma (Coma, 2010).

Source Amylose (%) Amylopectine (%)
Pomme de terre 23 77

Riz 15-35 65-85

Mais 25 75

Blé 20 80

Banane ¥ J 83

La structure et I’organisation de chaines polysaccharidiques de 1’amidon ont largement
été étudiées. La structure semi-cristalline était mise en évidence grice a la diffraction
des rayons X (DRX) sur poudre d’amidon (Figure 2.2) montrant la présence de zones
pseudo-cristallines (organisées) constituées essentiellement de doubles hélices et des
zones amorphes (non organisées) autours des ramifications a-1,6. Le grain d’amidon
consiste en I’alternance des zones cristallines et amorphes organisées en lamelles
concentriques (Figure 2.3) avec orientation des hélices vers I’intérieur (Buléon et al.,
1998; Tester et al., 2004).
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Figure 2.2. Organisation en lamelles et alternance des zones cristallines et amorphes
dans un grain d’amidon : (A) Image en microscopie électronique d’une coupe ultrafine
d’un grain d’amidon. (B) représentation schématique de 1’alternance des zones
cristallines et amorphes. (C) I’orientation radiale des hélices. D’apés (Pérez et Bertoft,
2010).

La conformation des hélices influence profondément les propriétés de 1’amidon.
Cependant ce parameétre est & son tour influencé par les conditions climatiques et
environnementales(Mateescu ef al., 2015). Les hélices type A sont présentes
essentiellement dans les grains d’amidon de céréales, car les températures élevées et le
climat sec favorisent ce type de conformation contrairement au type B essentiellement
retrouvé dans les tubercules comme les pommes de terre, favorisé par I’humidité. Les
types A et B possédent des structures comparables en double hélices et peuvent étre
présents simultanément dans les mémes grains d’amidon (Imberty et al., 1991). Ils sont
composés de deux hélices antiparalleles stabilisées par des liaisons faibles comme les

ponts hydrogénes et les interactions de van der Waals(Mateescu ef al., 2015).
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Figure 2.3 Diagramme de diffraction des rayons X sur les types V, B et A d’amidon
d’aprés (Mateescu et al., 2015).

La similitude conformationnelle entre les hélices A et B avait suscité des hypothéses
de transitions entre les deux formes (Imberty ef al., 1991) ; cependant, les hélices de
types A possédent une cavité obstruée qui ne permet pas la pénétration de 1’eau a
I’intérieur de I’hélice contrairement a la cavité de I’hélice B, qui permet la pénétration
des molécules d’eau. Aussi, I’unité répétitive des A et B est différente : maltotriose
pour hélice A et maltose pour hélice B (Imberty et al., 1991). Les hélices de type C
représentent une forme intermédiaire entre les hélices A et B (ce type est généralement

retrouvé dans la semence des fabacées).
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L’hélice type V est une configuration a part des chaines polysaccharidiques de
I’amylose obtenue aprés modification conformationnelle des hélices A ou B, et un
réarrangement de la structure native, obtenue soit aprés chauffage ou aprés traitement
par certains alcools, émulsifiants ou autres agents complexants (Mateescu et al., 2015).
Le type V posséde une structure en simple hélice, avec une cavité généralement plus
large que celle des hélices A et B mais avec un pas d’hélice moins grand. La nature des
molécules incluses dans la cavité des hélices influence le diamétre et le nombre d’unités
de glucose par un tour d’hélice. La cavité de type V posséde un caractére hydrophobe
créé par les atomes d’oxygéne des liaisons osidiques orientés vers I’intérieur de I’hélice.
La formation de ce type d’hélices repose essentiellement sur les ponts hydrogénes
intramoléculaires entre les unités de glucose voisines ou éloignées. La température, le
pH et la nature du solvant influence directement la formation des ponts hydrogéne et
par conséquent, ’apparition de la conformation V (Figure 2.3) (Mateescu et al., 2015).
De nombreuses études avaient comparé les propriétés physicochimiques des différents
amidons selon leurs origines végétales. Des différences au niveau du pH, potentiel zéta
(©) en solution, densité, teneur en amylose et taille des chaines polysaccharidiques
avaient été observées (Choy et al., 2016; Teh et al., 2014). De méme, des études
morphologiques effectuées par microscopie électronique a balayage (MEB) montrent
des tailles et des formes spécifiques a I’origine botanique des grains d’amidon (Figure
2.4) (Choy et al., 2016; Sujka et Jamroz, 2013).
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Figure 2.4. Images par microscope électronique a balayage (MEB) et microscope
optique (MO) des grains d’amidon de différentes sources végétales. (A) mais, (B) G-
80 (80% amylose), (C) manioc, (D) blé, (E) pois, (F) G-50 (50% amylose), (G) pomme
de terre, (H) patate douce, (I) riz, (J) haricot vert. D’apres (Khalid et al., 2017).
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2:2 Modification de I’amidon

Comme mentionné précédemment, le ratio amylose:amylopectine influence
directement les propriétés de 1’amidon comme la viscosité et cristallinité ; c’est pour
cela que I’amidon industriel est composé de ratios contr6lés selon les fonctions ciblées.
Une teneur élevée en amylose (High amylose starch, HAS) offre une viscosité moindre
et une manipulation plus facile du produit, idéale pour une modification chimique de
I’amidon (Mateescu et al., 2015). Présentement, plusieurs compagnies industrielles
comme Henkel (Allemagne), GPC (Etats Unis), Avebe (Pays-Bas), Cargill (Etats Unis),
produisent de I’amidon a ratio amylose:amylopectine connu. Le produit commercial
Hylon VII® (70% :30% amylose:amylopectine) fabriqué par National Starch/
Ingredion (Etats Unis) a partir du mais, est & contenu élevée en amylose HAS ( high

amylose starch) a été utilisé pour nos synthéses et manipulations.

Bien qu’il soit utilisé dans différents domaines grice a ses innombrables avantages :
naturel, abordant, facilement modifiable, faible coit, I’amidon est trés peu utilisé sous
sa forme native essentiellement a cause de sa faible solubilité dans 1’eau froide. Afin
d’améliorer ses propriétés, ’amidon peut subir des modifications : gélatinisation,
gélification, réticulation (cross-linking), substitution des groupements hydroxyles,

lyophilisation, traitement par ultra haute température (UHT), ainsi que la congélation.

2.2.1 Gélatinisation

La gélatinisation met en jeu I’hydratation et la solubilisation des macromolécules
d’amylose, ce qui se traduit par une augmentation de la viscosité de la solution
(Carlstedt et al., 2015; Lenaerts et al., 1998). Le comportement des grains d’amidon en
milieu aqueux repose essentiellement sur les ponts hydrogénes formés entre les
groupements hydroxyles du polysaccharide et les molécules d’eau procurant une
certaine autostabilisation « self-assembling » (Mateescu et al., 2015). Le gonflement

peut étre réversible (sans chauffage), mais peut également étre irréversible si un
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chauffage est appliqué mais sans atteindre la température de gélatinisation ; Dans ce
cas, un changement conformationnel est créé (Chen et al., 2017). La viscosité de la
solution est régulée par la libération des molécules d’amylose aprés rupture des ponts
hydrogéne a la suite du gonflement des grains; elle est directement proportionnelle au
nombre de molécules d’amylose libérées (Chen et al., 2017). Ce type d’amidon modifié
est utilisé dans le textile, I’agroalimentaire, 1’industrie du papier et de I’emballage, et

plus récemment, dans le pharmaceutique et le domaine médical (Sakeer et al., 2017a).

2.2.2 Gélification

L’amidon gélifié est obtenu aprés refroidissement d’une solution d’amidon gélatinisée.
Ce phénomene est essentiellement attribué a la fraction d’amylose (non ramifiée). La
réorganisation des doubles hélices de I’amylose en hélice simple par liaisons faibles se
traduit par une structure gélifiée du produit (Gidley et Bociek, 1988). Un chauffage
suivi d’un refroidissement permet cette réorganisation structurale & condition que la
concentration de la solution soit > a 6 % w/v pour permettre méme 1’incorporation des
grains d’amidon gonflés dans la matrice d’amylose et de former ainsi un réseau
viscoélastique. Cette propriété permet 1’utilisation de ’amidon dans différents secteurs
(textile, alimentaire, pharmaceutique et biotéchnologique). Bien que son role dans la
gélification soit minime, 1’amylopectine pourrait aussi intervenir, mais cela
nécessiterait plus de temps que 1’amylose et une concentration élevée en amidon
(Gidley et Bociek, 1988).

2.2.3 Réticulation

L’amidon réticulé (crosslinked starch CLS) avait fait le sujet de nombreuses études
ayant pour but d’améliorer les propriétés de I’amidon pour des utilisations dans le
domaine alimentaire ou pharmaceutique (Chai et al., 2018; Mateescu et al., 2006;
Rioux et al., 2002). La réticulation consiste & connecter des chaines polysaccharidiques

voisines ou adjacentes par un agent de réticulation bi- ou multi- fonctionnel par des
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liaisons éther ou ester ou autres entre les groupes hydroxyles primaires -OH) ou
secondaires -OH(2), -OHs) libres de I’amidon et I’agent de réticulation (Shah, N. ef al.,
2016). Le laboratoire du Professeur Mateescu (UQAM) avait fortement participé au
développement et a la compréhension des différents phénomeénes régulant le
comportement de 1’amidon réticulé comme I’impact du degré de réticulation sur le
polymeére (Dumoulin et al., 1999; Mateescu et al., 2006; Mateescu et al., 1995) dans la
libération ciblée ou contrdlée des PA. Une dizaine de publications, plusieurs chapitres
de livres et deux brevets pour des produits actuellement commercialisés étaient le fruit
de ces recherches : Contramid® (Labopharm), qui est un excipient a base d’amidon de
mais a teneur élevée en amylose et & faible degré de réticulation, posséde des propriétés
viscoélastiques formant un gel en milieu aqueux, et permet ainsi une meilleure
rétention du PA (Mateescu et al., 1995; Ravenelle et Rahmouni, 2006). La preuve que
le degré de réticulation peut complétement modifier le comportement du polymeére
était fournie par un deuxiéme brevet Liamid® (Labopharm) qui, contrairement au
Contramid®, est utilisé comme excipient liant/désintégrant grice a son degré de

réticulation élevé (Cartilier et al., 1997).
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Figure 2.5 Exemples d’agents de réticulation d’amidon : (I) Réticulation d’amidon de
mais par oxychlorure de phosphore (POCls). (II) Réticulation d’amidon de mais par
trimétaphosphate de sodium. (III) Réticulation d’amidon de mais par adipate. D’aprés
(Shah, N. et al., 2016).

En plus de la nature de I’amidon, du degré de réticulation et des conditions de synthése

(pH, température), ’agent de réticulation est considéré a son tour comme étant un



26

élément clef de la modification. Le choix de ce dernier impacte drastiquement les
propriétés du polymére. L’oxychlorure de phosphore (POCl3) est utilisé comme agent
de réticulation, permetant de donner rapidement un complexe phosphate d’amidon. Le
pH alcalin (> 11) produit une réaction plus rapide (Gao et al., 2014; Shah, N. et al.,
2016). Cette réaction s’effectue en deux étapes : formation de dichlorure de phosphate
en solution, suivi de la réticulation proprement dite et la formation de
phosphatediamidon (Figure 2.6). Le sodium trimethaphosphate (STMP, NasP3010)
peut étre aussi utilisé comme agent de réticulation avec un temps de réaction plus long
que celui de I’oxychlorure de phosphore. L’epichlorhydrine n’est plus utilisé comme
agent réticulant aux Etats Unis a cause de 1’effet cancérigéne des halohydrines.

Il existe d’autres agents de réticulation approuvés par la FDA comme le tripropyl
phosphate, le glutaraldehyde et des mélanges d’agents réticulant comme le melange
sodium tripolyphosphates STPP et STMP. I existe aussi des reticulations physiques se
basant sur des liaisons non covalentes comme les interactions electrostatiques entre les

charges opposées ou les ponts hydrogénes (Ye et al., 2016).
2.2.4 Fonctionalisation

En raison de ses nombreux groupements hydroxyles libres (—OH), ’amidon offre
d’innombrables possibilités de modification; la plus simple est la substitution au niveau
des groupements —OH par d’autres groupements fonctionnels; cette modification est
nommée : fonctionnalisation de 1’amidon (Lazik et al., 2002; Liu ef al., 2012). Une
étude avait montré que les trois groupements —OH sur C;, C3 et Ce par unité de glucose,
n’avaient pas le méme degré de réactivité, et que le groupement —OH(c2) est plus

susceptible a la substitution suivi d -OHcs) puis d -OH(c3) (Heinze et Koschella, 2005).
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2.3  Carboxyméthylamidon : synthése, caractérisation et applications

Le traitement d’amidon natif par sodium monochlorocétate (SMCA) donne une
substitution par des groupements carboxymethyles; 1’amidon obtenu est appelé
carboxymethyleamidon (CMA), décrit pour la premicre fois en 1924 par Chowdhury
(Sloan ef al., 1962; Zhang et al., 2003) comme un polymeére hydrophile et sensible a
I’alpha-amylase malgré les substitutions. Il peut avoir différentes appellations comme
CM-HAS (charboxymethyl high amylose starch) (Calinescu et al., 2005), ou encore
glycolate sodique d’amidon (GSA).

Nao” ©O
. n

Figure 2.6 Structure chimique du carboxymethylamidon (CMA).

Le laboratoire du Professeur Mateescu avait été parmi les premiers groupes de
recherche explorant 1’utilisation du CMA comme excipient pour formulations
galéniques seches a libération modifiée que ce soit pour de petites molécules (Assaad
et Mateescu, 2010), des agents biologiques comme les microorganismes : Escherichia
coli (Calinescu et al., 2005; Calinescu et al., 2007), des probiotiques (Calinescu et
Mateescu, 2008), ou des enzymes comme la diamine oxydase (Blémur, 2014;
Calinescu et al., 2012). Des complexes CMA : lipides (Friciu et al., 2013; Larbi, 2014)
ou avec d’autres polyméres (chitosane) (Assaad et al., 2012; Assaad et al., 2011;
Mateescu et al., 2013) avaient aussi été étudiés. Les caractéristiques chimiques et les

méthodes de préparation du CMA avaient fait I’objet de plusieurs études, comme
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I’'impact du degré de substitution (DS) et du degré de protonation (DP) sur le
comportement du polymeére (Assaad et Mateescu, 2010; Lemieux ef al., 2010), ou des
méthodes de synthése et de séchage (Lemieux et al., 2010).

2.3.1 Synthése et caractérisation du CMA

Le choix de la méthode de synthése se base essentiellement sur les caractéres
recherchés et le domaine d’utilisation du produit. Le CMA est utilisé dans le domaine
du textile (Mostafa et Morsy, 2004), pharmaceutique comme agent désintégrant, liant,
ou excipient pour libération contrdlée (Hong, Y. ef al., 2016); il peut également étre
utilis¢ dans les domaines alimentaire et cosmétique (Zhang et al, 2003). Les
caractéristiques physico-chimiques (viscosité, solubilité, gélatinisation, degré de
substitution, type des hélices, liaisons hydrogeénes et forces ioniques) sont fortement
influencées par la méthode de synthése (Assaad et Mateescu, 2010; Lemieux ef al.,
2010; Masina et al., 2017). La synthése aqueuse du CMA consiste en la dissolution de
I’amidon natif dans un milieu alcalin (NaOH concentré), en présence de 1’acide
monochloroacétique; cela permettra 1I’ouverture des grains et 1’exposition des groupes
—OH, par la suite, substitués par des groupements CM. Cette méthode est utilisée
exclusivement pour la synthése de CMA a DS faible ou moyen. La synthése en milieu
organique comme DMSO ou i-propanol permet d’atteindre des DS trés élevés
généralement demandés dans le domaine du textile et I’emballage. Il existe aussi des
méthodes physiques a I’aide de rayonnements gamma qui procurent également des DS
élevés (Wu et Song, 2006).

