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Le ciblage intestinal est une stratégie envisagée par de nombreuses
équipes scientifiques et pour diverses pathologies. Ceci peut en effet
permettre d’améliorer la biodisponibilité d’'une molécule en limitant une
déperdition par dégradation, conséquence des processus de digestion, ou
par élimination avec le bol alimentaire non absorbé. Cette vectorisation
permet aussi d’optimiser le contact de la molécule avec la muqueuse
intestinale et de potentialiser son absorption ainsi que son passage au
niveau systémique. Dans d’autres situations, le ciblage peut étre souhaité,
sans augmentation de la fraction absorbée. Tel est le cas pour des
pathologies comme le cancer colorectal, les maladies inflammatoires
chroniques de lintestin ou les troubles digestifs localisés chez des
personnes sensibles comme la femme enceinte (Mahadevan, 2007). Une
libération ciblée de I'actif directement sur la muqueuse intestinale permet
alors d’augmenter et de maintenir dans le temps une concentration locale
efficace en principe actif (PA) au niveau du tissu malade, tout en évitant
un passage dans le sang (Wehrlé, 2007). L’action pharmacologique est
ainsi optimisée et les effets indésirables, réduits. L'observance du

traitement est alors améliorée, tout comme l'efficacité thérapeutique.

Nombre de systéemes ont été mis en ceuvre et testés en vue de vectoriser
la libération d’'un PA dans l'intestin (Pinto, 2010) :

e Des systemes temps-dépendant : La libération est modifiée (décalée,
retardée, prolongée...) et permet de cibler une région particuliere du

tractus gastro-intestinal (TGI) en fonction du temps de transit.

e Des systemes pH-dépendant : Le systeme est sensible aux variations
physiologiques du pH tout au long du TGI (pH stomacal acide et pH
intestinal neutre a basique). Une gastro-résistance permettra d’éviter
une dégradation prématurée au niveau de I'estomac et de protéger le
PA jusqu’a sa libération dans lintestin gréle ou le colon (Peppas et
Kavimandan, 2006 ; Lin et al., 2008 ; Makhlof et al., 2009).
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e Des systémes pression-dépendant : La réabsorption de I'eau au niveau
du colon, engendre une augmentation de la viscosité du bol
alimentaire et de la pression sur le systéeme thérapeutique, qui libére

alors le PA spécifiquement dans le colon (Yang et al., 2002).

e Des systemes enzyme-dépendant: La dégradation du vecteur
thérapeutique spécifiquement par l'activité enzymatique riche assurée
par la flore commensale du colon permet de cibler cette région
particuliére du tube digestif (Shalaby et al., 1992).

e Des systemes bioadhésifs: Le systeme adhére a la muqueuse
intestinale par différentes interactions, plus ou moins spécifiques, et
permet d’optimiser le contact en termes de temps et de surface entre

la forme pharmaceutique et le tissu-cible (Dodou et al., 2005).

e Des systémes activés par un stimulus externe : le dispositif Intelisite®
est administré puis activé par un signal magnétique lorsqu’il arrive a

proximité du tissu-cible (Clear et al., 2001).

Les Laboratoires SERVIER ont souhaité s’intéresser au ciblage intestinal en
vue d’assurer une libération localisée d’'un PA, sans passage systémique.
Une synergie de deux des stratégies précédemment évoquées est
envisagée. Dans un premier temps, le systeme devra permettre une
libération modifiée afin de protéger la molécule des conditions extrémes
de l'estomac. Dans un second temps, la formulation devra tapisser tout
I’épithélium intestinal grdce aux mécanismes de bioadhésion. Enfin, afin
de répondre parfaitement a la problématique, le passage systémique

devra étre limité.

Le présent rapport s’articulera donc en deux parties. Dans un premier
temps, une revue bibliographique permettra de détailler les différentes
caractéristiques anatomiques et physiologiques du TGI, pouvant impacter
la formulation et les exigences requises pour une libération ciblée du PA.
La bioadhésion, les mécanismes mis en jeu dans ce phénomene et les
parametres influents seront également développés. Les polymeres

15



bioadhésifs ayant fait I'objet de publications seront répertoriés, tout
comme divers tests, in vivo ou in vitro, permettant d'évaluer le pouvoir
bioadhésif d’une formule. Enfin, des polymeres non bioadhésifs, mais
ciblant l'intestin selon d’autres principes concluront cette premiere partie.
Dans un second temps, une partie expérimentale développera la mise au
point, par atomisation, de microparticules binaires PA/polymére puis
ternaire, nue ou, de maniére théorique, de type cceur-couronne, et leur
caractérisation. Cette seconde partie sera présentée de facon
conventionnelle : les matériels et méthodes employés précederont les
résultats et leur discussion. Enfin, une conclusion générale, portant sur
I'ensemble des travaux réalisés, et des perspectives permettront de

cloturer le rapport.
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I. Physiologie et anatomie du tractus gastro-
intestinal

Les facteurs physiologiques tels que le temps de transit, le pH
environnemental, la surface d’échange, I|'activité enzymatique et la
microflore du colon influencent I'absorption et peuvent étre utilisés pour
controler la libération d’'un PA. Ce sont donc autant de données a prendre
en compte en formulation. D’'un point de vue anatomique, le tractus
gastro-intestinal ou TGI se compose de plusieurs parties, dont l'intestin
gréle. Chacune de ces parties présente des propriétés particulieres. Ainsi,
la longueur, la composition enzymatique, le pH et la surface développée
par la muqueuse intestinale varient tout au long de lintestin gréle
(Tableau 1, d’apres Rouge et al., 1996). L'intestin gréle mesure entre cing
et sept metres et est constitué du duodénum, du jéjunum et de l'iléon, sa
portion la plus distale. Cet organe présente des valvules conniventes, des
plis permanents orientés transversalement et débordant dans la lumiere
du tube intestinal. Leur fonction est d’augmenter la surface d’échange
(environ trois fois) et de ralentir le transit. Sur ces plis se trouvent de
nombreuses villosités augmentant huit fois la surface d’échange entre le
milieu extérieur et I'organisme. Enfin, I’épithélium recouvrant ces villosités
est constitué de cellules présentant environ 3000 villosités chacune, ce qui
triple a nouveau la surface d’échange. La longueur remarquable de
I'intestin gréle, combinée a l'architecture particuliere de ce tissu, permet
d'exposer une surface totale de quelques 200 m2, essentiellement
localisée au niveau du jéjunum et de l'iléon faisant de ces deux parties les

lieux majoritaires de l'absorption (Fawcett et al., 2002).
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Tableau 1 : Facteurs anatomiques et physiologigues, du tractus gastro-intestinal de I’lhomme,
influencant I’absorption et le métabolisme d’un principe actif (adapté de Rouge et al., 1996)

Section Longueur Surface Temps de pH Enzyme et autres
(m) exposée transit
(m?2) (h)

Préprandial Postprandial

. . Pepsine, lipase,
Estomac 0,2 0,1 Variable 1,4-2,1 Jusqu’a 6-7
rennine, HCI.
Bile, trypsine,

chymotrypsine,

Duodénum 0,3 0,1 5,5-6,5 4,9-6,0 amylase, maltase,

lipase, nucléase,

% peptidases.

19

o Erepsine, amylase,

£ z 31

] Jéjunum 3 60 6,1-7,1 6,1-7,1 maltase, lactase,

0

e sucrase, peptidases.

(=]
Lipase, nucléase,

. nucléotidase,
Iléon 4 60 7-8 7-8 L

entérokinase,
peptidases.

