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Résumé

L'acide ellagique présente un grand potentiel de développement commercial et d'application clinique en raison de ses diverses
propriétés thérapeutiques, notamment antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, neuroprotectrice, hépato-protectrice et
cardioprotectrice. Cependant, sa faible solubilité et sa faible biodisponibilité éclipsent ses perspectives de développement et
d'application en tant que nouveau médicament. Afin augmenter la solubilité et donc la biodisponibilité de 1’acide ellagique,
I’hydroxypropyl-B-cyclodextrine et I’hydroxypropyl-y-cyclodextrine ont été utilisées pour la formation de complexes cyclodex-
trine-acide ellagique. Apres des études de solubilité de phase, des complexes solides ont été préparées par lyophilisation puis
caractérisés par spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier. Les résultats des études de solubilité de phase ont montré
une augmentation de la solubilité réelle de 1’acide ellagique de 3,12 et de 6,40 fois, respectivement en présence 1’hydroxypropyl-
B-cyclodextrine et I’hydroxypropyl-y-cyclodextrine. De plus, un diagramme de type Ap a été obtenu avec les deux dérivés des
cyclodextrines naturelles. La spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier a quant a elle mis en évidence la présence d’in-
teractions entre les groupements hydroxyles de I’acide ellagique et ceux des cyclodextrines.
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Abstract

Ellagic acid has great potential for commercial development and clinical application due to its diverse therapeutic properties,
including antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, neuroprotective, hepatoprotective and cardioprotective. However, its poor
solubility and bioavailability overshadow its prospects for development and application as a new drug. To increase the solubility
and hence bioavailability of ellagic acid, hydroxypropyl-B-cyclodextrin and hydroxypropyl-y-cyclodextrin were used for the
formation of cyclodextrin-ellagic acid complexes. Following phase solubility studies, solid complexes were prepared by lyoph-
ilization and then characterized by fourier transform infrared spectroscopy. The results of the phase solubility studies showed a
3.12- and 6.40-fold increase in the real solubility of ellagic acid in the presence of hydroxypropyl-p-cyclodextrin and hydroxy-
propyl-y-cyclodextrin, respectively. In addition, an Ap-type diagram was obtained with both derivatives of natural cyclodextrins.
Fourier transform infrared spectroscopy revealed the presence of interactions between the hydroxyl groups of ellagic acid and
those of cyclodextrins.

Keywords: Ellagic acid, solubility, cyclodextrins, hydroxypropyl-B-cyclodextrin, hydroxypropyl-y-cyclodextrin.
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1. Introduction