La caractérisation du CMA consiste en la validation de la substitution et le greffage du
carboxymethyle en premier lieu. La spectroscopie infrarouge FTIR (Fourier-transform
infrared spectroscopy) montre I’apparition de deux pics spécifiquesa 1590 cm™ et 1418
cm! attribués a 1’étirement du COO" et témoignent d’une substitution réussie (Sakeer
et al., 2018). Le degré de substitution (DS) est le nombre moyen de —OH substitué par

unité de glucose. Il est considéré comme 1’un des paramétres les plus influents sur les
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propriétés du CMA (Lemieux, 2012). Il est exprimé soit en nombre (maximum 3
substitution/glucose) ou en pourcentage. Le DS est généralement mesuré par titrage
inverse aprés dissolution du CMA dans I’hydroxyde de sodium (NaOH) a
concentration connue, par la suite titré par 1’acide chlorhydrique (HCI) a concentration
connue jusqu’au point d’équivalence (Lemieux et al., 2009). 11 peut étre aussi déterminé
ou confirmé par RMN ou FTIR (Calinescu et al., 2005; Liu ef al., 2012). L’analyse
thermogravimétrique (TGA) permet de visualiser la perte de masse en fonction de la
température. La DRX (diffraction des rayons X ) donne I’information sur le degré
d’ordre et de désordre : la désorganisation de la structure native de I’amidon par perte
de cristallinité aprés rupture des ponts hydrogénes avec I’apparition des zones
amorphes suite a 1’ouverture des grains d’amidon en milieu alcalin. Ces zones sont
composées essentiellement par des hélices type V, et substitution de certains
groupements “OH (Mateescu et al., 2015). La microscopie €lectronique a balayage
permet d’étudier la morphologie des grains. De méme, d’autres paramétres comme la
viscosité, les propriétés filmogeénes, le degré d’hydratation et de protonation, la taille
des particules, le potentiel Zeta, et la digestion enzymatique peuvent étre étudiés selon

leurs intéréts.

2.3.2 Applications pharmaceutiques du CMA
2.3.2.1 Excipient gastro-résistant sensible au pH

Les groupements CM (anioniques) offrent un caractére pH-dépendant au CMA; cette
propriété permet son utilisation comme excipient gastro-résistant pour des formulations
galéniques séches (comprimés), que ce soit pour protéger le PA de ’acidité gastrique
(Calinescu et al., 2007) ou pour cibler une libération intestinale (Ispas-Szabo et al.,
2016). Le CMA possede des propriétés micromeritiques lui permettant le mélange a
sec lors des formulations, et la compréssion directe. En milieu gastrique acide (pH 1.2),
les groupements CM se protonent et se dimérisent par ponts hydrogénes; cela se traduit

par la formation d’une matrice compacte et stable qui empéche la diffusion de I’acidité
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gastrique versl’interieur et de 1’agent actif vers le milieu extérieur (gastro-resistance).
En milieu intestinal, le CMA est déprotoné et hydraté ce qui permet le relargage de

1’agent actif principalement par phénoméne d’érosion (Ispas-Szabo et al., 2016).

2.3.2.2 Excipient désintégrant

Un excipient de type désintégrant ou « super-désintegrant » est un agent qui posseéde
une grande capacité d’absorption d’eau et des fluides pour permettre un gonflement et
une déformation rapide du comprimé provoquant une libération présque instantanée
des PA. L’origine botanique de I’amidon, le degré de substitution et la taille des grains
influencent directement la solubilité du produit. I’amidon de mais est généralement
utilisé pour la synthése du glycolate d’amidon sodique industriel. Le gonflement rapide
de ses grains permet une meilleure hydratation du complexe et une libération rapide du
PA (Desai et al., 2014). De plus, la dureté des comprimés constitue un parameétre clé
dans la fabrication des comprimés a désintégration rapide car cela influencera
directement les temps de libération du PA (Ingram et Lowenthal, 1966). Le glycolate
d’amidon sodique est commercialisé sous différentes dénominations : VIVASTAR®
EXPLOTAB® (JRS Pharma), GLYCOLYS®, EXPLOSOL® (Roquette), Primojel®
(DFE Pharma).

2.3.2.3 Excipient pour comprimé a charge élevée en agent actif

Le CMA peut subir différentes modifications pour améliorer ses propriétés. La
réticulation (Mulhbacher et al., 2001), la complexation (exp :avce chitosane) (Assaad
et al., 2012), ou la substitution (Sakeer et al., 2017a) avaient permis un meilleur
controle et la prolongation de la libération des PAs que celui observé avec CMA seul.
La réticulation du CMA (Mulhbacher ef al., 2001) avait permis une charge plus élevée
en PA allant jusqu'a 60% selon la nature et la solubilité du médicament (Mulhbacher
etal.,2005). L’hydratation et I’érosion du CMA réticulé assurent un profil de libération

linéaire acceptable méme a charge élevée. Cette méme étude avait aussi porté sur
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’utilisation de I’aminoéthyl amidon (AEA) et I’acétate d’amidon (AcA) dans le méme
intérét, ce qui avait ouvert la voie a ’amidon ampholytique portant des groupements
CM et AE pour les formulations difficiles ou problématiques (Sakeer et al., 2017a) ou
a charge élevée en PA (60%) (Sakeer et al., 2018). Les profils de libération de
I’acétaminophéne (neutre), mesalamine (ampbhoterique), acide acétylsalicylique
(acide), et metformine (basique) affichent une tendance linéaire soutenue dans le temps
malgré des natures chimiques différentes et des dégrées de solubilité variablesdes PAs
(Sakeer et al., 2018; Sakeer et al., 2017a)

2.3.3 Les nouvelles modifications du CMA

Le CMA, bien qu’il soit efficace comme excipient offrant une gastro-résistance, il a
néanmoins montré ses limites pour les libérations prolongées des PAs visant les parties
distales du tube digestif (colon); cela est di & sa déprotonation rapide en milieu
intestinal neutre ou alcalin. Pour remédier & cet obstacle, un complexe
polyelectrolytique (CPE) CMA/chitosane (polyoside naturel) avait donné de meilleurs
résultats de controle (Assaad et Mateescu, 2010) comparé au CMA seul. Le chitosane,
étant un polymere cationique, est aussi sensible au changement du pH et au phénoméne
protonation/déprotonation pH-dépendant (Mateescu et al., 2015). Il offre une meilleure
stabilit¢ du CPE par des raprochements des chaines sous I’influence des forces
électrostatiques, et un ralentissement de la dissolution du complexe en milieu intestinal,
et par conséquent, une libération prolongée de 1’agent actif (Assaad ef al., 2011). La
pénétration des fluides SGF et SIF observée par RMN (Figure. 2.8), montre clairement
la différence d’hydratation et de diffusion des différentes matrices en fonction du

temps.
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Figure 2.7 Images RMN de comprimés placebo CMA (CMS), chitosane-400,
chitosane-700, 50% CMS :50% chitosane et PEC a differents moments. Les comprimés
etaient immergé 2h en SGF en suite transférés en SIF (Assaad et al., 2011)

Une autre stratégie d’amélioration des performances du CMA impliquait la formation
de complexe avec un lipide (lecithine). Elle avait été proposée comme un nouveau
modéle d’excipient pour le relargage ciblant le colon (Friciu ef al., 2013). Le but était
d’augmenter 1’hydrophobicité de la matrice afin de diminuer le degré d’hydratation du
complexe. L’hypothése est que la complexation CMA/Lecithine se fait via inclusion
des chaines dialkyliques dans la lumiéere des hélices V et par des liaisons ioniques et
hydrophobiques des chaines restantes (Figure 2.8). Cette matrice avait permis de

controler la libération de mesalamine jusqu'a 12 heures (Friciu et al., 2013).
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Figure 2.8 Schéma hypothétique du complexe CMS/Lecithine. (Friciu et al., 2013).

Plus récemment, & la lumiére de ces résultats, un amidon ampholytique AE-CM-St
(aminoéthylcarboxyméthylstarch) était proposé pour la premiere fois comme excipient
pour des formulations contenant des PAs hautement solubles (cas de metformine)
(Sakeer et al., 2017a). Les profils de dissolution in vitro de metformine en comprimés
chargés a 60% montrent une libération soutenue et linéaire du principe actif jusqu'a 8
heures. Ce résultat était pergu comme positif étant donnée la nature extrémement

soluble (300 mg/mL) de la metformine (Sakeer et al., 2017a).
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2.4  Amidon ampholytique

Un composé ampholytique est un produit portant simultanément des groupements
cationiques et des groupements anioniques lui permettant de se comporter comme un
acide ou une base selon les conditions chimiques et le pH du milieu. L’amidon
ampholytique est modifié par substitution des -OH par des groupes fonctionnels a
charge positive (amine) et a charge négative (CM); cela procure une stabilité potentielle
aux polymeres par liaison ioniques. Les caractéristiques de 1’amidon ampholytique
varient en fonction des groupes greffés sur la chaine (Peng, H. ef al., 2016), comme
I’ammonium quaternaire et CM (Shimei et al., 2006), ammonium quaternaire et
succinates (Lekniute er al., 2013), aminoéthyl et CM (Sakeer et al, 2017a) ou
ammonium quaternaire et groupements phosphates (Lin ef al., 2012; Peng, H. et al.,
2016). L’ordre de substitution des groupements sur le polysaccharide (Sakeer et al.,
2018) et le degré de substitution (Shimei et al., 2006) influencent aussi la structure et
les fonctions du polymére. L’amidon ampholytique est utilis¢ comme agent floculant
pour le traitement des eaux usées par élimination des métaux lourds et des particules
colloidales (Lin ef al., 2012; Peng, G. et al., 2008; Peng, H. et al., 2016). 11 offre, grace
a son caractere amphoteére, un meilleur effet floculant comparé aux amidons anioniques
ou non charggés et il se lie efficacement aux matiéres organiques et inorganiques (Zhu
et al., 2012). Ce type de dérivé est aussi utilisé dans le domaine des textiles, papeterie
et I’emballage comme agent liant ou produit adhésif (Shimei et al., 2006). Plus
récemment, des travaux du laboratoire du professeur Mateescu ont porté sur
1’utilisation de ce type d’amidon comme excipient pour les libérations contrblées de
petites molécules hautement solubles (Sakeer et al., 2017a) ou a charge élevée en
principe actif (Sakeer ef al., 2018; Sakeer et al., 2017a).



CHAPITRE III

PRESENTATION DU PROJET

3.1  Concepts du projet

L’amidon est un polymére naturel, biocompatible et biodégradable agréé par la FDA
comme excipient pharmaceutique. Ses groupements hydroxyles offrent
d’innombrables possibilités de modification (réticulation, substitution), procurant ainsi
de nouvelles propriétés aux dérivés selon la nature chimique, la charge, la masse
moléculaire des groupements utilisés ainsi que le degré de substitution de ’amidon.
Plusieurs études du laboratoire du Professeur Mateescu ont porté sur le
carboxyméthyleamidon (CMA) comme excipient pour des systémes gastro-résistants,
a libérations ciblées ou contrélées en SGF et SIF. Cependant, une fois en SIF, le CMA
se déprotone, ce qui provoque I’hydratation de la matrice et la libération du principe
actif (PA). Nos études avaient porté sur 1’utilisation de d’amidon ampholytique comme
excipient pour les libérations contrdlées des petites molécules hautement solubles
(Sakeer et al., 2017a) ou a charge élevée en principe actif (Sakeer ef al., 2018). Les
résultats obtenus avaient montré que 1’ordre d’ajout des groupements fonctionnels
régulait la structure finale du dérivé. L’amine primaire étant réactionnelle, pouvait
interagir avec d’autres groupements aminoéthyles libres afin de former des
dendriméres (structures ramifiées) ou des structures a chaines linéaires (Sakeer et al.,
2018). De ce fait, ce projet portera sur la synthése d’un nouveau dérivé ampholytique
de I’amidon : TMACMA portant simultanément un groupement anionique CM et un

groupement cationique non réactif TMA. Théoriquement, il serait peu probable d’avoir
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des structures secondaires (dendrimeériques ou a chaines liniaires) & partir des
groupements triméthylamine non réactifs (Sakeer ef al., 2018). Le projet portera aussi
sur la synthése d’un dérivé cationique : TMAA, et d’un dérivé anionique : CMA. Les
TMA et CMA peuvent étre mélangés directement : TMAA:CMA (DM) ou par
pulvérisation « spray drying » TMAA-CMA (SD). Les produits obtenus ont été testés
comme excipients & libération contrdlée des quatre traceurs: acétaminophéne,
mesalamine, naproxéne et aténolol a charge élevée (60%) et trés élevée (80%) en PA.

Les profils de libération ont été obtenus par des tests de dissolution in vitro.
3.2  Objectifs du projet

- Synthése et caractérisation des différents dérivés d’amidon.

- Etude in vitro des temps de libération générés par chaque excipient avec quatre
traceurs possédant différentes solubilités en SGF et SIF et 1’analyse des profils
de libération.

- Evaluation du potentiel de chacun des dérivés pouvant étre employé comme
excipient a libération contrdlée des agents actifs & haute charge.

-  Comparaison des comportements des différents dérivés selon leurs
compositions et leurs méthodes de syntheése.

- Observation de I’impact des différents ratios excipient/PA sur le comportement

des matrices.

3.3  Hypothéses

- La présence simultanée des charges opposées sur les mémes chaines ou des
chaines adjacentes, pourrait stabiliser la structure et contréler la libération des
PAs,

- L’organisation des chaines polysaccharidiques pourrait changer selon la
méthode de synthése et la nature des milieux utilisés sous I’influence des forces

électrostatiques.
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- Les ratios polymeére/PA pourraient influencer le comportement des matrices
obtenues.
- Les interactions polymere/PA et polymeére/polymére pourraient aussi

augmenter la stabilité¢ du complexe et prolonger le temps de libération.
3.4  Meéthodologie

La premiere étape fut la synthése du CMA, du TMA, et du TMACMA en milieu aqueux.
Cette étape de gélatinisation en milieu alcalin & partir d’amidon natif (Hylon VII) a été
suivie d’une substitution au niveau des -OH par SMCA, GTMAC ou les deux en méme
temps afin d’obtenir CMA, TMA, ou TMACMA respectivement. Un lavage suivi d’un

séchage a 1’acétone ont été réalisés pour obtenir des produits finaux poudreux et secs.

& " H,0 - - NaOH SM Y i bl B
Amidon natif — > Amidon dissous —————— Amidon gélatinisé
60-70°C 60-70°C

GTMAC
Gélatinisation 60-70°C

[ Fonctionnalisation J

CH;COOH
TMACMA (suspension) #——TMACMA (suspension)

MeOH/Eau

TMACMA (suspension)

Acétone

| TMACMA (poudre) |

Figure 3.1 Les étapes de synthése de I’amidon ampholytique : TMACMA.

Afin d’étudier I’impact de la méthode de synthese d’un polyelectrolyte, deux mélanges
de TMA et CMA étaient réalisés. 1/ Des quantités équivalentes de TMA et CMA ont
été dissoutes dans 1’eau pour étre ensuite séchées par pulvérisation « spray drying » a

haute température pour obtenir le TMAA-CMA (SD). 2/ Des quantités équivalentes de
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TMA et CMA ont été directement homogénéisées a sec pour obtenir TMAA:CMA
(DM).

Pour réaliser des études de dissolution in vitro, quatre traceurs ont été sélectionnés
selon leur solubilité et leur classification SCB (Systtme de Classification
Biopharmaceutique) : I’acétaminophéne (classe I), le naproxen (classe II), 1’aténolol
(classe III), et la mésalamine (classe IV). Il y’a un intérét pour des formulations a
libération controlée des analgésiques et des AINS, & cause de leurs effets secondaires
si le dosage n’est pas controlé. Les AINS partagent globalement les mémes effets
secondaires indésirables qui sont fortement liés & la dose administrée, 1’état du malade,
la voie d’administration, les produits alimentaires ou médicamenteux associés
(Takeuchi et Satoh, 2015). Des comprimés monolithiques ont €té obtenus par
compression directe des mélanges homogénes de chaque dérivé avec un seul traceur,
soit a dose élevée (60%), soit trés élevée en PA (80%) pour 40% ou 20% d’excipients
respectivement. Des tests de dissolution selon les recommandations USP ont été
réalisés ; pour cela, les comprimés ont été¢ immergés durant 2h en SGF suivi d’un

transfert direct en SIF.

Les courbes de libération des PAs en fonction du temps ont €té obtenues par mesure
spectrophotométrique des absorbances. Les profils de libération des différents dérivés
et traceurs ont été analysés selon la linéarité du profil, 1a sensibilité au changement du
pH, el le temps de rétention du PA pour estimer le potentiel de chacun des dérivés

d’amidon d’étre utilisé comme excipient a libération contrdlée des agents actifs.
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CHAPITRE IV

COMPOSES D’AMIDON POLYELECTROLYTIQUE UTILISES COMME
MATRICES POUR LA LIBERATION CONTROLEE DES MEDICAMENTS

Contribution de I’auteur principal et des co-auteurs

Auteur principal: M. Nassim Benyerbah, était responsable de la rédaction du corps du
manuscrit et de toutes les parties expérimentales, de toutes les parties principales de
l'article, la préparation du protocol, le traitement des resultats et de la recherche

bibliographique.