£  Caecum 0,05 6-7 6-7 -

g

€ 1,5 1-60

(7]

© Colon 0,25 ~8 ~8 -

(L)

Le tissu intestinal se compose d’un épithélium sur lequel se trouvent des
glandes et des cellules caliciformes productrices de mucus et d'un tissu
conjonctif richement vascularisé, appelé chorion, chargé de nourrir
I’épithélium. Le tout repose sur une base musculaire (Figure 1, Thibodeau
et Patton, 2002). L'épaisseur relative de chaque tunique varie tout au long
du TGI.
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Figure 1 : Anatomie du tractus gastro-intestinal (Thibodeau et Patten, 2002)

Une couche de mucus recouvre |'épithélium intestinal. Son role est, entre
autres, de protéger le tissu des éléments pathogenes et des processus de
digestion. Il existe ainsi un gradient de pH sur toute |'épaisseur du
mucus : les valeurs de pH varient entre un pH 1-2 dans la lumiére du TGI,
permettant I'accomplissement des processus de digestion, et des valeurs
neutres, au contact des entérocytes, compatibles avec la viabilité des
cellules. Le mucus apporte aussi un pouvoir lubrifiant afin de faire
progresser le bol alimentaire dans le TGI, sans léser les tissus alentour
(Ensign et al., 2012).

Le mucus est composé majoritairement d’eau (95 %), de lipides et
glycoprotéines (0,5 a 5 %), de sels minéraux (0,5 a 1 %) et de protéines
libres (1 %). Cette composition varie en fonction du site de sécrétion, du
role mécanique et des conditions physiologiques ou pathologiques
(Rathbonne et Hadgraft, 1991). Parmi les glycoprotéines se trouvent les

mucines. Elles sont constituées d’un corps polypeptidique (riche en sérine,
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thréonine, alanine, glycine et proline) lié a des chaines Ilatérales
oligosaccharidiques par des liens o-glycosidiques. Ces chainons latéraux,
souvent ramifiés, contiennent de 2 a 20 résidus de sucres, eux-mémes
parfois liés a des résidus de sulfate d’ester ou d’acide sialique. Aux pH
supérieurs a 2,6, ces derniers sont ionisés, apportant une charge négative
a la couche de mucus. Les molécules de mucines interagissent
physiquement entre elles (enchevétrement des chaines) et chimiquement
(ponts disulfures, interactions électrostatiques et hydrophobes, liaisons
hydrogene) pour conférer des propriétés viscoélastiques au mucus. Cette
viscoélasticité peut étre altérée par de nombreux facteurs tels que la
proportion d’eau, la force ionique et le pH ou par des modifications

biochimiques liées a certaines pathologies (Falson-Rieg et al., 2004).

Afin de cibler I'épithélium intestinal, une formulation bioadhésive est
envisagée. La bioadhésion consiste en I'adhésion de molécules sur une
surface biologique. Dans le cas ou cette surface est recouverte de mucus,
comme c’est le cas au niveau de l'intestin, on parle de mucoadhésion
(Woodley, 2001). Des stratégies similaires ont été préalablement
investiguées par de nombreux auteurs dans le cadre d‘un ciblage
colonique. Dodou et al. s'y sont notamment intéressés pour améliorer
I'exploration intestinale au cours du dépistage du cancer colorectal (Dodou
et al., 2005). D’autres scientifiques ont travaillé sur une thérapeutique
permettant de traiter les maladies inflammatoires de l'intestin. McGirr et
ses collaborateurs ont ainsi comparé la mucoadhésivité du Carbopol® 980
NF, un carbomere, et du polycarbophil, sur la muqueuse du colon, apres
vectorisation par un systéme Intelisite® (McGirr et al., 2009). Cette
approche est particulierement séduisante puisqu’elle permet d’établir un
contact étroit entre la formulation et le tissu afin d’améliorer I'absorption
de la molécule active par les cellules-cibles. La mucoadhésion au niveau
du TGI a ainsi été étudiée par de nombreux auteurs (Krauland et al.,
2004 ; Davis, 2005 ; Streubel et al., 2006 ; Sakkinen et al., 2006). Le

péristaltisme, lI'important turnover du mucus et le piégeage de la forme
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pharmaceutique dans ce-dernier sont les principaux parameétres limitant le
succes des formulations et auxquels il faudra remédier. Selon la
littérature, les molécules ayant montré le plus grand intérét en termes de
mucoadhésion sont les polymeéres. C'est donc la mucoadhésion des
polymeres en particulier qui fera l'objet de la suite de cette revue

bibliographique.

II. Bioadhésion et parametres influents

1. Meécanismes

Il existe plusieurs mécanismes conduisant a la mucoadhésion d'un
polymeére. Parmi eux, des processus relevant de la chimie tels que (i) la
théorie électronique qui suppose que le polymere bioadhésif et le réseau
de glycoprotéines possedent des groupements chimiques
électroniqguement actifs et différents permettant un transfert
d’électrons (Derjaguin et al., 1977) et (ii) la théorie de l'adsorption qui
met en jeu des liaisons chimiques secondaires de type Van der Waals et
des liaisons hydrogene (Falson-Rieg et al., 2004). D’autres processus
s’appuient sur une interaction physique, comme (i) une mouillabilité
efficace permettant un étalement satisfaisant et une surface recouverte
importante, deux parametres influents dans la bioadhésion et créant un
contact étroit entre la formulation et le tissu biologique (Peppas et Buri,
1985) ou (ii) la diffusion/interpénétration qui est souvent considérée
comme prépondérante. Lors de ce dernier processus, une partie de
I’élément bioadhésif est capturée par les espaces libres présents dans le
mucus ou tissu-cible, jusqu’a la création de liaisons adhésives semi-
permanentes (Ponchel et al., 1987). Le moteur de ce phénomeéne est la
diffusion du polymere et des glycoprotéines du mucus, a l'interface, en

fonction des gradients de concentration.

22



De nombreux parametres inhérents a la formulation ou a la surface
biologique et son environnement local peuvent influencer la qualité de la

mucoadhésion. Il convient donc de s’y intéresser.

2. Parametres influant sur la bioadhésion

2.1 Environnement local

L'environnement a proximité du tissu-cible impacte la mucoadhésion
et ses mécanismes. Ces parametres sont a prendre en considération bien
gu'ils soient difficilement modulables. Ainsi, la température influence la
viscosité du mucus, la vitesse de diffusion de la molécule et I'état du
polymere. Le pH ou la présence d’ions dans les fluides biologiques
engendrent, eux, une variation de la force ionique et de la pression
osmotique (Falson-Rieg et al., 2004). En outre, les ions monovalents
tendraient a diminuer la bioadhésion, tandis que les ions divalents
tendraient a l'augmenter (Lejoyeux et al., 1989). Andrews et ses
collaborateurs ont ajouté un parameétre supplémentaire qui est le turnover
du mucus dans la région ciblée (Andrews et al., 2009) : dans l'intestin, il
est d’environ 200 minutes en moyenne (Yu et al., 1996). Enfin, I'état

physiopathologique du patient sera également a prendre en compte.

2.2 Formulation

D’autres parametres liés a la formulation doivent étre considérés,
tels que la forme pharmaceutique ou les excipients intervenant dans la
formule (Falson-Rieg et al., 2004). Un systéme divisé présente |'avantage
de pouvoir se disperser in situ pour couvrir une surface de contact plus
importante. Par ailleurs, Romero et ses collaborateurs ont montré qu’un
important diameétre moyen de pore des particules permettait d’accélérer le
gonflement, ce qui est en faveur d’'une bioadhésion plus précoce (Romero
et al., 1991). Selon Duchéne et Ponchel, un systéme divisé permet aussi

d’éviter une irritation ou une ulcération localisée du tissu, phénomeéne qui
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peut étre observé avec une forme monolithique renfermant un PA irritant
(Duchéne et Ponchel, 1997). Un complexe poly-électrolytique au sein des
microparticules ou la formation d'un hydrogel dans lintestin sont
également envisageables (Lin et al., 2005 ; Bigucci et al., 2008 ; Bhattarai
et al., 2010).