L'acide ellagique (AE), un composé polyphénolique actif naturel, présent dans nombreuses espéces végétales telles qu’ Adenium
obesum (Apocynaceae), Terminalia chebula (Combretaceae), Rosa rugosa (Rosaceae) et Punica granatum (Lythraceae) [1].
Sur la base de diverses études pharmacologiques, il a été rapporté que I'AE avait une large gamme d'activités pharmacologiques,
notamment des effets antioxydants, antipaludiques, anti-inflammatoires, anticancéreux, antidiabétiques, neuroprotecteurs, hé-
pato-protecteurs et cardioprotecteurs [2], [3]. En raison ces nombreux effets bénéfiques pour la santé humaine, I'AE présente un
grand potentiel de développement commercial et d'application clinique [4]. Cependant, sa faible biodisponibilité résultant de sa
faible solubilité et de sa faible perméabilité membranaire, limite son utilisation en thérapeutique humaine [5]. Cette biodisponi-
bilité peut toutefois étre améliorée par une augmentation de solubilité [6]. En effet, pour étre absorbée, la substance active doit
se trouver sous forme dissoute au niveau du site d’absorption [7]. La solubilité aqueuse est de ce fait, particuliérement cruciale
pour l'administration orale des médicaments qui est, de loin, le mode le plus fréquent d'administration des médicaments [8]. De
méme, pour étre administrée par voie parentérale sous forme de solution aqueuse, la substance active doit étre soluble [9]. Il est
donc nécessaire d’optimiser la solubilité et 1a biodisponibilité de I’acide ellagique pour une éventuelle utilisation en thérapeutique
humaine [10], [11]. Il existe a cet effet, plusieurs approches chimiques ou physiques de formulation. Les approches chimiques
de formulation comprenant la salification, la modification du pH, I’utilisation de cosolvent et la formation de prodrugs, sont des
approches conventionnelles efficaces recommandées par de nombreux chercheurs pour améliorer les propriétés des substances
actives peu solubles dans I’eau notamment les molécules de la classe IV du systéme de classification biopharmaceutique [12].
Toutefois, ces approches peuvent conduire a des modifications structurales pouvant engendrer des changements d’activité bio-
logique et I'émergence d'effets toxiques [13], [14]. Les madifications physiques ou galénique incluent, quant a elles, la réduction
de taille des particules (micronisation, nanonisation), la formulation a I'état amorphe, les formulations lipidiques, la formation
de dispersions solide et la complexation a I’aide de cyclodextrine (CD) [15]. Les CDs sont utilisés dans l'industrie pharmaceu-
tique depuis les années 1970 avec le premier produit prostaglandine E2/BCD (comprimé sublingual Prostarmon E ™) commer-
cialisé au Japon en 1976. Depuis lors, I’utilisation des CDs dans le domaine pharmaceutique n’a cessé de croitre. Ainsi, rien
gu'en 2016, les CDs ont fait I'objet de plus de 2 200 articles scientifiques publiés dans des journaux a comité de lecture et ont été
citées dans plus de 2 300 brevets et demandes de brevet, dont une grande partie concernait leur utilisation pharmaceutique [16],
[17]. Les CDs sont des oligosaccharides cycliques provenant de la dégradation enzymatique de 1’amidon, découverts en 1891
par le frangais Antoine Villiers. Elles sont composées d’unités a-D-glucopyranose reliées entre elles par des liaisons a-1,4. Les
CDs naturelles comportent entre six et douze unités a-D-glucopyranose et les plus connues sont « -, 3 - et y -CD avec respec-
tivement 6, 7 et 8 unités glycosidiques. Leur structure en trois dimensions apparait sous la forme d’un céne tronqué a ’extérieur
duquel se trouvent les groupements hydroxyles. La partie extérieure est donc hautement hydrophile. L’intérieur de la cavité est
quant a lui légérement hydrophobe [18], [19]. Il est constitué par des atomes d’hydrogéne portés par les carbones C3 et Cs ainsi
que par les atomes d’oxygéne participant a la liaison glycosidique ce qui lui confére le caractére apolaire. Cette configuration
offre aux CDs, la capacité d’inclure partiellement ou totalement des molécules apolaires de tailles et de formes appropriées,
améliorant ainsi leur solubilité, leur stabilité et leur biodisponibilité [20]. Les propriétés physicochimiques insuffisantes des CDs
naturelles notamment leur faible solubilité attribuée a la présence de liaisons hydrogéne intermoléculaires relativement fortes a
1'état cristallin et leur capacité d’inclusion, ont conduit au développement de dérivés synthétiques aux propriétés améliorées [21].
Ainsi, divers types de dérivés de CD, y compris des dérivés hydrophiles, hydrophobes et ioniques, ont été synthétisés. Dans une
précédente étude, nous avons évalué I’effet de la 3 - et y -CD sur I’augmentation de la solubilité de I’acide ellagique, ce qui a
montré un impact relativement faible [13]. Les dérivés hydroxypropylés de ces CDs a savoir I’'HPBCD et ’HPyCD (fig.1) syn-
thétisés par le traitement des CDs naturelles avec de I'oxyde de propyléne, ont des lors été implémentés dans la présente étude
dans I’optique de déterminer leur apport a améliorer de la solubilité de I’acide ellagique.