Premier coauteur: Dr. Pompilia Ispas-Szabo, a supervisé le projet et a participé a la la

révision du manuscrit.

Deuxiéme coauteur: Dr. Khaleel Sakeer, a participé a la syntheése des polymeéres et a la

révision du manuscrit.

Troisiéme coauteur: Pr Daniel Chapdelaine, a participé a la caractérisation et a

I’interprétation de certains résultats (degré de substitution).

Quatriéme coauteur: Pr Mircea Alexandru Mateescu, directeur du projet, etait chargé
de superviser toutes les activités scientifiques et de fournir les instructions requises
concernant toutes les parties expérimentales du projet et les interprétations des résultats

obtenus.

* Le manuscrit a ét€¢ soumis au journal « Pharmaceutics ». 1l est actuellement en

revision.
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Amidon ampholytique et polyelectrolytique comme matrices pour la libération
contrdlée des médicaments

Nassim Benyerbah'-2, Pompilia Ispas-Szabo'-?, Khalil Sakeer!?, Daniel Chapdelaine’,
Mircea Alexandru Mateescu "

! Département de Chimie, Université du Québec & Montréal, C.P. 8888, Succ. A,
Montréal (Québec) H3C 3P8, Canada
2 Chaire de recherche sur les dysfonctions entériques “Allerdys” et centres
CERMO-FC.

Résume

Le potentiel des composés polyampholytiques et polyélectrolytiques d'amidon en tant
qu'excipients pour la libération contrdlée des principes actifs (PA) a été étudié avec des
traceurs différant en terme de solubilité¢ et de perméabilité. L’amidon ampholytique
triméthylamine carboxyméthyle (TMACMA) portant simultanément des groupes
cationiques triméthylaminehydroxypropyle (TMA) et des groupes carboxyméthyle
(CM) anioniques, a €té obtenu en une étape par synthése en milieu aqueux. En outre,
les poudres de triméthylamine amidon (TMAA) et de carboxyméthyleamidon (CMA)
ont été synthétisées séparément puis homogénéisées a des ratios égaux en phase liquide
et séchées par pulvérisation pour obtenir des complexes polyélectrolytiques TMAA-
CMA (SD). De méme, des quantités égales de poudres de TMAA et de CMA ont été
mélangées a sec pour obtenir le TMAA:CMA (DM). Des comprimés monolithiques
ont été obtenus par compression directe des mélanges excipient/PA contenant 60% ou
80% de PA. Les tests de dissolution in vitro ont montré que les produits, ampholytique
(TMACMA) et co-procéssé TMAA-CMA (SD) en présence des traceurs sélectionnés
(un de chaque classe du Systéme de Classification Biopharmaceutique SCB) étaient en
mesure de contréler la libération des PAs méme a des teneurs trés élevées (80 %). 11
était intéressant de noter que quelle que soit la procédure de préparation, les dérivés
des matériaux polyampholytiques et polyélectrolytiques d’amidon manifestent des
comportements similaires et générent une stabilisation des comprimés par des
interactions électrostatiques. Il a été conclu que la présence de charges opposées situées
a des distances suffisantes pouvait avoir une incidence sur 1’organisation des chaines
polymériques et implicitement sur le contrdle de la libération des principes actifs.

Mots-clés: amidon polyampholytique, amidon polyélectrolytique, stabilisation
électrostatique, teneur élevée, systtmes de libération contrdlée, séchage par
pulvérisation.

* Auteur correspondant : mateescu.m-alexandru@uqam.ca (M.A. Mateescu).
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Ampholytic and Polyelectrolytic starch as matrices for controlled drug
delivery

Nassim Benyerbah!~, Pompilia Ispas-Szabo!-?, Khalil Sakeer'-?, Daniel Chapdelaine’,
Mircea Alexandru Mateescu!*

! Department of Chemistry and Pharmagam Center, Université du Québec a2 Montréal,
C.P. 8888, Branch A, Montréal (Québec) H3C 3P8, Canada.
2 Research Chair in Enteric Dysfonctions “Allerdys” and CERMO-FC Centers.

Abstract

The potential of the polyampholytic and polyelectrolytic starch compounds as
excipients for drug controlled release was investigated using various tracers differing
in terms of solubility and permeability. Ampholytic
trimethylaminecarboxymethylstarch (TMACMS) simultaneously carrying a
trimethylaminehydroxypropyl (TMA) cationic groups and carboxymethyl (CM)
anionic groups was obtained in one step synthesis in aqueous media. Also,
trimethylaminestarch (TMAS) and carboxymethylstarch (CMS) powders were
synthesized separately and then homogenized at equal proportions for co-processing in
liquid phase by spray drying (SD) to obtain polyelectrolytic complexes TMAS-CMS
(SD). Similarly, equal amounts of TMAS and CMS powders were dry mixed (DM) to
obtain TMAS:CMS (DM). Monolithic tablets were obtained by direct compression of
excipient/API mixes with 60% or 80% drug loads. The in vitro dissolution tests showed
that ampholytic (TMACMS) and co-processed TMAS-CMS (SD) with selected tracers
(one from each class of Biopharmaceutical Classification System - BCS), were able to
control the release even at very high loading (80%). In conclusion, irrespective of
preparation procedure, polyampholytic and polyelectrolytic starch materials exhibited
similar behaviours and generated stabilisation of tablets by electrostatic interactions.
The presence of opposite charges located at adequate distances may impact the
polymeric chain organisation, their self-assembling and, implicitly the control of drug
release.

Keywords: polyampholytic starch, polyelectrolytic starch, electrostatic stabilization,
high drug loading, drug controlled release, spray drying.
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4.1 Introduction

Oral solid dosages (i.e. tablets, capsules) have always been among the most studied
galenic forms in pharmaceutical development. The interest in modifying their release
led to sustained investigation efforts aimed to develop new technologies, formulas or
devices to control the release of the assets. The expectations and, in a large measure,
the achievements of drug delivery systems (DDS) were to optimize the treatments by
administering precise doses (avoid under/overdose) (Park, S. et al., 2018), targeting the
areas affected and improving the patient compliance (Ispas-Szabo et al., 2016; Sun et
al., 2018). Orally Controlled Release Systems (OCRS) can be obtained by: osmotic
delivery systems (Keraliya et al., 2012; Missaghi et al., 2014), porous structured
materials (Son et al., 2011), tablets coating (Maroni, A. ef al., 2013; Yang, Y. et al.,
2018), and controlled release from monolithic matrices (using functional
excipients )(Mateescu et al., 2015). Such excipients may be synthetic (i.e.
plycarbonates, polyesters, polyamides) (Debotton et Dahan, 2017), or based on natural
products (i.e. chitosan, cellulose, starch) able to modify the time of release of active
ingredients in the digestive tract (Hong, Y. ef al., 2016). Starch is one of the most
studied biopolymers known for its biocompatibility, biodegradability and abundant
sources as well as for the different possibilities of modification (i.e. substitution,
reticulation) offered by its hydroxyl groups (-OH) (Minaev ef al., 2016). Starch and its
derivatives are largely used as excipients for dry galenic formulation (Debotton et
Dahan, 2017). Starch was often modified in order to modulate its physicochemical
properties. Crosslinked starch (Contramid®) was commercialized either as matrix for
controlled release of active pharmaceutical agent (API) (Mateescu et al., 1995) and, at
different crosslinking degrees , as binder and disintegrant (Liamid®) (Cartilier et al.,
1997). Despite their similar backbone, their respective degrees of crosslinking
influence the organization of chains conducting to different behavior in the drug release
(Ispas-Szabo et al., 2000). Functionalized starch by substitution of -OH as starch
acetate (SAc), aminoethyl starch (AES) or carboxymethyl starch (CMS) excipients
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have different features depending on their chemical nature (Calinescu et al., 2005;
Ispas-Szabo et al., 2016). The CMS obtained by etherification of high amylose starch
with sodium monochloroacetate, has been extensively studied for biomedical
applications (Blemur ef al., 2016; Calinescu et al., 2012; Friciu et al., 2013; Nabais et
Leclair, 2014; Wang, X. et al., 2017b). Its self-assembling by non-covalent inter and
intra-molecular ionic and hydrogen interactions between the carbohydrates chains
conducted to new structural conformations and more complex organization (Mateescu
et al., 2015). CMS has a pH-dependent character that offers protection by
protonation/deprotonation phenomena (Ispas-Szabo et al., 2016). This behavior
allowed the use of CMS as matrix for bioactive agents (Ispas-Szabo et al., 2016) such
as enzymes (Calinescu et al, 2012; Massicotte et al., 2008), microorganisms
(Calinescu et al., 2005) and probiotics for intestinal delivery (Calinescu et Mateescu,
2008). Generally, the starch derivatives can be synthesized either in organic or
inorganic media. The drying step can be carried out by precipitation
(methanol/acetone), lyophilization or spray drying. A correlation between the DS, the
drying method and the physicochemical properties of the CMS it was previously shown
(Lemieux et al., 2010). The CMS was co-processed with other polymers such as
chitosan (Subramanian et al., 2014) to generate polyelectrolyte complexes (PEC).
Differently to PECs, ampholytic starch derivatives are simultaneously carrying two
types of functional groups of opposite charges on the carbohydrate chains (Sakeer et
al., 2018). There are few applications of such derivatives as flocculating agents for
water treatment (Lin et al., 2012; Peng, H. et al., 2016) or in textile and paper industry
(Peng, H. et al., 2016). Ampholytic starch was described with quaternary ammonium
and phosphate groups (Peng, H. et al., 2016) or carboxymethyl groups (Shimei et al.,
2006), or succinate (Lekniute et al., 2013). Another starch material with aminoethyl
and carboxymethyl groups (CMAESt) was apparently the first ampholytic starch as
excipient in drug controlled release systems (Sakeer et al., 2018; Sakeer et al., 2017a).
From monolithic tablets with 60% Active Principle Ingredient (API) loading, the

results showed a good impact of ionic interactions in stabilization of polysaccharide
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chains. In the present study, a new form of ampholytic starch was investigated. This
new derivative carries quaternary amine and carboxymethyl groups. It was synthesized
by the simultaneous starch treatment with glycidyltrimethylammonium chloride and
sodium chloroacetate to obtain trimethylamine hydroxypropyl carboxymethyl starch
(TMACMS). Separately, starch derivatives carrying only cationic groups:
trimethylamine hydroxypropyl starch (TMAS) or anionic groups: carboxymethyl
starch (CMS) were also synthesized. For a better understanding of mechanisms
governing the drug release from these new types of starch derivatives, the impact of
physical processing into the drug release of selected active molecules was also explored.
Thus, the anionic and the cationic starch derivatives were mixed by two different
methods to obtain polyelectrolytes: 1) co-processing by spray drying (SD) of the
aqueous mixtures of TMAS and CMS to obtain polyelectrolyte complexes abbreviated
as TMA-CMS (SD) or 2) by dry mixture (DM) of powders of each compound at room
temperature, abbreviated as TMA-CMS (DM). All derivatives were structurally
characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction
(DRX), thermogravimetric analysis (TGA), scanning electron microscopy (SEM) as
well as by micromeritic studies. All new products were used as excipients to prepare
monolithic tablets with model active molecules having different solubilities and ionic

charges.

4.2 Materials

High amylose starch (Hylon VII) was supplied by National Starch/ Ingredion
(Westchester, IL, USA). Mesalamine (pharmaceutical grade) was obtained from
PharmaZell (Raubling, Germany). Naproxen and atenolol were purchased from Sigma-
Aldrich (Canada). Sodium monochloroacetate (SMCA) was from Sigma-Aldrich
(Germany). Glycidyltrimethylammonium chloride (GTMAC) and acetaminophen
were from Sigma-Aldrich (USA).
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43 Methods

Synthesis of starch derivatives

The aim of synthesis was to obtain three excipients based on modified starch: two
polyelectrolyte starch derivatives carrying carboxylic groups —COO" (CMS) with
negative overall charges or carrying quaternary amine groups —N*(CH3z)3 (TMAS) with
positive overall charges. The polyelectrolytic complexes were produced by i) co-
processing by spray drying (SD). ii) homogenization of powders by direct physical
mixing (DM). ii) the third product was: TMACMS, an ampholytic starch carrying
carboxylic groups (CM) and quaternary amine groups (TMA) on the same starch
backbone synthesized in one step chemical process by adding simultaneously SMCA
and GTMAC to the gelatinized starch. To synthesize polyelectrolytic complexes, CMS
and TMAS were prepared separately using almost the same steps as in previous
described by Sakeer et al (Sakeer et al., 2017b). slightly modified as follows: 25 g of
native starch (Hylon VII) was dispersed in 200 mL of distilled water under stirring and
300 mL of 5SM NaOH were added continuing the stirring for 1h to obtain a gelatinized
starch. Then an amount of 18.75 g of SMCA, rapidly dissolved in a minimal water
volume was added to prepare CMS. In the same conditions, a volume of 24.4 mL of
GTMAC was added to the gelatinized starch to obtain TMAS. The reaction was
continued under stirring at 60 °C for 1h. In both cases the solution was cooled down
rapidly until 4 °C and the pH was decreased until 7 with glacial acetic acid. Each
modified starch was precipitated with a solution methanol:distilled water (70:30 v/v)
and washed by decantation with the same solution until the preparation had a
conductivity lower than 100 uS/cm. The slurry was then washed by filtration with pure
acetone for final drying under vacuum. The obtained CMS and TMAS powders were
left overnight at room temperature and then sieved to retain particles smaller 300 pm.
Ampholytic starch TMACMS was prepared by the chemical process as previously
described by Sakeer et al (Sakeer et al., 2017a). Briefly, same amounts of SMCA and
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GTMAC were simultaneously added to gelatinized starch under continuous stirring at
60 -70 °C for 1h. The solution was cooled down and pH was decreased to 7 with glacial
acetic acid. Modified starch was precipitated with a solution methanol:distilled water
(70:30 v/v) and washed by decantation with the same solution until the preparation had
a conductivity lower than 100 pS/cm. The slurry was then washed by filtration with
pure acetone for final drying under vacuum. The powder was left overnight at room
temperature and only particles smaller than 300 um were retained after sieving. The
polyelectrolyte TMAS-CMS (SD) was obtained separately: 10 g of CMS were
completely dissolved in 1L distilled water (solution 1). Separately, 10 g of TMAS was
completely dissolved in 1L distilled water (solution 2). Solutions 1 and 2 were mixed
and spray drayed (Buchi mini spray dryer B-290, Switzerland) at 200 °C. The obtained
TMAS-CMS (SD) powder was left overnight in an oven at 40 °C to eliminate all
humidity. The polyelectrolyte blend TMAS:CMS (DM) was obtained by direct mixing

of powders (50:50 w/w) for homogenization.
Degree of substitution (DS)

Degree of substitution at level of -OH by carboxymethyl group (DScoo-) of CMS was
determined by back titration. An amount of 200 mg of polymer was solubilized in 20
mL of NaOH (0.05 M) and the excess of NaOH (unreacted with carboxylic groups)
was titrated by HCl (0.05 M). Color change of indicator phenolphthalein was
determined as the equivalence point. 20 mL of NaOH (0.05 M) was also titrated and
used as blank. All the titrations were done in triplicate. The DScoo- Was obtained by

calculating the amount of carboxylic groups as follows:
X =V — V) XCyar

162X

DScoo- = —5gx
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Where V5 and Vs are the volumes (L) of HCI (0.05 M) for titration of blank and samples
respectively; Cuc is the concentration of HC1 (mol/L); 162 (g/mol) molecular weight
of one glucose unit; 58 (g/mol) is the increase in the weight of one glucose unit after
substitution of hydroxyl group by carboxymethyl group, and m (g): mass of dry
powders. The degree of substitution of hydroxyl group by trimethyl amine group (DS
N'(cr3p) of TMAS and TMACMS were calculated by elemental analysis. Results were

given by percentage of molecular mass for each element.

Fourier transform infrared (FT-IR)

FTIR spectra of Hylon VII, CMS, TMAS, and polyelectrolytic starch powders were
recorded by a Thermo Scientific, Nicolet 6700 / Smart iTR (Madison, WI, USA) using
a diamond crystal with 64 scans/ min at 4 cm™ resolution in the spectral region (4000-
500 cm™).