2.3 Polymere

Enfin, le polymére lui-méme, par sa nature, module le phénomene
de bioadhésion grace a des phénomeénes de cohésion, de gonflement ou
de liaison mis en jeu avec le mucus (Figure 2, Bernkop-Schnirch et
Steininger, 2000).
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Figure 2 : Parameétres inhérents au polymere influencant
la mucoadhésion (Bernkop-Schniirch et Steininger, 2000)

Premiérement, la structure chimique peut interférer dans le processus de
bioadhésion. En effet, la charge et la densité de charge lui conferent,
outre un comportement pH-dépendant, une affinité pour le mucus. Les
groupements hydrophiles sont également en faveur du processus. Sa
masse moléculaire peut lui permettre de diffuser plus ou moins dans le
mucus. Ceci sera d’autant plus facile si le polymeére possede une structure
voisine des molécules constituant le mucus, le rendant ainsi soluble dans

ce fluide biologique. Ce dernier critére peut étre évalué notamment grace
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au parametre d’interaction de Flory y (Mikos et Peppas, 1988). Il permet
de qualifier la solubilité d’un polymere dans un solvant, a une température
donnée, selon la théorie de Flory-Huggins, décrivant [interaction
thermodynamique entre ces deux entités. Dans le cas présent, la valeur
du y reflete linteraction polymere-mucus (Falson-Rieg et al., 2004).
Deuxiémement, la structure physique et notamment le taux de réticulation
ou le degré de polymérisation (DP) de la macromolécule peuvent aussi
avoir une influence. Un DP supérieur a 200 permet d’observer un
croisement des boucles et un comportement élastique. Le taux de
réticulation et le DP contribuent a la flexibilité de la macromolécule, un
critere essentiel pour permettre sa pénétration dans le réseau du mucus
(Falson-Rieg et al., 2004). Troisiemement, un taux d’hydratation assez
important lui permet une mobilité des chaines. Un nombre suffisant de
sites « adhésifs », ou fonctionnels, libérés et exposés contribue a une
interaction avec le mucus. Cependant, si le gonflement est excessif, les
liaisons adhésives sont plus faibles du fait de [|'éloignement des
groupements fonctionnels. La vitesse d’hydratation importe elle aussi. Elle
doit étre suffisamment rapide (i.e. 80 % de la quantité d’eau totale captée
pendant les 15 premieres minutes) pour que la formulation établisse
rapidement des liens avec le mucus et échappe au flux des fluides
biologiques (Falson-Rieg et al., 2004). Selon Andrews et ses
collaborateurs, pour les formes semi-solides, il existe une concentration
optimale au-dela de laquelle les chaines de polymeéere sont en nombre
suffisant, assurant ainsi une bonne interpénétration dans le mucus et une
bioadhésion satisfaisante (Andrews et al., 2009). En ce qui concerne les
formes solides, un tel seuil n‘existe pas et plus la concentration en

polymeére est importante, plus la force mucoadhésive est grande.
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III. Polymeres bioadhésifs

Plusieurs familles de polymeres ont d’ores et déja montré de bonnes
propriétés mucoadhésives. Ils peuvent étre d'origine naturelle ou
synthétique. Adrews et ses collaborateurs ont répertorié ces polymeres en
trois grandes catégories (Andrews et al., 2009) : (i) les polymeéres qui, au
contact de I'eau, développent des propriétés adhésives responsables de la
bioadhésion ; (ii) les polymeres qui adherent au tissu biologique grace a
des liaisons physiques (liaison électrostatique principalement mais aussi
interaction hydrophobe ou liaison hydrogene) ; (iii) les polymeéres se liant

a des sites spécifiques.

Les deux premieres catégories rassemblent les polymeres bioadhésifs dits
de premiere génération. Il s’agit de systémes non spécifiques. La
derniere catégorie constitue la seconde génération et permet d’améliorer

la vectorisation de la forme pharmaceutique sur un tissu particulier.

1. Polymeres bioadhésifs de premiere génération

Les polymeres de premiére génération peuvent étre subdivisés en
trois groupes : les anioniques, les cationiques et les non ioniques
(Grabovac et al., 2005). Selon Ludwig, seuls les deux premiers groupes

sont pertinents dans la bioadhésion (Ludwig, 2005).

1.1 Polymeres anioniques

Les polymeéres anioniques sont les plus employés, du fait de leur
forte bioadhésion et de leur faible toxicité. Parmi ceux-ci, on trouve les
dérivés de polyacrylate tels que les carbomeéres et le polycarbophil, les
premiers polymeéres identifiés en termes de mucoadhésion (Ludwig,
2005). D'apreés les conclusions de Tamburic et Craig, suite a une étude par
rhéologie et texturométrie, ce sont le haut poids moléculaire et le degré

de réticulation important qui conditionnent la mucoadhésion (Tamburic et
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Craig, 1997). Ch'ng et ses collaborateurs ont montré que les dérivés
acryliques présentaient une adhésion maximale pour des valeurs de pH
comprises entre 5 et 6. L'ionisation décuple alors leur capacité de
gonflement en présence d’eau et permet l'ouverture des sites de liaisons
ainsi qu’une meilleure accessibilité pour les chaines de glycoprotéines du
mucus. En revanche, ils ont constaté qu’a pH neutre, I'adhésion était
minimale. D’autre part, lors de tests in vivo, ils ont observé un temps de
transit plus allongé avec les polyacrylates, qu’avec les polyméthacrylates
(Ch'ng et al., 1985). L'équipe de Grabovac a étudié plusieurs types de
polyacrylates et a conclu que le Carbopol® 980 NF possédait une adhésion
supérieure au Carbopol® 974P NF, au polycarbophil et au Carbopol® 971P
NF. D’autres scientifiques ont montré que, outre des propriétés
mucoadhésives, les carbomeéres pouvaient permettre d’obtenir une
cinétique de diffusion du PA de type Super Cas II (Llabot et al., 2004). La
vitesse de pénétration du solvant dans la matrice est alors contrdlée par la
relaxation des chaines de polymeéres, ce qui modifie la libération du PA.
Wu et ses collaborateurs ont, quant a eux, réalisé des gélules enrobées
d'HP55® (HPMC Phtalate), contenant des nanoparticules de PLGA et
d’Eudragit® RS  (Poly(methacrylate, ethylacrylate)), elles-mémes
renfermant de l'insuline. Ils ont vu, selon des méthodes in vitro et in vivo,
gue l'enrobage permettait de retarder la libération, du fait d’une
insolubilité & pH acide et que les particules de PLGA et d’Eudragit®
généraient une adhésion de la formule a la muqueuse intestinale (Wu et
al., 2012).

Les hydrates de carbone, tels que la gomme guar, la gomme gellane, la
pectine, le dextran, lI'amylose ou les alginates, peuvent aussi étre
employés. Leur métabolisation par l'activité enzymatique des bactéries
anaérobiques de la flore du colon sont d'un grand attrait dans la
conception d’une formulation ciblant cette région de l'intestin (Shukla et
Tiwari, 2012). Cette stratégie est de plus en plus étudiée pour lutter

contre des pathologies telles que le cancer colorectal, les amibiases et les
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maladies inflammatoires  chroniques de [l’intestin. Cependant,
I'inconvénient  majeur des formulations constituées par ces
macromolécules est I'impact du pH dans la lumiere du TGI et du temps de
résidence sur la libération de I'actif : la variabilité de ces parametres d'un
individu a l'autre et parfois méme au sein d’'un méme individu peut
modifier la cinétique de libération d’'une administration a I'autre. Toutefois,
ceci peut étre contourné grace a des modifications chimiques de la
molécule. La réticulation est ainsi souvent utilisée afin de controler la
libération (Shukla et Tiwari, 2012).