R = H or CH,CH(OH)CH3

Figure 1 : Structure chimique de I’acide ellagique (A) et de dérivés de cyclodextrine (B) [22]
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2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel

L’acide ellagique dihydraté (pureté > 98 %) (Fluorochem Ltd Unit 14, Graphite Way Hadfield, Derbyshire, Royaume-Uni),
acétonitrile grade HPLC (J.T. Baker, Deventer, Pays-Bas), I’acide hydrochlorique (37% m/m) et dihydrogénophosphate de so-
dium (Ph. Eur, Merck, Darmstadt, Allemagne) ont été achetés, de méme que I’HP-y-CD (Cavamax™, Ashland Industries Europe
GMBH, Schaffhouse, Suisse). L’HP-B-CD a été généreusement offerte par Roquette® (Lestrem, France). L’eau ultrapure a été
produite avec le systeme Milli-Q (Millipore, Bredford, MA, USA). Tous les autres réactifs utilisés étaient de qualité analytique.

2.2. Méthodes
2.2.1. Etude de solubilité de phase

L'étude de la solubilité de phase a été menée conformément a la méthodologie établie par Higuchi et Connors et reproduite dans
notre précédente étude [13]. Diverses solutions contenant des concentrations croissantes d’HPB-CD (allant de 0 a 150 mM) et
HPyCD (allant de 0 & 150 mM) dans I’eau milli Q ont été préparées. A ces solutions, a été ajouté un excés de poudre d’acide
ellagique. Les suspensions ainsi obtenues ont été soumises a une agitation continue a ’aide d’un bain agitant a la température de
37 £ 0,5°C, avec une vitesse d’agitation de 144 tours par minute pendant une durée de 24 heures. Des aliquotes ont été prélevées,
filtrées (0,45 um, Millipore) et la concentration d'acide ellagique dans le filtrat a été déterminée par HPLC. Les constantes de
stabilité de la complexation (K1:1 et K1:2) ont été déduites du diagramme de solubilité de phase conformément aux équations 1
et 2, dans lesquelles [SO] représente la solubilité intrinséque de I'acide ellagique en milieu aqueux, tandis que [St] et [Lt] repré-

sentent les concentrations de I'acide ellagique et de la cyclodextrine dans la solution, respectivement.
Pente

Klil=—
S0 (1 — pente)
[St][;t[]s‘” = K1:1[S0] + K1: 1K1: 2[SO][St]

2.2.2. Préparation des complexes acide ellagique / CDs solides

Les complexes solides ont été obtenus par la technique de lyophilisation. Des solutions contenant les complexes AE/CDs, obte-
nues selon la méthode précédemment décrite (section 2.2.1), utilisant ’HP-p-CD (150 mM) et HP-y-CD (150 mM) ont été
produites. Aprés la production, 50 mL de chaque solution ont été répartis de maniére égale dans des récipients en verre ouverts
et lyophilisés (Epsilon 2-4 LSCplus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmhB, Osterode am Harz, Allemagne) pour obte-
nir une poudre. Au cours de la premiere étape du processus de lyophilisation, les échantillons ont été congelés de la température
ambiante a la température de -45 °C (a une pression de 1 bar) pendant une période de 3 h et 30 min. La dessiccation primaire a
été effectuée a -45 °C pendant 10 minutes a une pression de 0,8 bar, puis a -15 °C pendant 3 heures (a une pression de 0,1 bar)
et a -10 °C durant 12 heures (a une pression de 0,1 bar). La derniére étape & savoir la dessiccation secondaire a quant elle été
effectué a 10 °C pendant 5 h (sous une pression de 0,1 bar). Le cycle complet de lyophilisation a duré 23 heures et 40 minutes.
Les poudres lyophilisées ont été utilisées pour les tests de caractérisation.

2.2.3. Caractérisation par chromatographie liquide haute performance

Une méthode de quantification de 1’acide ellagique par chromatographie liquide haute performance (HPLC), a été¢ mise au point
puis validée. Une chaine HPLC 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) a été utilisée. La séparation chromatographique
a été réalisée a l'aide d'une colonne LiChrospher®100 RP-18 (125x4 mm, 5 um) a une température de 40,0 °C. Le débit de la
phase mobile, composée d'un tampon phos@iate de pH 2,5 et d'acétonitrile (75 :25 v/v), a été maintenu constant & 1,0 mL/min.
Le volume d'injection était de 50 uL, la durée totale de l'analyse était de 6 minutes et la longueur d'onde de détection de 'acide
ellagique était de 254 nm. Les résultats ont été analysés a l'aide d'un logiciel Agilent OpenLAB Control Panel.