X-ray Diffraction

The polymorphism of powders was evaluated by X-ray diffractometry using a Bruker,
D8 Advance, (Munich, Germany) device. A Cobalt cathode (Cu Ka) was used in
reflectance mode with wavelength of 1.789 A and a scanning rate of 0.05 °/min. All
patterns were analyzed through a 26 range of 5-50 degrees. EVA software was used
for X-ray diffraction spectra treatments.

Zeta potential (£)

The zeta potential of polymers was measured by ZetaPlus/BI-PALS (Brookhaven
Instrument Corp, Holtsville, NY, USA). Polymers were dissolved (0.01 % w/v) in
nonopure water. The analysis of particle surface charges was carried-out at 25 °C using

1 mL of suspension. Measurements were done in triplicates.
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pH determination

A Cole-Parmer PC200S pH/mV/Cond (Chicago, IL, USA) was used to measure the pH
of sample suspension (polymer: nanopure water 2.5% w/v) at room temperature. All

measurements were done in triplicates.

Scanning electron microscopy (SEM)

The morphology of powders of native starch (Hylon VII) and of starch derivatives was
investigated using a Hitachi (S-4300SE/N) scanning electron microscopy with variable
pressure (Hitachi High Technologies America, Pleasanton, CA, USA). Powder samples
were put on a support covered by a double-sided carbon tape and sputter-coated with

gold. The magnification was 100x and 1000x for all samples using.

Thermogravimetric analyses (TGA)

The weight loss depending on the variation of temperature was measured by a Q500
TGA Thermogravimeter (TA Instruments, DE, USA) between 30 and 900 °C at 10 °C
/ min in a nitrogen atmosphere at 100 mL / min, using a small amount of powders filed
on a platinum crucible. The analysis was carried out until the complete disappearance

of the samples. “TRIOS” software was used for treatment of results.

Micromeritic analyses

Micrometric tests are used to study physicochemical properties of the obtained powders;
they have been carried out according to USP recommendations using a Tap Density
Tester (Vankel, Varian, NC, USA). The powders characteristics were studied using
<1174> USP (USP, 2015) method and the following parameters:
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angle of repose (O) using the fixed funnel method (Ileleji et Zhou, 2008) and it was

calculated using the equation:

h
0 =tan™? (—)
r

Where A, height; 7, ray.

The powder was poured into a funnel fixed 2 cm from a flat surface. The passage of
the powder formed a cone. “r” is the ray of the base and “A” is the height of the cone
(2 cm). Compressibility index (CI) and Hausner’s factor (HF) values were obtained
according to the < 616 > USP (USP, 2015) by measuring tapped density (ptab) and
bulk density (pbuik). Briefly, a known mass of powder is placed in a graduated cylinder,
the corresponding volume (mL) is noted. The ratio mass (g) volume (mL) is called bulk
density which represents the density of a powder including the spaces between the
particles. Tapped density was obtained by tapping the same cylinder using Tap Density
Tester (Vankel, Varian, NC, USA) until having a new volume of powder (elimination
of space between the particles). Tapped density was represented by ratio mass

(g):volume (mL). CI and HF was calculated as follows:

cl = Ptab — Ppuik % 100
Ptab

HF = Ptab

Ppuik
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Preparation of tablets

To determine swelling, fluid uptake and erosion, drug-free tablets (placebos) were
prepared. CMS, TMAS, and polyelectrolytic or ampholytic starch powders were
directly compressed (2.5 T/cm?) using flat-faced punches with 12.9 mm diameter
(Carver hydraulic press, C 3912 Hydraulic Cylinder. Wabash, IN, USA) to obtain
monolithic round tablets. For in vitro dissolution assays, the same excipients were used
to prepare 12.9 mm diameter monolithic tablets with two different loadings. For
acetaminophen or naproxen, 500 mg of API powders were homogenized with 333 mg
or 125 mg of powdered polymers to obtain respectively 60% and 80% API loaded
tablets. For mesalamine, 400 mg of API were homogenously mixed with 267 mg or
100 mg of polymers to obtain respectively 60% and 80% API loaded tablets. For
atenolol, 9 mm flat-faced punch was used because of the small amount of powder: 200
mg of API powders were homogenized with 133 mg or 50 mg of powdered polymers
to obtain respectively 60% and 80% atenolol loaded tablets.

Determination of swelling, fluid uptake and erosion

Drug-free tablets have been used to investigate the behavior of starch compounds in
simulated biological fluids: simulated gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid
(SIF). First, dry tablets were weighed (W) and their diameter and thickness were
measured. Then they were immersed in 40 mL of SGF (pH 1.2) and submitted to
rotation at 50 rpm (Glas-Col rotator, Terre Haute, IN, USA) for 2h. The tablets were
then transferred in 40 mL SIF (pH 6.8) and submitted to rotation at 50 rpm. After every
2h, tablets were withdrawn and weighed at time t (W}), diameters and thickness were
also measured. Finally, tablets were placed in an oven at 40 °C for 48h to obtain

completely dry tablets (Wy).

Fluid uptake equation: % Weight change = %X 100

L



S0

: : A Wy-W
Degree of erosion equation: % Erosion = ——1W—fX 100
1

Where Wi, weight of dry tablets; Wy, weight of tablets at time t; Wy, final weight of
tablets.

In vitro dissolution tests

In vitro drug release tests have been done following USP requirements for all active
agents using a Distek dissolution system 2100A (Markham, On, Ca) as USP paddle
apparatus II. Acetaminophen tablets (60% and 80 % loading) were immersed in 900
mL SGF at 50 rpm for 2h and then transferred in 900 mL SIF at 50 rpm. At a
predetermined sampling interval (1h), volumes of 3 mL were withdrawn and filtered
before spectrophotometric reading at A24snm. Mesalamine tablets (60% and 80 %
loading) were immersed in 500 mL SGF at 100 rpm for 2h and then transferred in 900
mL SIF at 50 rpm. At a predetermined sampling interval, volumes of 3 mL were
withdrawn and filtered before spectrophotometric reading in SGF at A3oonm and in SIF
at A33onm. Naproxen and atenolol tablets (60% and 80 % loading) were immersed in 900
mL SGF at 50 rpm for 2h and then transferred in 900 mL SIF at 50 rpm. At a
predetermined sampling interval, volumes of 3 mL were withdrawn and filtered before
spectrophotometric reading in SGF at A224nm for naproxen and A22s5nm for atenolol, and
in SIF at A232 nm for naproxen and A22snm for atenolol. For each analysis, volumes taken
were immediately replaced. After each sampling, an equivalent volume (3mL) of
dissolution medium was added to the dissolution cell. Standard curves of each drug

were used to determine the concentrations of released drugs.
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44  Results
Structural properties

The degree of substitution (DS), which represents the average number of hydroxyl
groups substituted with anionic functional groups (DSceo-) or with cationic groups
(DSN"(cH33) per glucose unit, was determined by back titration and elemental analysis.
The DScoo- was 0.113 for CMS and 0.097 for TMACMS. The DSn*(ch3)3 was 0.195 for
TMAS and 0.160 for TMACMS. Solutions of 2.5 % in distilled water were prepared
for the measurement of pH, the results obtained were: 6.70 for CMS, 7.01 for TMAS,
7.24 for TMACMS, 6.76 for TMAS-CMS (SD), and 7.11 for TMAS:CMS (DM). The
zeta potential (§) for CMS was { = -36.44 mV and for TMAS was { = +30.20 mV. The
bifunctional starch TMACMS had { =+17.26 mV. The zeta potential of TMAS-CMS
(SD) and of TMAS:CMS (DM) was -26.28 mV and -32.42 mV respectively.

Fourier transform infrared (FT-IR)

The FTIR of CMS is characterized by two specific bands at 1589 and 1415 cm™! (Figure
4.1). For TMAS, a new band at 1553 cm™! and a shoulder at 1476 cm™! are detected
compared with FTIR spectrum of Hylon VII. Bands at 3331 cm™', 2980 cm™!, 1089 cm™
! and at 1000 cm™ were common for native starch and all derivatives. The FTIR of
ampholytic starch TMACMS spectrum shows bands at 1553 cm™ and at 1415 cm™!
(Figure 4.1).
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Figure 4.1: FTIR spectra of native starch (black), TMAS (pink), CMS (green) and of
TMACMS (red).

X-ray diffraction analysis

The X-ray diffraction carried out on powders of Hylon VII and of obtained starch
compounds are shown on figure 4.2. Hylon VII presents peaks at 17.09°, 22.13°,
23.52°, 24.08°, 12.9°, and at 19.89°. The spectra of TMAS, CMS, TMACMS
derivatives and of compounds TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) showed only
two broader major peaks at 12.91°, 19.89°.
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Figure 4.2: X-ray diffraction patterns of native starch (Hylon VII), and of CMS.
TMAS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) starch products.

Thermogravimetric analyses (TGA)

The thermal decomposition of native starch and of its derivatives was studied by
thermogravimetric analysis (Figure 4.3) in range of 30-700 °C. A first limited loss of
mass between 60-120 °C was observed for all samples. The second sharp
decomposition was found below 350 °C followed by the last stage between 350-500 °C.
Native starch exhibited the highest decomposition temperature (TD) 327 °C while
CMS (287 °C), TMACMS (291 °C), TMAS-CMS (SD) (287 °C) and TMAS:CMS
(DM) (292 °C) display neighboring TD.
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Figure 4.3: Thermogravimetric patterns of Hylon VII , CMS, TMAS, TMACMS.
TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM).

Scanning electron microscopy (SEM)

Morphologies of native starch and of compounds were investigated by scanning
electron microscopy (SEM) at three magnifications and some significant differences
were observed (Figure 4.4). The native starch is formed by well distinct smooth
granules of different sizes in irregular round or oval shapes. Differently, CMS, TMAS,
TMACMS and TMAS:CMS (DM) have similar structures forming aggregates with a
homogeneous overall appearance. The TMAS-CMS (SD) particles are multi-concave
spheres of 1-10 um with a smooth surface and are well distinct clusters compared to

the other derivatives.
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Figure 4.4: Scanning electron microscopy images of native starch, CMS, TMAS,
TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) at magnifications x500, x1000
and x2000.

Micromeritic analyses

Considering that the new derivatives are proposed as excipients for monolithic tablets,
it was useful to evaluate micromeritic properties (Table 4.1): Hausner factor (HF),
compressibility index (CI), and angle of repose (0), which are directly related with
flowability of powders. These parameters are dependent on the size, shape and rugosity
of the grain surface (Sakeer et al., 2018). The angle of repose, also called the angle of
friction, was found between 27-38.2 ° for all derivatives. TMAS-CMS (SD) had the
greatest angle of repose 38.2°. HF was between 1.2-1.4 for all compounds and CI was
between 9.5 and 30.5.
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Table 4.1: Micromeritic properties of starch derivatives

Polymers HF CI (%) 6 (°)
CMS 1.3 26.3 27
TMAS 1.4 30.5 0.7
TMACMS 1.2 9.5 29.5
TMAS-CMS (SD) 1.3 21 38.2
TMAS:CMS (DM) 1.3 28 30.5

Fluid uptake, swelling and erosion

Placebo tablets were prepared by direct compression of TMAS, CMS, TMACMS,
TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) powders at 2.5 T/cm?. The tablets were
emerged in 40 mL of SGF for 2 hours and then transferred to 40 mL of SIF for 2 hours
(total: 2h SGF + 2h SIF) and for 4 hours (total: 2h SGF + 4h SIF), and results are shown
in Figure 4.5. The CMS tablets, after 2h in SGF, were eroded at 73 % which resulted
in a decrease of tablet’s diameter (-11 %) and thickness (-27 %) without fluid
absorption (Figure 4.6). After transfer to SIF, a rapid erosion was observed with a loss
of weight (97.7 %) after 4h and drastically size decreased (diameter -86.5% and
thickness -93.2%). The tablet was completely disintegrated after 6h. TMAS displays
the most important fluid absorption compared to other derivatives. This phenomenon
was pH-independent. After 2h in SGF the fluid absorption (weight gain) was 305.6%
with bidirectional swelling (diameter +64.1 % and thickness +50.8 %).
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Figure 4.5: Photographs of placebo tablets of CMS, TMAS, TMACMS, TMAS-CMS
(SD) and TMAS:CMS (DM) at Oh (dried), 2h in SGF. 4h (2h SGF + 2h SIF) and 6h
(2h SGF + 4h SIF).

After transferring to SIF, the swelling continues unaffected by pH change, and the
tablet had burst after a massive fluid uptake (+482.5 % after 4h and +631.6 % after 6h).
The TMACMS had a fluid uptake of 275.4 % after 2h in SGF with diameter +23.1 %
and thickness +34.6 %, swelling and minor erosion (-8.3 %). The ampholytic starch
TMACMS allowed a good stability of weight and shape after transfer to SIF, with
moderate increase of diameter (+41.3 %), thickness (+39.6 %) and with a limited
erosion (-20.1 %) after 6h which reflects an independent pH behavior (Figure 4.6).
TMAS-CMS (SD) had the best stability in both SGF and SIF media with diameter had
remained stable during the 6 h of experience. The diameter was 204.4 % after 2h in

SFG and showed no significant change after SIF immersion
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Figure 4.6: (A) Erosion, diameter, and thickness changes of placebo tablets of CMS,
TMAS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) at Oh (dried), 2h in SGF,
4h (2h SGF + 2h SIF) and 6h (2h SGF + 4h SIF). (B) fluid uptake of placebo tablets of
CMS, TMAS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) at Oh (dried), 2h
in SGF, 4h (2h SGF + 2h SIF) and 6h (2h SGF + 4h SIF).

Absorption of fluids was proportional to changes in diameter of TMAS-CMS (SD)
tablet with +198.2% practically stable for 6h and an erosion of -21.3 % after 6h.
TMAS:CMS (DM) showed a gain of weight 307%, of diameter (+24.9 %) and of
thickness (+46.4 %) after 2h in SGF. In SIF, a fluid absorption of 477.6 % at 6h with
diameters (+40.1 %) and thickness (+41.6%) stability was observed (Figure 4.6).
TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) ensured tablet integrity after 6h
(2h SGF + 4h SIF). In SGF, a rapid swelling was found but once in SIF, TMACMS
and TMAS-CMS (SD) display a better stability than TMAS, CMS and TMAS:CMS
(DM).
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In vitro dissolution assays

In order to study the release profiles afforded by the new polyelectrolyte excipients,
four APIs (tracers) were selected (one for each BCS class) according to their
physicochemical properties. Acetaminophen (class I BCS) has a low sensitivity to the
ionic strengths of the medium and pH variations (same solubility in SGF and SIF: 20.3
mg / mL) (Lemieux, 2012; Sakeer ef al., 2018). Mesalamine (5-Aminosalicylic acid)
is a monohydroxybenzoic acid (class IV BCS) carrying an amine in position 5,
procuring a zwitterionic nature and an amphoteric behavior with three pKa values: 2.09,
5.26 and 13.64. It is more soluble in SGF (18.2 mg / mL) than in SIF (8.4 mg / mL)
(Friciu et al., 2013). Naproxen (class II BCS) is a chiral molecule derived from
propionic acid having a pKa 4.15 (Kasten et al., 2018). Atenolol (class III BCS) is an
isopropylamino-propanol derivative with a pKa 9.6. Monolithic tablets were obtained
by direct compression after mixing powders of TMAS, CMS, TMACMS, TMAS-CMS
(SD) or TMAS:CMS (DM) polymers, and one of the tracers. High loaded (60% API:
40% polymer) and very high loaded (80% API:20% polymer) tablets were obtained.
These tablets were dipped in SGF for 2 hours at 37 °C under controlled rotation with
sampling for quantification of drug concentration at every 1h. Then the tablets were
transferred in SIF at 37 °C. The obtained results are shown in Figure 4.7. The
dissolution profiles of acetaminophen from 60% tablets showed that TMACMS,
TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) prolong API release up to 24h with 91%,
82% and 80% release respectively (Figure 4.7). However, TMACMS was the only
polymer exhibiting pH-independent behavior and a linear sustained release profile in
SGF and SIF. Differently, the CMS and TMAS were not able to extend the release and
to provide linear profiles. For mesalamine (60%), all polymeric excipients, except
TMAS, provided a gastro-protection in SGF with less than 10% release of API (Figure
4.7). Once in SIF, only TMACMS and TMAS-CMS (SD) allowed linear profiles and
mesalamine controlled release with 71% and 77% respectively after 24h. TMAS:CMS