1.2 Polymeres cationiques

Le chitosan est le polymeére bioadhésif cationique le plus souvent
étudié (Andrews et al., 2009). Ce polysaccharide est obtenu par
déacétylation de la chitine (Wang et al., 2001). D’abord utilisé, entre
autres, dans la cosmétique, I'agroalimentaire, le textile ou la papeterie,
c’est maintenant l'industrie pharmaceutique qui s’y intéresse. Il montre
des propriétés mucoadhésives intéressantes en établissant des liaisons
ioniques entre ses groupements amines et des fonctions acide sialique ou
acide sulfonique du mucus ainsi que des liaisons hydrogene (Asane et al.,
2011). D'autre part, la linéarité des chaines Iui confere une flexibilité
permettant un enchevétrement dans le mucus. En neutralisant certains
sites anioniques des jonctions serrées, ce polysaccharide permet aussi la
promotion de l'absorption d'un PA par la voie paracellulaire (Lehr et al.,
1992). Sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa faible toxicité
confirment le potentiel de cette macromolécule (Pillai et al., 2009).
Kockisch et son équipe ont comparé la bioadhésivité de microspheres
polyméres réalisées a partir de Carbopol®, de polycarbophil, de chitosan
et de Gantrez® (Poly(méthyle vinyle éther/anhydride maléique), obtenues
par émulsification et évaporation de solvant. Ils ont montré, via des tests
dynamiques de mucoadhésion, que les particules de chitosan étaient
particulierement bien appropriées pour la cavité orale (Kockisch et al.,

2003). Huang et ses collaborateurs ont étudié des gélules de chitosan
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enrobées d’HPMC Phtalate en vue de délivrer de la rebamipide au niveau
du colon. L'HPMC Phtalate a permis de protéger la formule du milieu
stomacal. Le chitosan a ensuite retardé la libération du principe actif
jusgu’au niveau du colon, ou les microorganismes et |'acidification du pH
résultant de leur activité métabolique, ont dégradé le polymeére (Huang et
al., 2008). L'équipe de Charoenthai s’est intéressée a ce polymeére au vu
de sa bioadhésivité prolongeant le temps de résidence de la formule dans
I'intestin mais aussi compte tenu de sa capacité a promouvoir I'absorption.
Le chitosan permet d’'inhiber les enzymes protéolytiques et d’augmenter la
perméabilité de la membrane biologique pour les peptides (Charoenthai et
al., 2007). Ils ont aussi montré que le grade de bas poids moléculaire
engendrait, avec l'alginate de sodium, un complexe polyélectrolytique plus
fort. Cependant, la molécule se comporte comme un polyélectrolyte
cationique hydrosoluble a pH acide (Pillai et al., 2009). Ceci est un
inconvénient, lorsque l'intestin est ciblé, car la formulation se solubilise
alors dans l'estomac. Toutefois, la molécule peut étre chimiquement
modifiée pour s’adapter aux fluctuations du pH jusqu’au tissu-cible
(Sashiwa et Aiba, 2004). Sakkinen et son équipe ont cependant tempéré
I'engouement pour cette macromolécule en montrant que les bonnes
propriétés mucoadhésives, observées in vitro, ne correspondaient pas
forcément a ce qui se passait in vivo (Sakkinen et al., 2006). Ainsi,
I'augmentation de la biodisponibilité du furosémide n‘a pas été a la

hauteur des espérances basées sur leur étude in vitro.

1.3 Polymeres non ioniques

Grabovac et ses collaborateurs ont étudié 19 des polyméres
mucoadhésifs les plus publiés. Parmi ceux-ci, se trouvent I'hydroxypropyle
cellulose ou HPC, I'hyrdoxyethyle cellulose ou HEC, la polyvinylepirrolidone
ou PVP et le polyethylene glycol ou PEG. Ceux-ci, a linverse des
polymeéres anioniques ou cationiques, ne sont pas affectés par les

électrolytes. A I'’état non modifié et selon des tests réalisés avec un
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cylindre rotatif, c’est I'HPC précipité qui a montré l'adhésion la plus
importante (15,2 £ 0,4 h) (Grabovac et al., 2005).

Deux grades de PVP sont commercialisés par la firme ISP pour leurs
qualités bioadhésives : le Plasdone K® et le Plasdone C® plus adapté a la
voie oculaire (ISP, 2005).

2. Polymeres bioadhésifs de seconde génération

La seconde génération de polymeéres permet de pallier les difficultés
a cibler la bioadhésion sur un site éloigné de la voie d’entrée. Dans la voie
orale par exemple, le challenge est d’éviter une mucoadhésion trop
précoce sur les muqueuses, en amont du site ciblé, et de permettre
I'adhésion de la formule uniquement au niveau souhaité. Cette seconde
génération s’appuie donc sur une reconnaissance spécifique entre un
récepteur et son ligand (Falson-Rieg et al., 2004). Par ailleurs, certains
polymeéres « cytoadhésifs » contribuent a s’affranchir du turnover du
mucus (Andrews et al., 2009). Plusieurs stratégies de reconnaissance
peuvent étre mises en ceuvre comme le montre le schéma de la Figure 3
(Ponchel et Irache, 1998).
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Figure 3 : Principales possibilités d'interaction de type ligand-récepteur. (1) Liaison du
conjugué avec les glycoprotéines du mucus (cercles ouverts) ou des membranes cellulaires
ou des glycolipides (fleche noire) ; (2) liaison avec un ligand spécifigue de la surface de
certaines cellules (ex : cellules M) ; (3) reconnaissance par les mucines sécrétées a des sites
spécifiques (ex : cellules cancéreuses) (Ponchel et Irache, 1998)

Les lectines sont des protéines naturelles jouant un rdle dans les
phénomenes de reconnaissance cellulaire. Ces molécules sont capables de
se lier de facon réversible a des résidus d’hydrates de carbone présents
sur une membrane cellulaire. Elles peuvent alors persister en surface ou
étre internalisées par endocytose (Woodley, 2000 ; Lehr, 2000). C'est
notamment un des moyens employés par les bactéries pour infecter un
organisme vivant. L'étape critique de ce phénomeéne est la traversée du
mucus par la particule « cytoadhésive » jusqu’a la membrane cellulaire
pour interagir avec celle-ci. Selon Wirth et ses collaborateurs, la
dispersion, dans le mucus, d’'une formulation contenant des lectines,
pourrait permettre sa rétention, grédce a des liaisons réversibles. Le
systéme pourrait ensuite étre distribué jusqu’au niveau de la couche

cellulaire ou les lectines pourraient bioadhérer. Les particules piégées
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dans le mucus constitueraient alors un réservoir (Wirth et al., 2002). Des
microparticules de chitosan et d’alginate de calcium conjuguées a des
agglutinines de germe de blé ont été chargées de 5-fluorouracil par Glavas
Dodov et son équipe (Glavas Dodov et al., 2009). Ils sont ainsi parvenus,
par un procédé en une étape utilisant I'atomisation, a obtenir de nouvelles
microparticules, composées d’un hydrogel, couplées a un ligand et
permettant une vectorisation du PA jusqu’au site effectif pour le
traitement, c’est-a-dire le colon. En revanche, la toxicité ou
I'immunogénicité de nombreuses lectines ainsi que I'absence de données
sur les effets que peuvent engendrer une administration répétée limitent
encore leur utilisation (Andrews et al., 2009). D’autres stratégies
s’inspirent des mécanismes de colonisation bactérienne. Bernkop-
Schniirch et son équipe ont ainsi proposé un réseau de polyacrylate lié de
facon covalente a du K99-fimbriae, une protéine d’attachement d’origine
bactérienne (Bernkop-Schniirch et al., 1995). Enfin, les thiomeres, des
macromolécules thiolées, dérivent de polymeéres hydrophiles tels que les
polyacrylates, le chitosan ou la gomme gellane déacétylée. Ils permettent
la formation de liaisons disulfides avec des domaines glycoprotéiques
riches en cystéine du mucus (Bernkop-Schnirch, 2005). Grabovac et son
équipe, dans leurs travaux comparatifs précédemment cités, ont constaté
que les polymeéres ainsi modifiés exhibaient une mucoadhésion supérieure
a leurs homologues non modifiés. Le chitosan thiolé a pH 6,5 a présenté
une mucoadhésion 10 fois supérieure sous forme lyophilisée et 20 fois
supérieure sous forme précipitée, comparée au chitosan non modifié
(Grabovac et al., 2005). Malheureusement, cette nouvelle stratégie est
encore peu ou pas commercialisée et les polyméres doivent en général