2.2.4. Caractérisation par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres FT-IR de l'acide ellagique, de I’hydroxypropyl-p-cyclodextrine de I’hydroxypropyl-y-cyclodextrine, des complexes
CD-AE ainsi que des mélanges physiques correspondants (steechiométrie 1 :2) ont été réalisés a I'aide d'un spectrophotométre
Frontier FT-IR (Perkin Elmer, Waltham, USA) équipé d'un dispositif ATR en cristal de diamant et d'un détecteur DTGS. Les
mesures ont été effectuées a température ambiante sur les échantillons placés directement sur 'ATR. La plage de balayage était
entre 4000 et 650 cm™. Les spectres FT-IR des complexes ont été comparés a ceux des matiéres premiéres pures ainsi qu’a ceux
des mélanges physiques correspondants.
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2.2.5. Analyse statistique

Le logiciel Graph pad Prisme version 5.03 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) a servi au tracé des diagrammes de
solubilité de phase et a I’analyse des données. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD. Les différences statis-
tiques étaient considérées comme significatives entre les groupes si la valeur p était <0,05. Toutes les expériences ont été réali-
sées en triplicata (n = 3).

3. Résultats et discussion

3.1. Etude de solubilité de phase

L'étude de solubilité de phase a été réalisée pour étudier la solubilité de 1’acide ellagique en présence de I’'HP-B-CD et I’'HP-y-
CD. Un diagramme de type Ap (figure 2) a été obtenu avec chacun des dérivés de CD. En effet, Higuchi et Connors, en étudiant
les effets de la concentration de ligand sur la solubilité d'un substrat, ont déterminé deux types de diagramme appelés diagrammes
de solubilité de phase a savoir les diagrammes de type A et ceux de type B [23]-[25]. Les diagrammes de solubilité de phase de
type A sont obtenus lorsque la solubilité du substrat (médicament) augmente avec 1’augmentation de la concentration du
solubilisant (cyclodextrine). Ces diagrammes comprennent trois sous profils. Le sous profil A L implique une augmentation
linéaire de la solubilité du médicament, en fonction de la concentration de la CD et la formation de complexes de steechiométrie
1:1, 2:1 ou 3:1. Le sous profil A pindique une isotherme, dans laquelle la courbe s'écarte de la linéarité de maniére positive,
suggérant que la CD est proportionnellement plus efficace a des concentrations plus élevées. Ce sous profil implique la formation
de complexes de steechiométrie 1:1 puis 1:2. Inversement, les diagrammes de type An indiquent un écart négatif par rapport a la
linéarité, ce qui signifie que la CD est proportionnellement moins efficace a une concentration plus élevée en terme
d’augmentation de solubilité du médicament. Ces diagrammes de type Ansont difficiles a interpréter. Prises dans leur ensemble,
les diagrammes de types A indiquent que des complexes hydrosolubles se forment avec des solubilités supérieures a celles du
médicament non complexé. Les diagrammes de type B impliquent la formation de complexes a solubilité limitée dans I’eau et
sont subdivisés en deux sous-types : Bs et B,. Le type Bs indique une augmentation initiale de la solubilité apparente, suivie
d'une évolution en plateau puis d’une décroissance. Le type B, est caractéristique de la formation de complexes insolubles. En
général, les dérivés de CD hydrosolubles forment des diagrammes de solubilité de phase de type A tandis que les CD naturelles
moins solubles forment fréequemment des profils de type B [26]. La solubilité apparente de I’acide ellagique obtenue en présence
de I’HP-B-CD et I"'HP-y-CD était de 4,62+ 0,26 pug/mL et de 9,46+ 0,68 pug/mL respectivement. Ces valeurs correspondent a des
augmentations respectives de 3,12 et de 6,40 fois la solubilité réelle de I’AE qui est de 1,48 = 0,37 ug/mL. Savic et al. ont trouvé
une solubilité apparente de I’AE 2,2 fois supérieure a sa solubilité réelle en présence de I’HP-B-CD [27]. Cette différence de
résultat pourrait s’expliquer par I’utilisation de concentration plus élevées en HP-B-CD dans notre étude. A concentration égale,
I’HP-y-CD solubilise deux fois plus d’AE que ’HP-B-CD. Ce résultat pourrait s’expliquer par la différence de taille de cavité
entre les deux dérivés des CDs. En effet, pour former un complexe d’inclusion soluble, la substance active doit avoir une forme
et taille appropriées pour I’inclusion dans la cavité de la CD. L’ AE est une molécule plane avec une taille 1égérement supérieure
a la taille de la cavité de ’'HPyCD, cette derniére étant supérieure a celle de ’HP-B-CD. L’AE a dés lors, une capacité plus élevée
a former des complexes d’inclusion avec 'HPyCD qu’avec I'HP-B-CD. Ces résultats relativement modestes en termes
d’augmentation de la solubilité de I’ AE par ces dérivés de CDs, pourrait s’expliquer par la faible lipophilie de I’AE (logP =1,05),
sa grande taille moléculaire et sa structure plane qui peut limiter son inclusion dans la cavité du CD en raison d'effets stériques
[28], [29]. Toutefois, les CDs et leurs dérivés peuvent formés des complexes d’association avec les substances actives peu
solubles, améliorant ainsi leur solubilité [30]. Les complexes HPYCD/AE apparaissaient également plus stables que ceux formés
entre ’HP-B-CD et I’AE. En effet, les constantes de stabilité¢ K 1:1 et K 1:2 des complexes HPYCD/AE étaient respectivement
de 376 et 121M alors que ceux des complexes HP-B-CD/AE étaient de 243 et 79 M1,
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Figure 2 : Diagramme de solubilité de phase de 1’acide ellagique a 37°C en présence I’HPBCD (noir) et de ’'HPyCD (vert)