(DM) showed a faster release of mesalamine in SIF. For naproxen 60% all the polymers
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except CMS showed two stages of release: first, a limited release in SGF (8-17%) from
Oh to 2h followed by a controlled release in SIF (Figure 4.7). TMAS shows a complete
release after 24h, which was not the case for TMACMS (76.5%), TMAS-CMS (SD)
(72%) and TMAS:CMS (DM) (80%). Atenolol 60 % was completely released between
5h and 8h with the different excipients. In order to explore the limits of the novel
polymeric excipients and to understand the polymer-polymer and eventuality of API-
polymer interactions, dissolution tests were carried out under the same conditions using
very high loaded tablets (80% API and 20% excipient). The release profiles are shown
in Figure 4.7. Despite the very high loading (acetaminophen 80%) TMACMS, TMAS-
CMS (SD) displayed similar stable profiles, ensuring controlled release up to 24 hours:
92% and 95% respectively (Figure 4.7). Furthermore, the TMACMS, and TMAS-CMS
(SD) tablets with mesalamine 80% showed similar profiles to those of acetaminophen
with complete release after approximately 24h (Figure 4.7), whereas the CMS, TMAS
and TMAS:CMS (DM) presented complete release at 7h, 6h, and 10h respectively. For
naproxen, 80% TMACMS and TMAS-CMS (SD) presented nearly identical profiles
in SGF and SIF. Differently, TMAS:CMS (DM) and TMAS allowed a faster release in
SIF with 73% and 76.5% of drug released after 8h. A complete release of the naproxen
was observed with CMS after Sh (Figure 4.7). Release profiles of atenolol 80 % showed
a faster release compared to other APIs. Only TMACMS and TMAS-CMS (SD) were

able to extend the release until 6h.
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Figure 4.7 Release profiles of 60% (A) and of 80% (B) loaded tablets with:
acetaminophen (I), mesalamine (II), naproxen (III), atenolol (IV). The tablets were
immersed for 2 h in SGF and then transferred to SIF.
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4.5 Discussions

The degree of substitution (DScoo-) and (DSn"(cu3)3), pH and Zeta potential ({) were
determined. The pH values were close to neutral for all of derivatives. Zeta potential
values were in line with the theoretical expectations for CMS due to the presence of a
negatively charged CM groups, for TMAS due to the presence of a positively charged
TMA groups and for the bifunctional starch TMACMS probably due to the presence
of the two types of groups CM and TMA. On the other hand, unexpected negative
values observed with TMAS-CMS (SD) and of TMAS:CMS (DM) respectively, could
be due to a reorganization of the chains with the orientation of the -COO" polar groups

towards the surface contact with the liquid medium (Li, L. et al., 2014).

Fourier transform infrared (FT-IR)

The FTIR of CMS (Figure 4.1) is characterized by two specific bands at 1589 and 1415
cm™! attributed to stretching vibration of carboxylic -COO" groups (Assaad et al., 2012;
Ispas-Szabo et al., 2016). For FTIR spectrum of TMAS, the bands at 1553 cm™ and
the shoulder at 1476 cm™ could be ascribed to the vibration of methyl groups carried
by nitrogen -N*(cu3)3 (Shalini ef al., 2010; Yang, Z. et al., 2014). This may confirm the
grafting of the cationic (trimethylaminohydroxypropyl) group on the starch backbone
(Sekhavat Pour et al., 2015). For native starch and all derivatives, bands at 3331 cm™!
and 2980 cm™! correspond to —OH and —CH stretching vibrations, whereas bands at
1089 and 1000 cm™ were attributed to -CH-O-CHj stretching vibration (Ispas-Szabo
etal.,2016; Sakeer et al., 2017a). For TMACMS starch bands at 1553 cm ™' and at 1415
cm ™! may confirm a successful synthesis of ampholytic starch. The DS variations
would explain the observed difference in bands intensities (Assaad et Mateescu, 2010;
Hong, L. F. et al., 2015).
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X-ray diffraction analysis

The X-ray diffraction showed that the native starch has a more organized semi-
crystalline structure than those of compounds. The presence of double helix (B-type),
shown by specific peaks at 17.09°, 22.13°, 23.52°, 24.08°, corresponds to the
crystalline fraction of native starch (Mateescu et al., 2015). Diffractions at 12.9° and
at 19.89°correspond to the simple helical (V-type). The spectra of TMAS, CMS,
TMACMS derivatives and of compounds TMAS-CMS (SD) and of TMAS:CMS
(DM), showed lesser organization compared to Hylon VII, with an almost total
disappearance of crystalline zones (B-type) but with persistence of diffractions at
12.91°, 19.89° corresponding to V-type structures diffused in more amorphous zones
(Lenaerts et al., 2001). The loss of crystallinity compared to native starch is probably
related to starch disorganization by gelatinization in alkaline medium chitosan,
cellulose, starch) (Mateescu et al., 2015). Also, the grafting of the functional groups
CM, TMA (or both) may induce a reorganization (Mateescu et al., 2015). The pics of
TMACMS and of TMAS-CMS SD were broader than those of TMAS and of CMS
derivatives carrying only one type of ionic group on polymer chains; the same pattern
was observed with TMAS:CMS (DM) preparation. When two ionic groups are
simultaneously present and possibly associated, the reorganization of polymer chains
would be more difficult due to lesser hydrogen association and more hydration.
Consequently, the order degree decreased and the morphologies appeared more
amorphous. When CMS and TMAS are co-processed as TMAS-CMS (SD), the rapid
elimination of solvent (water) generated a slightly more crystalline structure (the
19.89° peak is higher compared to TMACMS). This is not the case of TMAS:CMS

(DM) association with a milder processing and hydration.



67

Thermogravimetric analyses (TGA)

The first major loss of mass observed on all samples was probably due to the water
evaporation (Bao, 2015; Spychaj et al, 2013) (Figure 4.3); the second stage of
decomposition corresponds to the elimination of inter and intra-molecular water. The
last stage is attributed to ash formation and material carbonization (Spychaj,
Wilpiszewska et al., 2013). The highest TD was exhibited by native starch which has
a more stable structure than all compounds. This is well correlated with the XRD data
(Figure 4.2). CMS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) display
similar decomposition temperature (Figure 4.3), suggesting that the presence of
hydrophilic carboxyl groups decreases the thermal stability of starch macromolecules
(Bao, 2015).

Scanning electron microscopy (SEM)

The morphology of native starch is probably related to the structural stability offered
by hydrogen bridges, and crystal regions (B-type) (Sakeer et al., 2018). The similar
morphology of CMS, TMAS, TMACMS and TMAS:CMS (DM) is due to the
disorganization of native structure of starch caused by gelatinization and by
substitution. The presence of charged groups may affect the conformation of the helices
and the overall polymeric assembling (Sakeer et al., 2018). The TMAS-CMS (SD) has
a specific morphology with aggregated concave (empty) granules probably formed at

the end of the spray drying by a rapid water removal (Botrel et al., 2014).

Micromeritic analyses

For the angle of repose, a value less than 30° indicates a good flow while an angle
greater than 56 ° indicates a bad flow. The HF values lower than 1.2 indicate a good
flow of powders but a poor cohesion and compressibility, whereas a HF greater than

1.2 indicates a poor flow and a good cohesion and compressibility (Paramakrishnan ef
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al., 2016; Sakeer et al., 2018). The CI should be equal or less than 20% for powders
with optimal flowability (Sakeer et al, 2018). Overall, TMACMS has the best

micromeritic properties compared to other derivatives (Table 4.1). |
In vitro dissolution assays

The dissolution tests performed on placebo tablets showed that TMACMS, TMAS-
CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) provided longer tablet integrity, for at least 6h (2h
SGF + 4h SIF) in comparison with CMS and TMAS excipients. In SGF, rapid swelling
was found due to protonation of carboxyl groups. Once in SIF, TMACMS and TMAS-
CMS (SD) display a better stability than TMAS, CMS and TMAS:CMS (DM); this
could be explained by a stronger electrostatic interaction between cationic and anionic
starch derivatives (-COO", -N¥(cu3)3) in an aqueous medium than dry phase (Assaad et
al.,2011) (Figure 4.5 and Figure 4.6). To study the release profiles of APIs, dissolution
tests have been carried out using four different tracers; release profiles are shown in
Figure 4.7. The choice of tracers was based on BCS which classifies drugs into 4
categories according to solubility and permeability (Smetanova et al., 2013). For
acetaminophen, mesalamine and naproxen 60% the polyelectrolyte excipients
TMACMS, TMAS-CMS (SD) and TMAS:CMS (DM) provided a significantly better
release control than the single-charged CMS and TMAS derivatives. This seems to
confirm the role of an electrostatic interaction between amine and carboxyl groups, and
also, a possible reconfiguration of polymer structure inducing a more stable structure
able to form more compact matrix and ensure a better sustained-release. In some
particular cases, a polymer-API interaction could explain the difference between this
release profiles. By its zwitterionic nature, mesalamine has an ionic form in SGF and
another one in SIF and this could create mesalamine-polymer electrostatic interactions
providing greater stability and less hydration of the dosage form. This would explain
why the same polymeric excipients were able to control mesalamine and naproxen

release better than that of acetaminophen under the same conditions. Differently, the
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higher solubility of acetaminophen in SGF and SIF (20.3 mg / mL) may accelerate its
release by favoring the pill hydration. For acetaminophen and mesalamine 80%, release
profiles are shown in (Figure 4.7). The TMAS:CMS (DM) afforded a controlled release
for 10h, suggesting that electrostatic interactions are not the only parameter to ensure
the matrix stability. The degree of order/disorder of powders studied by XRD (Figure
4.2) showed that TMACMS, TMAS-CMS (SD) have more amorphous structures
compared to the other compounds. This could be due to the attractions between
opposite charges of the carboxylic and amines groups with different localizations on
the chains. In addition to the hydrogen bridges, the ionic bonds may provide more
stability to the TMACMS, and to TMAS-CMS (SD) compounds that would explain the
extended release controlled by these two excipients. The naproxen 80% release patterns
(Figure 4.7) support the hypothesis that the ionic interactions established during the
synthesis and drying steps of TMACMS and TMAS-CMS (SD) could modify the
starch configuration inducing a more stable structure less susceptible to hydration. For
atenolol 60% and 80% (Figure 4.7), only TMACMS and TMAS-CMS (SD) were able
to afford an extended release up to 8h and 6h respectively. Considering the solubility
of atenolol as well as the small amount of polymers used (133 mg and 50 mg for 60%
and 80% respectively) for 200 mg of API/tablet, these results can be perceived as
positive. Moreover, the differences observed between the release profiles with
TMACMS and TMAS-CMS (SD) and with the other excipients confirm the hypothesis
of electrostatic interactions of polymer-polymer or possibly of polymer-drug

interactions observed with different tracers.

4.6 Conclusion

Ampholytic TMACMS and co-processed TMAS-CMS (SD) starch polymeric
excipients showed the best release profiles, even at very high loading. These excipients
would be of interest for sustained release systems, especially for high daily dosage

drugs. Simultaneous presence of opposite charges would provide better polymer
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stability and slow down tablet hydration. Electrostatic interactions strongly impact the
microcrystalline organization, in addition to the hydrogen bridges, enhancing their
stability. In some particular cases, polymer-drug interactions would influence release
patterns. Further investigations of degree of substitution, cationic/anionic charges ratio,
intra- and inter-molecular interactions, would provide greater clarity in stabilization

mechanism of starch compounds.
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CHAPITRE V

DISCUSSION ET CONCLUSION

5.1 Discussion

La substitution de I’amidon au niveau des groupements hydroxyles que ce soit par des
groupements chargés ou neutres, apporterait de nouvelles propriétés au polymére et par
conséquent, de nouvelles fonctionnalités (Ju et al., 2008; Masina et al., 2017). Le
dérivé ampholytique d’amidon TMACMA a été synthétis€ en une seule étape en
ajoutant SMCA et GTMAC simultanément. TMAA-CMA (SD) est un polyélectrolyte
obtenu a partir d’une solution homogéne de TMAA et CMA. Bien que TMACMA et
TMAA-CMA (SD) possédent les mémes groupements fonctionnels, un dérivé
ampholytique d’amidon et un polyélectrolyte d’amidon possédent des propriétés
distinctes (Assaad et al., 2012). bes différences ont été montrées par des tests de
caractérisation a sec, en solution et aprés compression. Aussi, les dérivés monochargés
TMAA et CMA ont été utilisés comme témoins pour évaluer I’impact des forces
électrostatiques sur le réarrangement des chaines polysaccharidiques, les changements
morphologiques et la stabilité des polymeéres. Le mélange physique direct des poudres
de TMAA et CMA (TMAA:CMA DM) a aussi été étudié pour estimer I’impact des
interactions ioniques et la méthode de séchage sur ’organisation structurale de
I’amidon. Le spectre FTIR du CMS est caractérisé par deux bandes spécifiques

attribuées aux vibrations des groupes carboxyliques -COO" (Assaad et al., 2012; Ispas-
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Szabo et al., 2016). Pour le spectre FTIR du TMAS, les bandes a 1553 cm™! et 1'épaule
a 1476 cm’! pourraient étre attribuées a la vibration des groupes méthyles portés par
l'azote -N*(cu3)3 (Shalini ef al., 2010; Yang, Z. et al., 2014). Cela pourrait confirmer le
greffage du groupe cationique (triméthylaminohydroxypropyle) sur le squelette de
l'amidon (Sekhavat Pour ef al., 2015). Ces bandes sont retrouvées dans le spectre du
TMACMS confirmant ainsi une synthése réussie d'amidon ampholytique. Les
variations en degré de substitution (DS) expliqueraient la différence observée entre les
intensités des bandes (Assaad et Mateescu, 2010; Hong, L. F. et al., 2015). Les valeurs
du potentiel zéta étaient conformes aux attentes théoriques pour le CMS en raison de
la présence des groupes CM (négatifs) ainsi que pour le TMAS en raison de la présence
des groupes TMA (positifs). Le TMACMS posséde un potentiel Zéta positif
probablement dii au DS n*(cn3)3 plus élevé que le DScoo™. D'autre part, les valeurs
négatives inattendues de TMAS-CMS (SD) et TMAS : CMS (DM) pourraient étre dues
a une réorganisation des chaines polysaccharidiques avec l'orientation des groupes
polaires -COO" vers I’extérieur de surface en milieu aqueux (Li, L. ef al., 2014). La
diffraction des rayons X réalisée sur les poudres de ’amidon natif (Hylon VII) et les
autres composés, a montré que l'amidon natif avait une structure semi-cristalline
caractérisée par la présence des doubles hélices type B (Mateescu et al., 2015). Les
spectres des dérivés TMAS, CMS, TMACMS et des composés TMAS-CMS (SD) et
TMAS:CMS (DM) ont montré une organisation moindre par rapport & Hylon VII, avec
une disparition quasi totale des zones cristallines (type B) mais persistance des
diffractions correspondantes au zones amorphes (type V) (Lenaerts et al., 2001). Cette
perte de cristallinité est probablement liée a la désorganisation de l'amidon par
gélatinisation dans un milieu alcalin (Mateescu et al., 2015), ou au greffage des
groupements fonctionnels CM et TMA (Mateescu et al., 2015). TMACMS et TMAS-
CMS SD possedent des pics plus larges que ceux des autres composés, probablement
causés par une nouvelle organisation des chaines polymériques en raison d'une
hydratation accrue et une faible stabilisation par des ponts hydrogénes. En conséquence,