étre synthétisés au laboratoire.
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IV. Polymeres a libération modifiée

Le ciblage intestinal nécessite d’avoir une formulation a libération
décalée et/ou prolongée. Les scientifiques s’intéressent a cette stratégie
depuis longtemps. Les différents systémes mis au point pour cibler chaque
partie du TGI ont été répertoriés par Pinto. La prolongation ou la
modification de la libération peuvent reposer sur la variation physiologique
des propriétés intrinseques du tractus. L’intestin gréle peut ainsi étre
atteint spécifiquement en prenant en compte les variations de pH, outre
les phénomenes d’adhésion (Pinto, 2010). L’équipe de Carelli a ainsi
développé un comprimé matriciel & base d’Eudragit® L100 ou S100 et de
polyoxyde d’éthylene en vue de libérer de la prednisolone au niveau du
jéjunum et de l'iléon (Carelli et al., 2000). La gastro-résistance peut aussi
contribuer a cibler lintestin, dans sa partie proximale. une équipe
taiwanaise a employé [I'Eudragit® L100-55 pour enrober des
nanoparticules et conférer une gastro-résistance a la formulation (Nguyen
et al., 2011). D’autres ont fabriqué des nanoparticules de PLGA et
d’Eudragit® RS, enrobées d’HP55®, un dérivé phtalate d’HPMC. La
libération a pu ainsi étre contrdlée selon deux principes : (1) I’'HP55%,
insoluble au pH acide de I'estomac a permis de retarder la seconde étape,
soit (2) la bioadhésion de la formule grace aux polymeéres bioadhésifs (Wu
et al., 2012). L'équipe de Pithavala a utilisé un nouveau systeme baptisé
Intelisite® afin de délivrer de la ranitidine dans la partie distale de
I'intestin gréle ou le colon. La libération est déclenchée grace a un signal
magnétique externe (Pithavala et al., 1998). Le colon, quant a lui peut
étre atteint selon des principes reposant sur des modifications chimiques,
une dégradation des polymeéres, la variation de pH, le temps ou
I'adhésion, entre autres (Pinto, 2010). Les polysaccharides peuvent étre
utilisés comme agent d’enrobage (Yang et al., 2002) ou sous forme
matricielle. Ces macromolécules sont spécifiqguement dégradées par la
microflore du colon et permettent une libération spécifiquement au niveau

du gros intestin. Cependant, certaines, parmi lesquelles l'inuline,
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I'amylose, la gomme guar ou les pectines, doivent étre chimiquement
modifiées ou couplées a des polymeéres plus hydrophobes afin de renforcer
leur hydrophobicité et limiter une libération prématurée du PA par simple

solubilisation (Vandamme et al., 2002).

Mortazavi et Smart ont quant a eux étudié l'influence des mouvements
d’eau dans les phénomeénes de bioadhésion. Ils ont constaté que ces
mouvements étaient un facteur significatif dans la mucoadhésion
(Mortazavi et Smart, 1993). Ceci explique l'intérét porté aux polymeéres
hydrophiles et aux hydrogels. Un systéme divisé d’'HPMC contenant de
I'indométhacine a ainsi permis d’obtenir une libération prolongée sur huit
heures, via une gélification du systéeme (Bodmeier et Paeratakul, 1991).
Morishita et ses collaborateurs ont, quant a eux, mis au point des
microparticules polymeres d’insuline, composées de PEG et de
polyméthacrylate. Le systeme est réputé multifonctionnel et se convertit,
in situ, en hydrogel. Il est pH-dépendant, et possede des propriétés
d'inhibition de I'activité enzymatique mais aussi des caractéristiques

mucoadhésives (Morishita et al., 2006).

V. Caractérisation de la bioadhésion

En vue de concevoir une formulation bioadhésive, il faut également
anticiper les méthodes d’étude. Celles-ci devront prendre en compte les
nombreux parametres impactant les différents mécanismes, en mimant
les conditions in vivo, et permettre de discriminer les formules en termes
de mucoadhésion. De nombreuses équipes s’y sont intéressées. Francoise
Falson-Rieg, Vincent Faivre, et Fabrice Pirot, auteurs de Nouvelles formes
médicamenteuses, ont répertorié les principales méthodes in vitro et in

vivo mises au point.
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1. Méthodes in vitro

Les techniques in vitro sont relativement faciles a mettre en ceuvre
et moins colteuses que les méthodes in vivo. Elles permettent ainsi de
discriminer des formules et de sélectionner les plus pertinentes pour des
tests in vivo. Leur point critique est la reconstitution des propriétés
viscoélastiques et chimiques du mucus. Les techniques les plus souvent

utilisées sont développées dans ce paragraphe.

1.1 Techniques rhéologiques

L'interaction entre le mucus et un polymere bioadhésif entraine un
réarrangement des macromolécules conduisant a la variation de Ia
viscosité. La viscosité newtonienne 7., alors mesurée, résulte de la
viscosité apparente individuelle du mucus 7, additionnée a celle du

polymeére 7, et a la composante due a la bioadhésion ,:

Ng= NMm +MNp + My

En fixant la concentration, la température et la vitesse de cisaillement, le
rhéo-épaississement di a linteraction mucus-polymeére (n,) peut étre
déterminé. La force de bioadhésion par unité d’'aire F (en N/m?2) peut alors
étre déterminée selon ['équation faisant intervenir la vitesse de

cisaillement o :

F= 10

F est une force additionnelle de friction intermoléculaire. Elle évolue dans
le méme sens que la force du lien bioadhésif. Il est également possible de
s’intéresser aux propriétés viscoélastiques dynamiques des systémes en
mesurant le module complexe de cisaillement G*, en pascal (Pa), pour des
contraintes de cisaillement croissantes. Madsen et al. ont montré que
cette méthode était non destructive (Madsen et al., 1998). Bien que les
résultats dépendent pour beaucoup du ratio polymere/mucus, cette

technique permet d’étudier la nature des interactions mises en jeu.
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1.2 Technique du sac retourné

Il s’agit ici de dénombrer les particules ayant adhéré sur la
muqueuse intestinale. Une portion d’intestin est prélevée, retournée et
ligaturée au niveau des deux extrémités. Une solution PBSG est introduite
dans le sac ainsi formé puis, ce dernier est introduit dans un récipient
contenant une quantité connue de particules dans une solution saline.
Aprés un temps donné d’incubation a 37°C, sous agitation, le support
biologique est récupéré et la masse de particules restées dans le tube est
évaluée, apres rincage et lyophilisation. La quantité retenue par

bioadhésion en est déduite (Figure 4, Santos et al., 1999).