3.2. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La figure 3 montre les spectres FT-IR de I'AE pur, de I'HPBCD et du complexe HP-B-CD/AE (3B), de I’'HPyCD et du complexe
HPyCD/AE (3A) ainsi que leurs mélanges physiques dans la région entre 4000 et 650 cm . L’ AE a dans son spectre, six bandes
caractéristiques de ses groupements fonctionnels entre 4000 et 1500 cm™. Les deux bandes initiales apparaissant respectivement
a3474 cmeta 3154 cm, correspondaient aux vibrations de valence des groupements hydroxyles (O-H) libres et liés. La bande
de vibration de valence des groupements cétones (C=0) est apparu a 1722 cm. Les trois derniéres bandes apparues a 1617 cm-
1,1580 cm™ et a 1509 cm™ correspondaient a la vibration de valence de la liaison C=C du cycle aromatique. Le spectre FTIR de
’HP B-CD quant a lui, présentait une bande large et intense dans la zone de 3200-3500 cm™* centrée sur 3319 cm, résultat de la
vibration de valence de la liaison O-H. Le signal de la vibration de valence de la liaison C-H des groupements -CH et -CH2 est
apparue a 2922 cm™. La bande d’intensité moyenne a 1636 cm™ correspondait a la vibration de déformation de la liaison O-H.
Le signal net a 1148 cm™ indiquait la présence de vibration de valence C-C. Les bandes a 1077 et a 1018 cm* confirment la
présence de vibrations de valence des liaisons C-O- dans les groupes éther et hydroxyle de 1a B-CD. Les bandes de vibrations de
déformation de la liaison C-H sont présentes dans la gamme de 950-700 cm™. Le spectre FTIR de la HP y-CD présentait a I’ instar
de PHP B-CD, une bande large et intense dans la gamme de 3200-3500 cm™* mais centrée sur 3338 cm™ au lieu 3319 cm?,
résultant également de la vibration de valence de la liaison O-H. Le signal de vibration de valence de la liaison C-H des
groupements -CH et -CH2 est apparue a 2926 cm™. La bande d’intensité moyenne a 1632 cm™ correspondait a la vibration de
déformation de la liaison O-H. Le signal net a 1148 cm™ indiquait la présence de vibration de valence C-C. Les bandes a 1080
et a 1018 cm'! confirment la présence de la vibration de valence de la liaison C-O- dans les groupes éther et hydroxyle de la HP
y-CD. Les bandes de vibrations de déformation de la liaison C-H sont présentes dans la gamme de 950-700 cm.. Les spectres
des complexes lyophilisés étaient trés proches de ceux des dérivés des CDs en raison de faible proportion de I’AE dans les
complexes. Toutefois, les modifications observées sur les différentes bandes orientent sur les types interactions entre les
différents composants. Ainsi, la bande aigué a 3474 cm correspondant a la vibration de valence du groupe O-H de AE n'est pas
observée dans les spectres des complexes. Ce qui laisse entrevoir une probable implication des groupes O-H de I'AE dans
I'interaction avec les dérivés des CDs. Aussi, sur les spectres des complexes, les bandes de vibrations de valence du groupe O-H
de la HPB CD ont été déplacées de plusieurs unités vers des nombres d'onde plus élevés (3350 cm™ au lieu de 3319 cm™t). Avec
la HP y CD, ce déplacement s’est fait en sens inverse c’est -a dire vers des nombres d’onde plus faible (3331 cm™ au lieu de
3338 cm™). Ces résultats sont en faveur de la formation de complexes d’association entre I’AE et les CDs utilisées. Toutefois
des études supplémentaires notamment la caractérisation par spectroscopie a résonnance magnétique nucléaire, sont nécessaires
pour élucider la nature des interactions entre la substance active et les CDs. Les spectres des mélanges physiques AE/CDs
ressemblaient & une simple superposition des spectres individuels des matiéres premiéres. Nous notions une proéminence des
bandes de I'EA par rapport a ceux des cyclodextrines. De plus, de nombreux changements de nombres d’onde sont observés sur
ces spectres indiquant I’existence de faibles interactions entre AE et les cyclodextrines dans ces mélanges physiques.
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Figure 3 : A Spectres infrarouge a transformée de Fourier de I’AE (EA), de ’'HPyCD (HPGCD)et du complexe HPYCD/AE
lyophilisé (lyop) et du mélange physique HPYCD/AE (PM). B Spectres infrarouge a transformée de Fourier de I’AE (EA), de
I'HPBCD(HPBCD) et du complexe HPBCD/AE lyophilisé (lyop) et du mélange physique HPBCD/AE (PM).