TMACMS et de TMAS-CMS SD posseédent une structure plus amorphe que les autres
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composés. L’analyse thermogravimétrique confirme que I'amidon natif posséde une
structure plus stable que les derivés CMS, TMAS, TMACMS et les composés TMAS-
CMS (SD), TMAS:CMS (DM). Ce résultat corréle avec les observations de la DRX.
Le CMS, TMACMS, TMAS-CMS (SD) et TMAS:CMS (DM) affichent une
température de décomposition quasiment similaire, suggérant que la présence des
groupes carboxyles diminue la stabilité thermique des macromolécules d'amidon (Bao,
2015). La perte de masse s’est déroulée en trois étapes : La premiére perte de masse
majeure observée sur tous les échantillons était probablement due a l'évaporation de
l'eau (Bao, 2015; Spychaj et al., 2013). La deuxieme étape de la décomposition
correspond a I'élimination des eaux inter et intramoléculaires, suivie de la derniére
étape qui est attribuée a la formation des cendres et & la carbonisation des matériaux
(Spychaj, Wilpiszewska et al., 2013). Les études microméritiques montrent que le
TMACMS présente les meilleures caractéristiques physiques comparé aux autres
dérivés. Pour l'angle de repos, une valeur inférieure & 30 ° indique un bon écoulement
des poudres, tandis qu'un angle supérieur a 56 ° indique un mauvais écoulement.
D’autre part, des valeurs du facteur de Hausner (HF) inférieures a 1,2 indiquent un bon
écoulement des poudres mais une cohésion et une compressibilité médiocres, tandis
qu'un HF supérieur a 1,2 indique un écoulement médiocre mais une bonne cohésion et
une compressibilité facile (Paramakrishnan et al., 2016; Sakeer ef al., 2018). L'indice
de compressibilité (IC) doit étre inférieur ou égal a 20% pour une fluidité optimale des
poudres (Sakeer et al., 2018). Les tests de dissolution effectués sur les comprimés
placebo ont montré que TMACMS, TMAS-CMS (SD) et TMAS:CMS (DM) assuraient
une intégrité plus longue des comprimés pendant au moins 6h (2h SGF + 4h SIF). Dans
SGF, un gonflement rapide est observé en raison de la protonation des groupements
carboxyles. Une fois dans SIF, TMACMS et TMAS-CMS (SD) affichent une meilleure
stabilité comparés 8 TMAS, CMS et TMAS:CMS (DM); cela pourrait s'expliquer par
une interaction €lectrostatique plus forte entre les dérivés d'amidon cationiques et
anioniques survenue en milieu aqueux (Assaad et al., 2011). Le choix des traceurs

utilisés pour 1’étude des profils de libération des PA, était basé sur le BCS, qui classe
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les médicaments en 4 catégories en fonction de leurs solubilités et de leurs
perméabilités (Smetanova et al., 2013). Pour I'acétaminophéne, la mésalamine et le
naproxene a 60%, les excipients polyélectrolytiques TMACMS, TMAS-CMS (SD) et
TMAS : CMS (DM) ont permis un meilleur contréle de la libération que les dérivés
CMS et TMAS. Cela semble confirmer la présence d'une interaction électrostatique
entre les groupes amines et carboxyles et aussi, une éventuelle reconfiguration de la
structure du polymére induisant la formation d’une matrice plus compacte qui assurera
une libération prolongée des PA. La mésalamine posseéde une forme ionique dans le
SGF et une autre dans le SIF, ce qui pourrait créer des interactions électrostatiques
mésalamine-polymeére offrant une plus grande stabilité. Cela expliquerait le fait que les
mémes excipients étaient capables de mieux contrdler la libération de la mésalamine et
du naproxéne par rapport a celle de l'acétaminophéne, et cela, dans les mémes
conditions. D’une autre maniére, la solubilité plus élevée de l'acétaminophéne dans le
SGF et le SIF peut accélérer sa libération en favorisant I'hydratation du comprimé. Pour
l'acétaminophéne et la mésalamine a 80%, le TMAS : CMS (DM) a permis une
libération contr6lée pendant 10h, suggérant que les interactions électrostatiques ne sont
pas le seul paramétre garantissant la stabilité de la matrice. Le degré d'ordre / désordre
des poudres étudié par XRD a montré que TMACMS et TMAS-CMS (SD) ont des
structures plus amorphes par rapport aux autres composés. De plus, les liaisons
ioniques peuvent fournir plus de stabilité au TMACMS et aux composés TMAS-CMS
(SD), ce qui expliquerait la libération prolongée contrdlée par ces deux excipients. Les
profils de libération de naproxéne a 80% confirment I'hypothése selon laquelle les
interactions ioniques, €tablies au cours des étapes de synthése et de séchage de
TMACMS et de TMAS-CMS (SD), pourraient modifier la configuration de 1'amidon
en induisant une structure plus stable moins susceptible a I'hydratation. Pour I'aténolol
60% et 80%, seuls TMACMS et TMAS-CMS (SD) ont été en mesure de permettre une
libération prolongée jusqu'a 8h et 6h respectivement. Compte tenu de la solubilité de
l'aténolol ainsi que de la faible quantité de polymeres utilisée, ces résultats peuvent étre

pergus comme positifs.
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32 Conclusion

TMACMA et TMAA-CMA (SD) ont montré des profils de libération linéaires avec
des durées de retention plus grandes que celles de CMA, TMAA et TMAA:CMA (DM)
que ce soit & charge élevée (60%) ou trés élevée (80%) en agent actif. La présence
simultanée des groupements cationiques et anioniques participe a la stabilisation du
polymeére par forces électrostatiques induisant un réarrangement des chaines
polysaccharidiques formées par des hélices capables de s’auto-assembler par des liens
non covalents. Ce rapprochement peut se faire préférentiellement en solution lorsque
les groupements sont sous forme ionique permettant des inéractions intra- ou
intérmoléculaires ou avec le milieu de dissolution. En certains cas, des interactions
polymére/agent actif ont été observées, menant & un degré supérieur de stabilité
permettant un meilleur contréle de la libération. TMACMA et TMAA-CMA (SD)
possédent un potentiel favorable au systéme a libérations contr6lées par voie orale
méme a des teneurs trés élevées en agent actifs. Comparés aux produits commerciaux,
nos comprimés présentent un avantage économique car ils sont fabriqués en une seule
étape (comprimés monolithiques) sans prémélange humide (mélange a sec des poudres
excipient/ PA). De plus, une charge élevée en PA (60% - 80%) permet une réduction
importante des tailles des comprimés et ainsi faciliter 1’administration du médicament
et I’observance. Des tests in vivo et des caractérisations supplémentaires apporteront
vraisemblablement plus de réponses et amélioreront la compréhension du phénomeéne
de ’auto-assemblage et 1’impact des charges dans la stabilisation des structures. Ils
pourront aussi ouvrir de nouveaux horizons et domaines d’utilisations pour ce type de

polymeére naturel modifié.
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5.3  Perspectives

TMACMA et TMAA-CMA (SD) étaient capables de former des matrices stables
empéchant la libération rapide des différents traceurs. Ce potentiel pourrait étre
amélioré par une €tude comparant différents degrés de substitution et ratios
cationiques/anioniques, et aussi élargir le panel des traceurs utilisés selon leurs
structures, charges électriques et solubilités. Des études de caractérisation plus
approfondies par DRX pourraient apporter plus de compréhension par étude des hélices
obtenues apres modification (le tour et le pas d’hélice) ainsi que le diamétre idéal pour
une structure plus ou moins amorphe capable de générer une couche de gel plus stable.
Aussi, les positions des hydroxyles substitué€s pourront étre localisés par RMN, ce qui
amenerait plus de lumiére sur le réle des groupements fonctionnels.
Vraisemblablement, les tests in vitro permettent d’obtenir des profils des libération en
conditions expérimentales. Cependant des études in vivo sur des espéces animales tels
que des chiens pourraient appuyer les résultats expérimentaux et permettraient
d’observer 1’impact des fluides biologiques et des enzymes ainsi que de la motilité
intestinale sur le comportement des matrices. En fin, des dérivés d’amidon ont été
introduits récemment comme vecteurs pour des systémes de délivrance de génes sous
forme de polypléxe (Amar-Lewis et al., 2014; Wang, H. et al., 2017a). Un dérivé
ampholytique d’amidon & bas poids moléculaire a charge globale positive pourrait étre

un bon candidat pour des expériences pareilles.
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PRESENTATIONS ORALES DURANT LE PROJET DE MAITRISE

Symposium du réseau de 1’Université du Québec sur la Recherche Biomédicale et
Biopharmaceutique, BioMed & PharmaQAM 10-11 mai 2018, Mont Gabriel
(Quebec) Canada.

Novel Ampholytic Trimethylamine-Carboxymethyl-Starch Excipient for
Pharmaceuticals Applications

Nassim Benyerbah, Pompilia Ispas-Szabo, Khalil Sakeer, Daniel Chapdelaine,

Mircea Alexandru Mateescu.

Purpose: The aim of this study was to synthesize a new type of ampholytic starch
derivative with self-stabilizing properties. Starch was modified by [random] O-
substitution of some of its free hydroxyl groups with anionic Carboxymethyl (CM) and
cationic Trimethylamine (TMA) groups. This new heteropolysaccharide, called
Trimethylamine-Carboxymethyl-Starch (TMACMS), has been designed for, and
evaluated as excipient for pharmaceutical solid dosage forms. Methods: The
ampholytic starch derivatives were prepared via different methods: a) by one step
synthesis, TMACMS, b) by direct mixing (DM) of the dry powders of Trimethylamine-
Starch (TMAS) with Carboxymethyl-Starch (CMS), leading to DM-TMA:CMS or c)
by Spray-Drying (SD) of their aqueous mixture, SD-TMA:CMS. The obtained
preparations were characterized by Fourier Transform InfraRed Spectroscopy, X-Ray
Diffraction, Scanning Electron Microscopy, ThermoGravimetric and Micromeritic
Analysis. Monolithic tablets were prepared by compression of the dry 46 mixtures
consisting of starch derivative and neutral (Acetaminophen) or amphoteric
(Mesalamine) drug models at high (60%) and very high (80%) loading. Results:
Dissolution tests carried out in vitro according to the US Pharmacopeia
recommendations have shown that, unlike cationic or anionic starch derivatives, the
new polymers (in particular TMACMS and SD-TMAS:CMS) are able to ensure a
stable and sustained drug release, even at 80% loading. This may be explained by the
selfassembling of polysaccharidic chains via electrostatic interactions established
between oppositely charged groups, putatively acting as “ionic bridges” in stabilization
of the chains. Conclusion: The polymers TMACMS and SD-TMAS:CMS can generate
stable matrices providing sustained drug release and can be used for challenging
formulations with high drug loading.
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Novel ampholytic starch derivatives as excipients for high loaded drug formulation
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B.2. 7° Colloque Pharmaquam (Université du Québec & Montréal). 31 August,
2017. Montréal, Québec, Canada.

Ampholytic starch excipients for high loaded drug formulations.

K. Sakeer, P. Ispas-Szabo, N. Benyerbah, M. A. Mateescu.

AMPHOLYTIC STARCH EXCIPIENTS FOR HIGH LOADED DRUG FORMULATIONS
Khalil Sakeer, Pompilia Ispas-Szabo, Nassim Benyerbah, Mircea Alexandru Mateesca
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ANNEXE C
PARTICIPATION A LA PUBLICATION D’UN ARTICLE SCIENTIFIQUE
COMME CO-AUTEUR DURANT LE PROJET DE MAITRISE

Ampholytic starch - excipients for high loaded drug formulations: Mechanistic
insights. Published in International Journal of Pharmaceutics,
2017, 535,201-216
K. Sakeer, P. Ispas-Szabo, N. Benyerbah, M. A. Mateescu.
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Rescarch Paper
Ampholytic starch
Mechanistic insights
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Last decades were marked by Innovative eoncepes of new drug de-
Svary sysesns focosed on improved effectiveness of medication and
udﬂlv compHancs. Molaculor sdf-amembly based on nmn

brumeen

rwaporallie for dhe conformation of the mobcules and nduct & spe-
emumcmmma—on«munm
walecular nea-covalent
macaaraler serucrises The aumopds (Lsmpsectt @ a1, F14),

!-po sy 0 generaie varioos strucmuves with s u(d-
mnge of propesles (At o 4. . JK006) This venatiity is reloted o
the possibility to talior tha polymeric wrucnre I cwder  abmin

|iting 2 specific applestian (Ramtamabir e #l. 2%
Horveadi o1 al., 30).7). Hydrages are largely used in conmraled deltvery
of theraprusic agents snd, despite the variety of sheir seructures, thers
ar Two main featives that can be moduated: hydrophilicity/hydeo-
phobictty mtic and the lonk cherges. Many research ssdics were
dedicatnd to namral sourced such ax sdlulone (iresead asd Saba,
2008 Vashoome ¢t al., Z0T6), starch (hpan Seoba o ol., 1998, 2017),
chitonnn devivatives (ko1 al, 1004; Soum o al., 2014 Sanws
Memegucei o €l., 2015), or synthesic polymers Le. marbacrylsees ((kns
wnd Qbi, 19560, polyethylene glrool Ok and OB 1990) and dari-
vatives, in srder to bater control the Anugs relasse Mosx of sif-m-
sembled molecules presens iy drophobic and fov hydsophilic domaing
whesm die hydrophiiic zonas can arry tanlanic, cetlonic or
Iwitterionic) of sy he nachaged hur polay {(kie sd O, 1990, &t

o al, 24, W1 6), cubosomes
{Yung o at., Biie), e Due 1 i blocompatbilky and sbundant
nmumuwudymmmmm-uum
catlans (£ atierns @ Ak, XS, HA07; Sakeer ot al., I0X7a). The svall-
Abfifty of thime hydrnyl gyoups par gaccss untt ofiem tha pocathility

(Lmnaerts o BL, 1970), enterification,
echerification (Mulhbachar o 3., 200X, Calinaccu ot ol 2007, Sakeer
xal, 2010s), and g (e a1 a1, 2007) of antn
the backbone. The fl.e. by

with ecetic sshydride) cn reduce sach wampukxy ,o.-ﬂn.
matrices for drug relesse (Mbthhacher @ at, MU} or provide losy
asting film-forming propetias (Sakesr &1 al, 20178). Differwarly, -:::h
edherifioation whh sadiim masochisroacents pmdoced camhox-
ymedwy] starch (OMSY): an danic matris lmnl-gnﬂuemiu drug de-
Hvery with mutiple applcedons such as pmwetion of the scrive
pharmaceitical ingredient (AP fromy wr actdiry (Catbswirs % 2.,




2005, 207), drug contratled release {lenvieis ot al, 2005) or chon-
odelivery medication GapasSmbo o1 af, 2017). Very limited smdics
investigated sminoethyl sarch {(ABSt) az hiomedical material (Meil
& al, 1968 Sskeer w al, H173) AESt can be obtained by ami-

7Sml of 5 M NaOH under continuous stiming for 1 h at 60-70°C. An
amount of 9.37 g of SMCA was rapidly solubilized in a minimal water
volume Separately, an amount of 9375 CEAHC was dissaived in a
minimal water volume and rapidly added 1o gelatinized starch sai-

of starch by with hydro-
chlaride. s-'me;rwiwsmdm flustrated amphoteric starch carrying
{QA) and T groups (Lin ot al,, 2012;

Msmﬂ, 2016) or QA and CM groups {Shimei of sk, 2006, Yang
« al, M 14c) or QA and muccinate groups (Lekniute etal., 2013) bit the
majority of these ampholytic derivatives were used as flocculants in
envirenmental processes (X ot al, 2005 Shimel et o, . 2008 Lekninte
#tal. 201% Yarg ot ol, W014h, ¢; Peng ¢ ol I1E). Another approach
consisted in & physical dry mixtuee of CMSY with polymers containing

s ly with the SMCA continuing the stirring for 1 h maintaining
the pH 9-10. Then, the preparation was cocled down and nestralized
with glacial acetic acid. The carhoxy methyl aminoethyl starch CMAESY
(05} powder was separated by precipitation from the slurry with an

volume of 70:30 v/v). The derivative was
'ushed with methmol:water (7030v/v) wndl & final conductivity
{Fisher Sclentific Accumet Resesrch AR20, San Diegn, CA, USA] of fil-
trate docressed 0o less than 75 pS/om. Pure medwod] and acesone were
used for final drying; the collacted powder was left overnight a1 mom

amine groups (Le. chi ) or the

complex (PEC) oltsined by co-processing which are able to sustain the
release of neutrsl and adidic AlEs in SIF at 20% drug loading (Assaid
o al., 2011},

In the present study, we are investigating & new class of ampholytic
sarch derivatives carrying both anionic CM and cationic AE groups on
the starch backbone chains In 3 previous study we investigated only
one type of starch derivative a5 matrix for metformin delivery (Sakoer
# al, 2I7H) while now we are exploring three ypes of ampholyric
-m &Undhy&mmmmathm reageats.