Figure 4 : Etude de la bioadhésion par la méthode du sac
retourné (Santos et al., 1999)

Cette technique suppose que les particules aient suffisamment d’affinité
avec la solution PBSG pour ne pas rester concentrées a l'interface
air/liquide. Elles ne doivent pas non plus se dissoudre dans le milieu et
doivent supporter un processus de lyophilisation. Toutes les formulations

ne sont donc pas compatibles avec cette méthode.

1.3 Techniques spectroscopiques et microscopiques

L'observation des variations de spectres de fluorescence de

I'isothiocyanate de fluorescéine et du pyréne peut refléter la variation de
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la viscosité du systéme et traduire l'interaction mucus/polymeéere (Park et
Robison, 1984). Il faut toutefois prendre en compte l'impact que le
marqueur peut avoir sur la formulation et son comportement. D’autres
auteurs ont eu recours a la spectroscopie électronique de spin pour suivre
la microviscosité (Kearney et al., 1984) ou a la Résonnance Magnétique
Nucléaire ou RMN pour évaluer les effets de la force ionique et du pH
(Barett-Bee et al., 1982). Les mouvements d’eau ont également pu étre
observés par cette derniere technique (Marshall et al., 2001). Enfin, Patel
et al. ont étudié I'adsorption d'un polymere sur les cellules buccales par

microscopie a force atomique (Patel et al., 2000).
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1.4 Technique de la gouttiére

Artificial
gastrointestinal fluid

Humidified {mobile phase)
air inlst

Tissua

Exhaust air

Walsr jacket
circulation out

Eluent collection Waler jacket
circulation in

(Gastric mucosa
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polyme T —
solution
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Figure 5 : Schéma du montage utilisé pour I’étude de la bioadhésion par la
technique de la gouttiére (Riley et al., 2002).

Le support biologique est monté sur un appareil, le pole apical des
cellules vers le haut, et retenu par dépression. Le plan est incliné et une
surface connue de la muqueuse est ainsi exposée (Figure 5, Riley et al.,
2002). Un liquide a 37°C, mimant le fluide biologique, permet de rincer la
muqueuse en continu. Cette technique a notamment été utilisée par Riley

et son équipe afin d'étudier la mucoadhésion de microparticules polymeéere
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marquées au carbone 14. Les particules ont été déposées a la surface du
tissu, a lI'extrémité haute de la gouttiere et entrainées vers l'extrémité
basse par le flux constant, mimant les conditions in vivo de l'intestin. Les
fractions de particules éluées ont été collectées toutes les 30 secondes
pendant une heure. Au bout de ce temps, la muqueuse est récupérée et
divisée en six bandes de méme surface. Les particules restées adhérées
sur les bandes ont été solubilisées et les échantillons ainsi préparés ont

été analysés par scintillation, tout comme les fractions éluées.

1.5 Technique du cylindre tournant

Bernkop-Scnhirch et ses collaborateurs ont mis au point une
méthode permettant d’estimer le temps
d’attachement/dissolution/désintégration d’une forme galénique liée a un
support biologique dans un environnement dynamique, mimant ainsi les
conditions physiologiques du TGI. La forme galénique est déposée sur un
échantillon de muqueuse, Ilui-méme fixé sur un cylindre en acier
inoxydable (Figure 6, Bernkop-Schnlrch et Steininger, 2000). Ce montage
est alors immergé dans un milieu de dissolution thermostaté a 37°C et
mis en rotation. Cette technique permet de prendre en compte |'aspect

cohésif de la formule.

Figure 6 : Représentation schématigue du test du cylindre tournant
— c indique le cylindre, if, le fluide intestinal, m la muqueuse et t le
comprimé (Bernkop-Schniirch et Steininger, 2000)
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1.6 Angle de contact

L'étalement du polymeére sur le support biologique conditionne la
qualité de la bioadhésion. Mikos et al. ont observé au goniometre une
particule déposée sur une muqueuse. Ils ont attendu cing minutes afin
gue |'état d’équilibre soit atteint, avant de mesurer le diameétre d ainsi que
la hauteur h de la particule et d’évaluer le ménisque et I'angle de contact
6 (Figure 7, Mikos et al., 1991).

Figure 7 : Représentation schématigue de la position de la microparticule de polymeére a
la surface air-mucus - d est le diameétre de la particule, h sa hauteur, z correspond a la
hauteur du ménisque, & et ¢ sont des angles pertinents (Mikos et al., 1991)

Cette expérimentation les a conduits a prendre en considération
I'importance de la force hydrodynamique des flux de fluides biologiques
auxquels les particules bioadhésives doivent résister. Ainsi, des particules
de grande et de petite taille n‘auront pas le méme pouvoir bioadhésif
(Mikos et al., 1991). Lehr et al. ont montré que considérer |I'énergie de
surface permettait d’expliquer I'étalement plus ou moins bon du polymeére
sur la surface biologique (Lehr et al., 1992). Ces deux notions sont en
effet importantes dans la bioadhésion car elles interviennent en préambule

de l'interpénétration des macromolécules.

Bien que facile a mettre en ceuvre, cette technique est peu utilisée car

I'interprétation des résultats ainsi générés reste difficile.
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1.7 Force de détachement

La mesure fait intervenir un appareil de mesure de force, relié a un
support sur lequel est fixé le polymére évalué. Sur une partie mobile, qui
vient au contact du polymere, se trouve le support biologique. Les deux
surfaces sont mises en contact I'une de l'autre pendant un temps donné
puis, progressivement, le support mobile s’éloigne de la partie fixe du
montage pendant que la force permettant le détachement est évaluée.
Cette force peut étre mesurée soit a la verticale a l'aide d'une « spring
balance » (Ishida et al., 1981), soit a I'horizontale (Chung et al., 1988),
ou bien a l'aide d‘une balance numérique (Saettone et al., 1989) ou
encore d'un tensiometre universel (Duchéne et Ponchel, 1992) (Leung et
Robinson, 1988 ; Chickerring et Mathiowitz, 1995 ; Duchéne et Ponchel,
1992 et 1997).

Les techniques permettant d’évaluer la mucoadhésion des formules sont
donc multiples. Toutes ne sont pas aisées a mettre en ceuvre et certaines
requierent un matériel spécifique. Par ailleurs, compte tenu des nombreux
parametres impactant les différents mécanismes de la bioadhésion, il est
souvent difficile d’obtenir des résultats reproductibles avec des tests in

vitro. Une étude in vivo est donc indispensable pour affiner les résultats.

2. Méthodes in vivo

Des techniques in vivo faisant intervenir la y-scintigraphie ou
I'autoradiographie ont été réalisées pour mettre en évidence Ia
mucoadhésion de formulations. Pour ces techniques, I'administration peut
se faire par voie orale ou directement dans l'intestin via une perfusion de
I'organe. Cette derniere approche a notamment été réalisée chez le rat
par Sakuma et son équipe (Sakuma et al., 1999). Si le support biologique
s’y préte, comme dans la cavité buccale, il est aussi possible de déposer le
polymeére directement sur le tissu d’intérét et de procéder a des

prélevements cellulaires réguliers. Il suffit alors d’observer les cellules au
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microscope en présence d’un colorant (Kockisch et al., 2001) ou grace a
I'interaction de la lectine biotinylée avec la muqueuse, en |'absence de
polymeére adsorbé (Patel et al., 1999). Asane et son équipe ont, eux,

utilisé le sulfate de barium comme radiotraceur (Asane et al., 2011).