4. Conclusion

Dans cette étude, la complexion a 1’aide de CDs a été utilisée pour améliorer les propriétés physicochimiques de I’acide ellagique
un composé hautement actif, présentant une faible solubilité. En effet, les cyclodextrines, en raison de leur structure unique et
de leurs propriétés physicochimiques, offrent un outil supplémentaire aux formulateurs pour surmonter certains des défis de
formulation et d'administration de médicaments. Ces dérivés d'amidon sont des solubilisants utiles, permettant la préparation de
formes galéniques liquides orales, solides et parentérales. De plus, les cyclodextrines peuvent améliorer la biodisponibilité des
médicaments en augmentant la solubilité aqueuse et les taux de dissolution. Ainsi, en présence en présence de I’HP-B-CD et
I’HPyCD, la solubilité de I’acide ellagique a été multiplié respectivement par 3,12 et de 6,40. Les résultats de la caractérisation
de nos complexes par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier sont en faveur de la formation de complexes d’associa-
tion. Avec actuellement plus de 50 médicaments approuvés par la Food and Drug Administration, les cyclodextrines occupent
une bonne place dans le développement pharmaceutique. Les techniques de complexation sont faciles a implémenter et nécessite
des équipements relativement peu couteux. Dans le contexte de rareté des ressources allouées a la recherche dans les pays en
voie de développement, 1'utilisation d’approches de formulation peu couteuses et efficiente, serait un atout.
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