CM and AE groups
ummwmmimwmmdmmﬂwm
medis, it wat of interest £ understand the capacity of these excipients
w comtml the Lbersion' of varlows druge. Thus neutred (mcct-
aminophen), acidic {acntyl salicylic acid ~ ASA), basic (metformin) end

drug active molecules were used as tracers in
manolithic tablets with the aim to evaluate the usefulness of the new
class of exxip for drug mainly for lled delivery

ol high loaded dosage forme.
2. Materials and methods
2). Material

High amylose starch {Hylon VID was supplied by Netiona! Starch/
Ingredion (Bridgewstez, NJ, USA). Meslamine (pharmacentical grade)
was 3 product of bling, Germany). 4,1
dimethylbigusnide hydmdiloride) was fom MP Biomedicak (Solon,
OH, USA) and nnyhlkyue acid {ASA)} was from Fisher Sciemtific

inophan and sodium Al

for complete air drying and sieved to obtain particles of

less than 300pm.

For the two steps (TS) method, the starch wa first gelatinized as
proviowly described for the OS dure. To produce ¢
starch (CMSL), the proper amount of SMCA was quickly solubilized in &
minimal water volume and added to the gelstinized starch maintaining
the stirring for Lh at 60-70 °C at pH 9-10. Separately, the Aminoethyl
mh(APSﬂmmbywﬂyddmmthpmmud
CRAHC In water and then add starch
stiming for 1h a2 §0-70"C and pH 9-10. Then, the solution mmm
mmnnmﬁdmwmkuﬂﬂnﬂmmﬁu
were cbwined by p and dried =
previously. meo&s:orAEvaMMhpeudhwd.d’d&
tilled water followad by addition of 75 ml. of § M NaOH and heated at
60-70°C for 1 h ynder stirring for Amoxmts
of 9.37 g CBAHC (in case of (MSY), 10 cbtain CMARSY (TS) or 9.373
SMCA (in case of AESR), to cbtain AECMSt (TS) were solubilized in a
minimal water volume and added to gelatinized starch keeping the
stiring for 1k at 60-70°C and pH 9-10. Thom, the solutions were
cooled down and neutralized with glacial acetic acld. The CMAES (TS)
and AECMSt (1S) powders were each obtained by precipitation with
methanol and drying as described above.

2.9 Beluion of fe degree of subsitution

A) The degree of substitution (DS) with CM groups was determined
by badk-titration as previcudy described by Stajanovié @ al. {X005)
with small modificadon. Briefly, 100mg of polymer (n » 3} were s0-
lubilized In 10ml. of .05 M NeOH, and phenolphthalein wax added as

NH, USA’
(mo\)mmwm ) and 2-chl
hydrochloride (CEAHC) was from Fhiks (Switzeriand). The other re-
agents were chemical gmde and used withow further purification.

22 Preparation of starch dertratives

To investigate the effect of ionic charges an the control of drug
delivery various starch derivatives were: synthesized by two differors

procedures {(Pig. 1%
A) One step (OS) appmach: the two reagents sodium mano-
(SMCA) and 2. {CEAHO)

were rapidly dismlved in watwer and then added simuitsneously to ge
Iatinized swarch.

B) Two steps (TS) ap e the pol were n two
mwam;mm»mmmumwmmm
anlonic (CM) groups were grafiad first and then followed by cationic
{AE) ones (2) the cationk groups were fimz introduced on poly-
mccharidic chains followod by snionic ones. Thus ARSt was prepaved
first by dissolving CEAHC in water and added o gelatiniond starch. The
obtained polymer was precipitated and then m-dissoived and reacted
with SMCA in order to obtain AECMSt.

Practically, in OS method an amount of 12503 of starch was dis-
persed in 50ml.of dlstilled water a160-70C and then gelatinized with

o The excess of NsDH was titrated with 0.05M HCL The blank
(10mL of 0.05M NaOH) was ako ﬁmbjﬂ!mmnhdm

amomt of ~COOH the DS were eal.,

2005} using the Bae. (1), (2:

8= K-V x Cuy )
lxn

= wxn @

where Vb {(ml) is the volume of HCl used for he titration of the blank;
V {mi) ix the volume of HCl wed for the titration of the mmple; Cyuq
{molA) b the concentration of HCL; 162 (g/mol) &5 the molar mass of
ghicose unit; W » {58) (g/mol) is the increase in the mas of glucose
unit by substitution with & CM- group, and m {g) 1s the mass of &ry

8) The degree of substitution (IS} expressed in terms of amino
goups on the final was with the y =
agent {2 g ninh dimolved in 75mL dimeth de under ni-
trogen fushing and completed with 25 ml of 4M lithium acetate
buffer, pH 5.2). A volume of D5mLof the ninhydiin reagent was added
to s volume of 0.25 ml of ampholytic starch solution {13mg/mi) in
deionized water {in trplicate). The vials were immediately capped,
vortexed, and heated in a covered bailing water bath for 0min Vids
were then cooled below 30 °C in & cold water bath. The abeothance at
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24, Zem porential {3} and pH determination

Measurements of surfuce charge of various polymer solutions were
performed using ZetaPls/Bl-PALS (Brooktsven Instrument Corp,
Holuville, NY, USA). The meanmements were camvied-out at 257C.
Analysis of the particle surface chage was done in triplicates. The pH of
polymer solution 19 {w/v) in water & room temperature was measured
by a Fisher Scimntific Accumet Research AR20 pH-meter.

25 Vixasity devermination

after 48 h

2.6 Fauney wangform infroved (FT-IR} analyss

The FF-IR spectra of native starch {Hylos VII) and of its derivatives
as powders were recorded {64 xcans at a resolstion of 4cm ) using »
Themma-Nicolet 6700 FT-IR spectrometer (Madison, WY, USA) equipped
with a deuterated trglycine sulfate-iBr (DTGS-KBr) detector and &
i d amart 4 toeal refl (ATR) platf

2.7 'H NMR meassemens

To ine the stanch fu pattarn, *H NMR spectra
were collected uzing a highfldd 600 MHz, Bruker Avance M HDY
wmcammmy?w&inl!nkwuudew&wdwihnsm

The yiscasity of samh derivatives in concentration of 1% {(w/v) in TCE cryoprob '!ie e les was regulated at 27°C. The
water and in phosphate buffer pH 6.8 at 28°C was d on a wples were dissol aﬂnerinde\ml\noxideﬂho)orlndm&
frockfield vi: DV pro v iddleboro, MA, LEA).  ated dimethy! sulfoxide-d6 (DMSO-d6) with both methyl groups dent-

‘The experiment was done with a spindel CPE 40 a1 10 rpm afier 45 and

erated, then hested at 65 °C for 30min, and keptat 4°C for Zh.
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3. Results and discussions

1. Swucnoral insighs

The hydraxyl groups on glacog ring are rptible to react
with the proposed reagents SMCA and for CEAHC in the ordey Cq, Co
and C,. In amphalytic sarch, the hydroxyl group can be involved in

mbstitution with CM {CH,O000Na) groups after reaction with SMCA or
abstitation with Al (CH,CH:NH,) groups by tescrion with CHAHC,
whereas ds: CRAHC and SMCA may pro-
duce ethylamina cutuxymnhﬂ {EACM) (CH,CH,NHCH,COONs) or
athylamino dicatboxymethyl {EADCM) CHy CHN{CHyOO0NA) ; groups.
In the case of one sep polymer preparation {Fig. 1) at least three d&if-
ferent rypes of structures can thearetically occur: 1) CM and AE starch

i ; 2) CM and dary and/or tertiary amines, but exhibiting
wminal aminoethyl (AE) groups; 3) ethylamine groups substituted
with CM groupe exhibiting ARCM or AB(CM); (EADCH). I two steps
method, whan CM geoups are grafted firstly, lollowulbyinmaiw
of AE groups, ope type of srarch derivatve is d ng CM
and AE groups. Differently, for ABCMSE, w!mugmmmaxmd
firn and then folowed by CM groupe, there iz a good probebility of
amine groups 1 be substimted with CM groups and to generate also
EACM and EADCM groups (Fig. i) The degress of substitution (DS)
with CM d ined by back-titration of the amphalytic samples were
0.024, 0.041 and 0.028 for CMAESt (0S), CMAES: (TS) and ABCMSt
(TS), respectively. These DS values regresented the avemge number of
carboxymethyl groups per glucose unit. The DS in terms of primary
aming (AE) groups were 0.012, 0.012 and 0.015 mmal/g for CMARSY
m),mw(mmdmm,mmy The ionic charge of

of ampholyt a5 Zeta po-
IH!.'H Q) was ~259mV MCMA& {05}, wherens { valws of
«4298mV were found for CMAESt TS and 525 mV for ABCMSt
(5). These values are with the ch 1 modification of
starch by CM, AE, EACM or BADCM groupe. The highes: value for
ABCMSt{TS) could be sacribed due to the higher amount of EACM and/
or BADCM p a charge {! petal,
Mub).mmm(-h)muwtmmmmpuvAw
were 6.42, 6.2 and 6.9 for CMAESt (OS), CMAESt (TS), and ABCMSt
{15) respectively, indicating that almost all ampholytic starch were
neutral. The viscosity of CMAESt (TS) after 44 in water was 8.34 P,
higher than that of ABCMSt (TS) and of CMAESt (0S), whereas after
48 hall polymears showed simost similar viscosity. These vaines indicate
that all polymers are hydrated almost a1 the same extent in water but
with different mres.

On the other hand, CMAESY (OS] showed higher viscodty after 45
and after 48 h in phosphate buffer pH 6.8 in comparison with CMAESt
{15) and ARCMS: (T'S) pobably due to the higher solubility of both
CMAESt TS and AECMSt in phosphate buffer, wherens CMAES: (OS)
undergo sweiling rather than solubilization in SIF (Table 1)

32 Fourier transform infrared (FT-IR} analysts

ﬁtmhmdiudeﬂvwm(?ig.ﬂlbmtdhnd
(B200-3500cm ™) with a maximom at 296 am”* is due w© the
sretching vibrations of ~OH, and 2 smsll band st 2027cm™! (s at-
wributed to the ~CH stretching vibmtion. The band at 1079cm™ ! was

Table 4
ioontty {4 of stanch derivatives ac 3 Nwyx in dirilied waaer (W) and in SIF measwed
afles ) and respectivdy adter 4R, at 28°C
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#ig. 2. PTAR speown of Native Barch (red), OMAES (OF) (ilue), CMARSE (TS) (alark}
and ARCMS: (15) (green)

ascribed 10 CH; ~O ~CH; strexching vibmtions. The bands ar
1589¢m™' and at 1417cm™' were ascribed to ~COO™ group
(Stojanowic ot al., 2005 lspas-Szabn et al, 2017). The kighes intensity
mcm«m%(mmmammdudmwhwmm:
of catboxylate groups. mhlghktmdtydﬂnbmdumgn * could
be ascribed to C N the weak should

bmmt&O—t?BSm”‘mbudpdmmmamuﬂ
2006 Asmaad o al, 2011). The presence of these additional bands
confirms the grafting of CM, AE, BACM or EADCM anto the stasch
backbone.

3.3 ‘H NMR meascements

Pig. M, 1L presents the *H NMR spectra of the native starch (Hylon
VI and itc amphalytic derivatives in D,O and in DMSO-d6 respec-
tively. When Dy0 was used a5 a solvent, the proton signals at 5.3ppm
were ascribad to H1 and thoge at 3.3-3.9 ppm were assigned to H2-6
(Yang et al, 2014b). The most significant peaks at 3 »2.17-2.20,
3 = 3.16-3.18 were found for ampholytic tarch derivatives and not for
native starch. They belong to the hydmogens of aminoethyl groups
(Noga e1 sl 2012; Amssrlewis et al, 2014). The lower intengity of
starch pattern is due to the limited solubility of sterch in Dy0. With
DMSO-d6 a8 solvent the peaks were sharp. The pesk ar 3.31 ppm was
ascribed to H2, and those at 336 ppm to H4, at 3.57 ppm to HS and at
8.64 ppm o HA. The chemical shifts of ~OH(2), ~OH(3), and ~OH(6)
were pomibly &t origin of peaks between 4.58 and 5.50 ppm, whereas
the proton signals at 5.3 ppm were assigned to HY(Namazi ¢ al., 2011;
Yang ¢t al, 2014b). The most significant peaks are at 8 » 3.16-3.18,
which belong o the hydrogens of aminoethyl group. ‘The pesk at
3 = 1.5 is related to the methylene group of CM (Namasi e ol 2011}

3.4 Thernogravimevic aralyiks

mmmmmnmmnmmmum“
starch and of its dina P range of
25°C-600 °C are prasented in Fig. 4. All samples showed a two-steps
wdﬂclmbﬂwt@‘&ﬂnﬁﬂmewunﬂnwwmmu
Tespoand to the loss of | ! and water aund
50-110 "C. The secand one. may be related 1o material decomposition
€L exab, 2000; Shang ot o1, 201 4). Water is considered one of the main

< of o sition at P below 276 °C. Further
bmwupmem‘(:nmludh bonization end ash tion. The
{MDT) was 291 °C for ABCMSt
(TS}, whereas MDT for CMARSt {08) was 204 °C and MDT for CMAESt
€TS) was 293°C. All valoes are lower than the MDT of native Starch
€324™C). The reason seems to be the substitution of hydroxyl groupes of
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sarches with CM and/or AE and/or EACM or EADCM groups. By cal-
colating the ares tnder the curve (AUC) for the main stage of polymer
degrach the. decomponed could de g y de-
temmined. The AUC of the main stage of native starch
was 8§0.6 and it is higher than AUC of other derivatives, which mesns

9.5 Xy diffraction

X-ray Effraction of native starch (Hybo VID powder and of ins
dexivatives (Fiy, 5) showes the stasch as the most ordered organiztion
with diffraction paaks at 20 = L6.78", 1748, 1984, 25.68" corm-

that native starch i3 & d as a function of temy ata
different patrern than other ampholytic arch derivatives, doe to their
functionalization starch with CM, AE, EACM or EADCM groups. The
AUC for CMARSt (TS} and ABCMSt {TS) are very close each other,
mgpesting that similar of W are de

d a5 a Gnction of wmp (Tiwend and Hikara, 2008,

2123

ponding to 3 type B structure and at 20 « 23.02°, 1338 comesponding
ta¥ ype By 2 p d reduction in
order degree with peaks or disapp Qo
at 2 = 19.84°, 285087, sugpesting the Joss of the Baype dovhiz helix,
possitly due o the effect of destvatization of the hydmxyl groups with
cither CM groups (Wang et sl, 2010; Gae 2t al, 2011) or AE groups
{Huo and Lad, 20007, PL-Yin &t ad.,, 200%; Chang e al., 2014) or EAQM or
EADCM groups. However, hydrogen bonds contdbined to maintain the
starch order in 8 certaln extent, The CMAESY {OS) paern presented
sharper peaks M 20 » 1316 and 20 » 21°-25° than CMAES: (1S) or
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g & Yhermogravimete. (153 sod it dervaene
UTG) diagrams of Nathve frarch (hlackl, CMAKS
108} (blrk, CMARSE {TR) (green sl ASCMSE (T6)

()
MoT AUC
to
Native Starch 324 80.6
CMAESI (08) 294 626
CMAES! (T8) Pl 543
AECMBL (TS 21 7

¥ig. 8. temy diffraction pamens of Native Suarch
(AL CMARK (OS) {83, CHMARSE (0 {C3 and ARCHSE
T} (1% powders.