Une étude in vivo présente I'avantage de prendre en compte aussi bien les
effets dus aux mécanismes de bioadhésion que ceux attribués a d’autres
phénomenes et qui contribuent a la variation du temps de résidence, tels
gue le péristaltisme ou le turnover du mucus (Collaud et al., 2007). En
outre, Sakkinen et al. ont montré que les résultats in vitro et in vivo
pouvaient se contredire. Il faut toutefois prendre en compte Iles
différences anatomiques et physiologiques entre les especes : selon
I'origine du support biologique, les résultats peuvent différer (Hagerstréom
et al., 2000). En outre, le rat, le chien et le cochon seraient de mauvais
modele, en particulier lorsque le transit intestinal intervient dans la
mesure de la bioadhésion (Davis, 2005). Selon Stanley S. Davis, le
meilleur model pour étudier la bioadhésion chez 'Homme, serait 'Homme
lui-méme. Il s’agit donc de faire un compromis judicieux entre les
conditions a mimer et le matériel disponible, tout en gardant a I'esprit les

limites de la technique mise en ceuvre.

VI. Synthese

L'objectif de ces six mois d’étude est de mettre au point une
formulation capable d’établir un contact étroit avec I’épithélium intestinal
et de libérer un PA spécifiquement a ce niveau, sans pour autant qu'il y ait
de passage dans la circulation sanguine. Il s’agit donc d’élaborer une
formulation qui serait administrée par voie orale, resterait intacte apres le
passage dans |'estomac et permettrait la libération du PA tout le long de
I'intestin et jusque dans le colon, pour une action pharmacologique locale

et ciblée. Ces caractéristiques peuvent étre atteintes notamment grace a
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la variation des conditions physiologiques tout au long du TGI. De plus,
une exposition suffisante (aussi bien en termes de surface que de temps)
sera recherchée. Un systeme divisé, microparticulaire et bioadhésif semble
étre l'approche la plus judicieuse afin de couvrir la plus grande surface
biologique possible et de prolonger significativement le temps de
résidence du PA dans l'intestin, via une interaction entre la formulation et
le tissu recouvert de mucus. Pour concevoir ces particules, plusieurs
grandes familles de polymeéres sont envisagées : des polysaccharides, des
dérivés de cellulose et des polyacrylates. Ils ont tous en commun des
propriétés mucoadhésives mais different par leur sensibilité au pH et aux
enzymes. Afin de développer une formulation LP performante, une
association de polymeéres répondant aux deux stimuli pourrait étre
prometteuse. Outre leurs propriétés mucoadhésives, les polysaccharides
peuvent résister au pH intestinal et étre dégradés par Iactivité
enzymatique de la flore commensale du colon. Le chitosan, en revanche,
ne sera pas retenu, compte tenu de son action sur les jonctions serrées,
engendrant une promotion de l'absorption, ce qui est contraire a |'objectif
de cette étude. Enfin, le polymere sélectionné sera d’autant plus

intéressant qu’il est biocompatible, non toxique et d’un co(t raisonnable.

En vue de caractériser la mucoadhésivité des particules, une méthode se
référant a la force de détachement sera employée via une analyse par

texturométrie. La technique du sac retourné sera aussi envisagée.
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EXPERIMENTALE
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L.

MATERIELS ET METHODES

1. Matériels

1.1 Principe actif

Le PA modele utilisé appartient a la classe III du Biopharmaceutics
Classification System ou BCS. Il est fourni par Oril Industrie, le fabricant
de PA des Laboratoires SERVIER et se présente sous forme d’une poudre
blanche. Dans une eau a pH inférieur a 2,5 la solubilité de la molécule est
d’environ 20 mg/mL. Dans un tampon phosphate a pH 2,5, elle est
supérieure a 100 mg/mL. Le log D, a pH 7,4, est égal a -1,4 et sa fraction
absorbée, évaluée sur cellules Caco-2, est inférieure a 30 %. La molécule

possede deux valeurs de pKa : 3,5 et 7,4.

1.2 Polymeres

Au vu de leurs propriétés mucoadhésives mises en évidence dans la
littérature, les polymeéres sélectionnés sont cing dérivés de cellulose, deux
polymeéres d’acide acrylique, un copolymere d’acide méthacrylique et trois

polysaccharides. Ils sont répertoriés dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Polymeéres mucoadhésifs étudiés et leur provenance

Famille Nom commun Nom commercial Fournisseur Commentaires
HPC Klucel® EXF Aqualon Fine granulométrie
HPMC Méthocel® K4AM Colorcon Haut poids
moléculaire
L., HPMC Accétate Agoat® AS-HF ShinEtsu soluble a pH > 6,5
Dérive . . . s .
. Succinate High Fraction (distribué par Seppic)
cellulosique
HPMC Phtalate HP55® ShinEtsu
(distribué par Seppic)
HPMC Phtalate HP555® ShinEtsu Viscosité supérieure
(distribué par Seppic) al’HP55
L. Carbomere Carbopol® 980 NF Gattefossé
Derl\{e Polycarbophil Noveon® AA1 Gattefossé
acrylique Poly(methacrylicacid -  Eudragit® L100-55 Evonik
ethyl acrylate) 1:1
Amidon modifié Amylo® N-460 Roquette Amidon riche en
. amylose
Polysaccharide Alginate de propyléne Kelcoloid® ISP Switzerland AG
glycol
Gomme gellane Kelcogel® CP Kelco

2. Méthodes

2.1 Préparation des formules

Les formulations sont réalisées par atomisation ou spray-drying.

Cette technique de séchage rapide est couramment employée en industrie

pour passer d'une forme liquide a une forme séche.

La solubilité du PA a été évaluée dans les solvants organiques

compatibles avec l'utilisation de I'atomiseur BUCHI® B-290. Les solvants

testés sont :

I'acétate d’éthyle, l'acétone, le dichlorométhane (DCM),

I’éthanol et le méthanol. Une concentration de 5 % (m/v) en PA est ciblée.

La solubilité des polymeéres est ensuite testée dans les solvants retenus

suite aux essais de solubilité du PA. La concentration ciblée est de 16 %
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(m/v) en polymeére. Si un solvant seul ne suffit pas a solubiliser le

polymeére, I'eau ou une combinaison de deux solvants sont testées.

Les premiéres particules simples sont préparées a partir d'un
mélange binaire PA/polymere afin de réaliser un criblage des polymeéres
sélectionnés. Des particules ternaires, nues et composées de type cceur-
couronne, sont fabriquées dans un deuxieme temps afin d’étudier l'intérét
d’une combinaison des polymeres retenus lors du criblage, I'objectif étant
d’optimiser la formule. Selon la morphologie ciblée, la préparation des

solutions a atomiser et les parameétres du procédé varient.

Une fois le solvant sélectionné, des solutions sont réalisées avec un
ratio 1:4 (PA/polymeére) et une concentration totale de 20 % (m/v) pour

les particules sans couronne.

Les particules de type cceur-couronne HPC/alginate PG/PA-HP55S® et
HPMC/alginate PG/PA-HP55S® sont toutes deux fabriquées a partir de
deux solutions distinctes, mais atomisées simultanément. Le coeur des
particules a base d'HPMC est préparé a partir d'un mélange
HPMC/alginate PG (2:1) solubilisé dans I'eau milliQ, auquel est ajouté le
PA, préalablement solubilisé dans du méthanol. Le coeur des particules a
base d'HPC est préparé a partir d'un mélange HPC/alginate PG/PA
directement solubilisé dans un mélange eau/méthanol (5:4). Environ
16 gouttes de colorant bleu hydrophile sont incorporées dans la solution
destinée au coeur de la particule. Le ratio final HPC/alginate PG/PA ou
HPMC/alginate PG/PA est de (8:4:3) et la concentration de cette premiére
solution est initialement d’environ 2,5 % (m/v). Pour la couronne, une
solution d’HP55S® est réalisée dans un mélange éthanol/DCM (1:1). Le
volume de cette seconde solution varie selon le volume requis pour la

premiére solution mais la quantité de polymeére est fixe et correspond a la
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guantité de PA contenue dans le cceur de la particule. Le ratio final est

ainsi ramené a 1:5 (PA/polymeére).