ABCMSt {TS)

3£ Scanning dectron microscopy

‘The amects of nathve starch (Hylon VII) and of CMAES {0S) of
CMABSt (TS) and of ABCMSt (TS) derivatives are different (Pig. 6)
depending on modifications opemted on the stanch structure. The ma-
tive sawh (Hylon VIN) gramules (Pig. 6A) wem predomdnandy rosnd or
oval in shape, withs smooth surface. This seams due 1o the high content
of amylose (more than 70%), which is more arysialling known 10 &-
hibit double helix-3 form and 10 be strongly stabilised by hydragen

amall particles forming larger gmnules (Pig. 68). The presence of car-
boxylic groups probably reduced the notwork sdf-assembling by hy-
drogen associations between hydmwoxyl groups and promesed vepuldon
effects leading w the reargasieation of the polymeric mstrix {Lesdoux
ot 81, 2010). Sawother surfaces were observed Fig. 6C, D. in case of
CMAESK {TS) and of AECMS! (TS) which might be due o the higher DS
of OM (Sakewr o al., 201 7h)

3.7, Micromeriic properties of starch derivarives powders

The flow properties of the powda formulations are imporant
from induserial

amoclations botweon the hydraxyl groups of glaopy units
(Friciv et al, 2013). The CMAESt (0S) is chamscteriaed by an irregular
shape. with an uneven surface likdy due 1o the of

peaspective bocause impraper fowahility
may lesd to problenss in siomge of excipients, handling and processing
The mi i

properties were amesied by determining
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Native Starch
(Hylon VII) (A)

CMAES: (08) (8)

CMAESt (T8) (C)

AECMSt (TS) (D)

TaMe 3
of smrch

ey a0 R

[>T T Y E e »
MM (IR o =
ABCMES (153 E- X ] 7

Egs

angle of repose (6), Carr'sindex (C1) and Havsner's mtio (HR) and the
mauks are sunmadzed in Tudde &,

The angles of repose for all the obtained starch derivatives powders
‘were found to be in the mnge of 27-38 ", whereas O and HR were in the
nnuanv-smmu—l.s,mdmy The angle of repose less
than ' indi s value of 86"
indicates ‘very poor' Bow. mummmmm»»
hesion present sn incressed value of angle of repose. Miveover, O and
HR should be less than 20% and 1.20, respectively, 2o ensure aptimal
fiowability for powders {Singh 2 al., 20131 ARCMSt (T5) showed the
bmmaman,mmumummmm
(1.2) providing the best microns esitics properth

P

Fig. b, Sanniag sledmn nEonsey o8-
avgraphe of Natwe Xwmech (A) CMARS
36 ), LMARS {18 €3 amd AROMS £155
D) powders at magnsieationn of 300 and
W00

3.4 Dueymmation of the fhdd wpioke ond erosion

Fuid upiakie and srosion fests in SGF and in SIF sepamtdy, are
shown in Fig. 7, B X was noticed that ABCKMSt {TS) has a betier shility
to sbeord SGF fhid and generates a higher swelling compared o
CMARSt (08) and CMAESE {TS). In SIF, CMAEST {O5) showed higher
fuid uptake snd bence maintain the integrity of the tablet. On contrazy,
ARCMS (15) radblety were totally sofubilised after 6. The erasion of
tabless formulated with ARCMSt {TS) in SGF waz lower than that of
CMARSt (O8] and of CMAESt {T5). On ather hand, in SIF, the solubility
Of CMAESY {0S5) was Enaited and thus itverosion was slower than that of
CMAESt {1S) and of ABCMSE {15). The mdisl swelling {dimenson
changes, mm) of tabiets was also chaerved in SGF and SIF (Fig, 710, IV).
It appesred that CMAES: {0F) and CMARS (T%) have almost same
swalling in SGF. On contrary, ABCMSt (T5) showed the lower swelling
in SIF, duwe 10 s sioukanecas higher solubllity in SIF. Fig, 814 poe-
sents the fluid uptake, mmdm«:bmdmm
taining cnly the ampholytic stah foen) fiest in
cobated 2b in SGF and then maved to SIF, mmmmm
the highes abliry of fluid uptake {Fig. &) with lower erosion pattern
(¥ig. SI) dwe 1o i limited solubllity in SGF and in SI¥. Differently,
AECMSE (T5) showed the lower tendency to swell and higher erodan
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beluviow due to it sclubility tn SIE. The highest Sukd uptke snd
Emimd erovion for CMAEST (O5) was in acoordance with the highest
dimendon changss (Fig. S01). CMAES: {05) presented limited evosion
in SGF bt when movesd to 5IF a g layer was formed on the outer
aurface of the tabler. Differpntly, the CMAES: {T3) tabists formed »
upxﬂmmmwmnwmwdmw
blats and prevented funthe fluid p i of the

dry phas), shwer 2h and

genemie inuiscibility fx SIF). Thus, for this smpholytic derivntive, due

mw&mmmnhmmmwwuyam
wnbon groups than thes of hydmxylic groups i hitic substity-

P

thon type SNE. Purthennore, it & also expected, during the first derf-

mmwmbwu&wnm«mmm 8,1V}
when the tablet moved to SIF, The fluid uptake and emsion reflected
wel) the supposed structues of the smpholytic marices in function of
the procesing of dedvatiostion. !uam,mmmmu
SGF by ABCMET {T5) suggests & p

with oyl sonine, to have & continuation nf substity-
tmaWde,T nECAE dasy and rertiary
-mm.mdhummmmum
trolled by the ratlo of chl starch.
dmmwmmmmmxmmmp

mdmwmwwmwwm«m«xh
poups, rather tun of initisl hydrarylic groups of starch. Simtlady, for
the higher substitoted AECMSE (T5), the Mgh SIF uptake can be &
plained by the external eation of carboxylic groups in structores type
ACEM and AE(CM);, in detriment of amine groups {which would

that are susceptible to the first carbaxy methy sep. Detnils of this
process will be Seak with in saother repost.

2.9 i viro digokaion wsts

Ampholytie starch excipients ware tested in terms of controlied drug
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drug aarch

tamrs with diffemnt charscrinion. ASA {(midic drug), metfurmin
ade dnug). Sand drug), & phen (et
tral dragl ware selected to be formulaned by direa compresion of
mived powders directly with each ampholytic starch ascipientt and

2°C (vesoman @ K. 2008 Sweaisky e ol 2019,

exists very largdy as cationic spocies. hydroplilic chlowbydra) st
physologicel pH values The pia valves muke
stennger texe than sxxt other besic drugs {Dessl ot ol 20143 Mo
lamie (5-ASA} ehibits propenies {Tuble 3 {6 solubility
Increnses a2 acidic pi values (pH < 3) In The stomach and &r mom
alkaline vilues (pH > 53] in the lower part of the small intesting
TFeenel and Mauger, 1993),
symram, conssts of & benzene ring subatituted by ooe: hydroxyl group
snd an amide group in the purs position £1,4). The onnjugatinn greatly
reduces the baticity of the aitragen, while saaking the hydraxyt addiz
o

Ctabie 3 has acid diasocistion constant values pita of 3.8 andl $1.5 and

thesugh chargs doped on e de anlon
{xagridines ot #., 2017) (falle D, The cumdlative ASA relmse from
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9. Relo Metormin (8), R0 md A

and ARCNES {15) a8 matrss forming polymens.

tablets in SGF and in SIF are shown in Fig. 4, 1 Both CMAES (TS) and
ABCMS1{TS) derivatives were able w control the reease of ASA in SGF,
where 5556, of ASA was released within 24} by tablets of CMARS? (T5)
and 47% of ASA released by ARCMSI (TS). In STF only CMAESI(TS) wax
able to prolang the release of ASA for more than 120 The Pig. 9, It
shows the release of metformin in SGF and in SIF.

Controlling the release of is s4ll a chell for for

£ loaing) bromlael wit CMARR ((X), CMAES: (16}

9% of metformin was released within 6 h in SGF from tsbiets con-
tained CMAESt (TS) as marix foming excipients, whereas 93% was
liberated within 6h SIF from CMAESK {05). The release of mesalamine
in SGF and SIF is presonted in Plg. 9, IIL In SGF, all ampholytic starch

were able to prolong the relense of mesalsmine over 12h. fn
SIF anly OMAES: (OS) and CMAESt (TX) prolonged the release of me-

maulater doe o its high solubility and agueous solution pH 12-6.8
(Desal et al, 2014). Because of itx short halflife { < 3 1), frequent od-
ministrations of high dosages {up w0 2.5 g daily) are nceded to maintsin
its required plasma concentration (Garber o al., 1907, Stepevaky et al,,
001 ; Din o1 al, 2015) K was found with our amphalytic starch that

mn

lamine to £0 h Fig 9, IV shows the relasse of acetaminophen in both
SGF and SIF. In SGF, CMAESY (TS) and AECMSt {75) sustained g re-
lease of acetaminophen with 61.69% liberated fram tablets of CMAESt
£TS) and 59.3% scasminophen liberated from wablers of ABCMSE (1S)
within 24h. In SIF CMAESt (0S) rdeased 57.75% of acetaminophen
within 12h, while CMAESt {TS) redeased 84.5% of acetaminaphen
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within 8h. In canclusion CMAES: (0S) was able to control the release of
amphoteric or neutral drugs only in SIF. From the polymers prepared in
two steps procedure either CMAESY (T5) or AECMSt ('T5) was able 1o
sustain the release of acidic, amphoteric, or neutral drugs in SGF. Dif-
ferendy in SIF, OMABSE {T5) were able to better control the reiease of
medication in comparison with ABCMSt (TS). Furthermore, to find out
the impact of whole gastrointestinal tract {GIT) on the polymeric ma-
trives, the tabless were first expoced t0 SGF for 2h and then transfered
0 SIF a1 the sme condition of disclution test Pig. 10. The mlease
profiles showed that all ampholytic march excipients were able 1o
control the release of acidic, basic and nautral drugs at high loading
{6006). In uudASA-amﬁwlu\.m_pbly&mM
vatives showed simdlar in g of the rel f active
principles {Pig. 10, Table 4). For metformin mlymcmmw
able 10 dower the release for a duration up to 6h. The ability of
CMAES? (TS) to prolong the release of metformin could be comelated
with the higher DE of CM groups, 0.041 campared with DS 0.024 for
CM groups in OMAESt (OF) and DS 0.028 of ABCMSt (TS). Another

mybeln of a kind d’mumn!

derivative where the DS for the two groups were close each other and
this is reflected in higher Zeta potential values. Less control observed
when abiets were sxposed to SIF only (6 h and respectively 3h) could
be explained by wpuisive forces between messlamine and charged
derfvatives. The 90% drug release times were in line with the solubitity
data of the active principles. For instance the shortest rdesse time was
found for motformin which presents the highest solubility (Talsie 3),
whereas long reloase times (28-30 h) were found for mesalamine and
aspidn which both prosemt relatively low sclubility. For soe-
aminophen, imermediate rdease time 16-22h fittad well hix solubility
in gastric and in intestinal fluids. Although relatively fast in comparison
weith the el f inophen, aspirin and i’ the releas
time of 5.3k for metformin seems adequate for this o be
liberated in the intestinal tmet including the colon from menalithic
tableis obtained with CMAESt (TS). The release kinetics of the four
iracers in SGF and in SIF was evaluated based on the egmitions pre-
sented in Table 1 §, where Q, in equations A-C and E is the amount of
the drug relessed at time t, Q, in equation D is the amount of drug

ining in ph domge form at time ¢ and Qo is the initial

| MR groups and the aml matrix.
‘This & less probeble in term of ARCMST (7S), v&s&mhxylml
am probably lower in periphersl layer and less sccessible so form
complex. Evahuition of the release profile of metformin from tablets
loaded on CMAESY {T5) preparcd at different 15 of CM or AR gmups
tecently pubtished (Sakoix 0t al.. 20175), chowed that CMARSE (TS) at
higher DS of both CM and AR can modulate the release of up

smount of drug in the phannaceutical dosage forms. The Ko, Ky, K, Kg,
Ky are respectively the zevo-order, first-onder, Higuchi’s, Hixson<ro-
weils, Rorsmeyer-Pappas releste rate constants and o is the release
exponont. if the o valie is 0.5 ar loss, the release mechmism followe 5
Fickian diffation, wheress at vatues for mass transcfer in the
nng:as<n<l the system will foliow & non-Pidkisn modd

0 125 (Sakeer ot al, 20170) in case of Mesalemine, CMAESt (OS)
d)lﬂluluvuhbﬂlyﬂhmdhdwmuudwi&thd!«

via TS p Knowing that Mesala-
mklmmmmmyhgmmd groups

P The system follows a zeo-order dnig release
;M-utllnmpmlfﬂnnnlukwdh anm:dan&m
process of the g Upon witer

the system is the rate- controlling step. Fnllhevdmohhigh!mm

(Table 3) that will be ionized in SGF and SIF and potersial drug-
polymer jonic interartions aan occur either with OM or AE ionized
FTOups,

This could explain similar relesse profiles irrespective to the media
changes {Fig. 10, Table 4). Same mticnale seems not be applicsble for
CMAESt (T5) and ABCMS! (TS) derivatives obtained by the two steps
procedure. It i3 worth to note that both TS derivatives were more
substitted {one for CM and the other for AE) compared with OS

23

1, th ism: of drug release is regarded as super case-ll traneport
(Rommeyer ot &, 1983).

The kinetic release profiles of ASA in SGF and in SIF for a8 polymen
'was fitting 2010 order model and first order modet respectively, with the
Korsmeyer's release exponent n > 0.5 which can be relsted to case-ll
transport Table 1 §. Dm w the high loading {60%) and solubitity of

the pr ly were not able 10 profong
4mmmdm¢nmhbr|ﬁrmlm&mmemdﬁ
products (Sakesr 1 o, 2057h)
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Bhies (6% losding} rmaaed with CMAES: {08),
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The kinetic equarion was applied only for CMAESE (OS) in SE and
for CMAESE (TS) in SGE. In both cases the drug release was fitting the
firg onder modd with the Konmayer’s release exponent nclunn“

solubllity of AE, forming & bamier toward further penetration of in-
testinal fluld inside the gel layer, lowered the erosion and solubilizstion
ofmapﬂwl lsyer surface. Consequently, the tablet integrity is

mmﬂlu;mdumlmkmkﬂn'mmhuo&!

Mwmnﬁnmwmwnw
cdose to 0.5 in SGF indicating that the system fits well to Pickian dif-
fusion. In ST, n values were close to 1 (Tuble 1S) masching to non
Pickian model (anomalous transpon) CMARS (TS) was sble to control
the releas of acetaminophen in SGF and in SIF and the relense was
fitting fimy arder modd in both media. CMAESt {OS) was able i pro-
brg the rdesse of scataminpphen only inSIF. Difforertly, AECMSt(TS)
mswined the release of acetaminophen in SGF. The valne of melease
exponent n was greater than 0.5 fitting non-Fickian models {anomalous

When the was ducted in ng GIT
trasit (SGF for 2h then followed by SIF), the ASA showed different
mlease kineticz, with n detween 0.5-1 (Table %) indicating a non-
Fickian modd (i i rt). Metformin and i} fol-
owed fist order kinetics and xm onder with n between 0.5-1 in-
dicating snomalous transport which means that both swelling and
diffusion are going together (Table 5) Acetsminaphen followad a zero
order for CMAEST (OS) and Hixson-Crowell’s order for both CMAR&
(TS) and AECMSt (T5) with mos—x ©

longing the relesse of the acive ingredients from the
dwfnmmmmﬁbmlﬂmmunmm
lyic d behavior is the ition of jonic charges on the
starch backbone which would be mare uniform in case of OS synthesis
wm&mpmdmkmmhm&dmmhﬁmin—
of the fire derivative was done prior o in-
troduction of the second functional group. This might influence the
arrangements of chains which will be sabifized by self-msembling
ionic This may impact the surface ex-
Mﬂbrmmmmtmaimohhemdhnkgwp
polymer-dmg intersctions, ex).

4. Conclusion

The presence of the two groups on the same macromolecular
backb wlll, & beneficisl effect for the ueage of such am-
pholytic starch p - for the chall
n:mmmlmmmm‘hmu rdmed.\l’l:
during the transit abong the trart. The proposed new

port of active i 1 note i that
wsing m-ummddaqiuodymmef&duﬁi:hxh
the action, § Thas, the
amphalytic starch from one lnym (08) wmmmmlﬂm

starch ohl%ﬂﬁdwwﬁmmwﬂo
polymer or polymer-diug self
mahkmmmlﬁedmgnhnnhi@hdﬁgd-dvamlq
even forp hallenging APls as

quuﬂh are MQnChla\Ps {08}, 2t dl:um DS of CMor AR

wiense of acklic, amphoteric and neutral medication in SIF,

the polymes obtained from two steps method CMAES (TS) and
AECMSt (TS) were able to sustain the release of same tracers also in
SGF. When the dissclution was done first in SGF then followed by ST,
all amgholytic starch showed an ability to prolong the reloase of high
loading medications (60%) for up to 24h. Self-stabilization of ampho-
Jytic starch CMAESE(OS) could be explained by the limited solubiliy of
the palymer in SGF. The carboxylic groups are

in onder 1o the position of OM, AE, EACM or EADCM
onmnlx backbone chain and for duddation of contribution of starch
maorphalogical aspects.
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madulstion protonation and amino groups may fammlemm
molecular gols, lowering the soluldlity, bn SIF the higher swelling
ability and lower chain flexibility (as by viseosity

ch Coundl) of Canads (Di y Progr is ac
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ment) and limited solubility of CMARST (OS) mkq ﬁmnofcm—
trolling the release of com-
#mﬂmhwvmﬁeaﬂommmduﬁndcﬁ-mphcmdm
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