Toutes les solutions sont préparées a l'aide d’'un agitateur Rayneri et d’un

mobile d’agitation dispersant réglé a une vitesse de 700 a 1100 rpm.

La viscosité de la solution a atomiser est mesurée a l'aide d'un
rhéométre Thermo-Haake® RS 600. Pour le bon fonctionnement de
I'atomiseur, un seuil de viscosité est fixé a 300 cP. En cas de dépassement
du seuil, la solution est diluée avec le méme solvant ou mélange de

solvants que lors de sa préparation.

Ce processus est réalisé a I'aide d’un mini spray-dryer Biichi® B-290.
Cet appareil est parfaitement adapté a l’échelle du laboratoire et aux
petits volumes des échantillons travaillés en Recherche et Développement.
Le principe mis en jeu repose sur un séchage par pulvérisation et

évaporation de solvant.

Le procédé d’atomisation est réalisé a l'‘aide d'une buse binaire
standard. La température d’entrée dans la chambre de séchage (Ti,) et le
débit de la pompe sont adaptés selon la solution atomisée. La
température, initialement réglée a 10°C au-dessus de la température
d’ébullition du solvant ou mélange de solvants peut étre augmentée au
cours du procédé, si besoin est. Elle varie ainsi entre 75°C et 160°C. Le
débit dépend de la viscosité de la solution et varie, quant a lui, entre 5 et
20 % de sa capacité totale (30 mL/min). La température de sortie de la
chambre de séchage (Tou) et le rendement sont relevés afin de permettre

le suivi du bon déroulement du processus.
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Pour ce deuxieme axe d’étude, des particules ternaires, nues et de
type coeur-couronne, sont fabriguées a partir des quatre polymeéres

retenus lors du criblage (Tableau 3) et comparées.

Tableau 3 : Associations de polymeéres réalisées

Coaur Couronne Morphologie
d’HP55S® attendue de la
particule
Formule 1 HPMC + Alginate PG + PA Oui Coeur-couronne
Formule 2 HPMC + Alginate PG + PA Non Nue
Formule 3 HPC + Alginate PG + PA Oui Cceur-couronne
Formule 4 HPC + Alginate PG + PA Non Nue

La buse binaire telle que précédemment utilisée permet d’obtenir les
particules nues. Une buse ternaire est utilisée pour la fabrication des
particules de type cceur-couronne, comme le montre la Figure 8. Le
colorant introduit dans la formulation destinée au coeur de la particule et
I'absence de colorant dans la couronne a pour objectif de visualiser une
éventuelle différence de coloration entre la formule nue et son équivalent
de type cceur-couronne. En effet, la couronne d'HP55S® supposée
recouvrir le cceur coloré des particules devrait en théorie atténuer la
couleur bleue. Ceci pourrait étre un premier signe attestant une

morphologie coeur-couronne.
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Solution a atomiser correspondant au
cceur de la particule

e

M~ 1

Solution a atomiser correspondant a
la couronne de la particule

Buse ternaire ——>

Particule de type cceur-couronne obtenue
E par atomisation avec une buse ternaire

Figure 8 : Principe de fonctionnement de la buse ternaire

Lors du procédé, la température d’entrée dans la chambre de séchage
(Tin) et le débit de la ou des pompes sont adaptés selon la ou les solutions
atomisées, comme pour le criblage. La température d’entrée varie ainsi
entre 75°C et 220°C, et le débit, entre 5 et 15 % de la capacité totale de
la pompe (30 mL/min). Le bon déroulement du procédé se fait la aussi
grace au suivi de la température de sortie de la chambre de séchage (Tout)

et au rendement calculé aprés atomisation, lorsqu’il est accessible.

2.2 Caractérisation des atomisats

La teneur en PA des atomisats est déterminée par Chromatographie
Liquide Haute Performance ou CLHP aprés extraction du PA. Le ratio
PA/polymeére déduit de cette mesure est comparé au ratio théorique de
1:4 (PA/polymere) pour les atomisats simples et 1:5 (PA/polymeére) pour
les composites ternaires cceur-couronne. Le protocole d’extraction du PA
est schématisé dans la Figure 9. Dans un premier temps, 25 mg

d’atomisat simple ou 30 mg d’atomisat si les particules sont de type
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cceur-couronne, sont introduits dans une fiole de 50 mL. Les ratios
PA/polymere de ces deux types d’atomisat étant en théorie de 1:4 et 1:5
(PA/polymeére) respectivement, la quantité de PA extraite et dosée devrait

alors étre la méme.

Un meélange d’eau et de méthanol est employé pour solubiliser les
différentes poudres. Le méthanol, trés bon solvant pour le PA, permet
d’optimiser son extraction. Une suspension est obtenue pour l'alginate PG,
I'amidon modifié et la gomme gellane, des polymeres de nature plutét
hydrophile. Les autres atomisats, davantage lipophiles, sont entierement
solubilisés dans le méthanol. Dans un deuxieme temps, une dilution au
demi, a l'aide de la phase mobile servant a I’'analyse par CLHP, est réalisée
a partir de la précédente solution homogene ou suspension sous agitation.
La solution-fille est ensuite filtrée (pores de 0,8 um de diamétre) puis
introduite dans des tubes a CLHP. La concentration théorique attendue en

PA dans les solutions-filles est de 0,05 mg/mL.

Filtration sur
11 mL d’eau filtre de 0,8 um

. 10 mL de la 1% solution
39 mL de méthanol — )
10 mL de phase mobile

10 mL

25 mg d’atomisat*

Fiole de 50 mL Fiole de 20 mL Tube a CLHP

* Echantillon de 30 mg pour un atomisat de type cceur-couronne

Figure 9 : Protocole utilisé pour doser le principe actif dans les atomisats

La teneur en PA est exprimée en ratio PA/polymeére. Le calcul fait
intervenir la masse d’atomisat initialement introduite et la concentration

en PA déterminée par CLHP :

. Concentration en PA
Ratio PA/Polymere = - - .100
Masse d'atomisat

L’'analyse par CLHP a été mise au point par le Département Analytique.

L'appareil utilisé est une chaine Waters® comprenant une pompe TSP
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P100, un injecteur TSP AS100 et un détecteur Waters®, couplé au logiciel

Atlas®.
Les conditions chromatographiques sont présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Conditions chromatographigues permettant de doser le principe actif

Phase stationnaire Colonne en acier inoxydable de 15 cm de longueur et 4,6
mm de diametre interne.
Phase stationnaire de type Zorbax™ Eclipse XDB Phenyl, taille
des particules 5 um.

Phase mobile Phase aqueuse/acétonitrile (70:30)
Phase aqueuse : 1000 volumes d’eau purifiée, 2 volumes de
triéthylamine et acide orthophosphorique gsp pH 3,5

Volume injecté 20 uL

Nombre d’injection 2

Température de la colonne 40°C

Température des échantillons  4°C

Débit de la pompe 1 mL/min

Temps d’analyse 5 minutes (temps de rétention d’environ deux minutes)
Détection Spectrophotométrie UV (A = 240 nm)

LOD <0,01%

LOQ <0,015%

Trois témoins ont été préparés indépendamment les uns des autres. Trois
solutions de PA dosées a 0,05 mg/mL ont été réalisées dans un mélange
de 100 pyL de TFA dans 1000 mL d’eau purifiée.

Les échantillons d’atomisats sont observés par Microscopie
Electroniqgue a Balayage (MEB). L’appareil utilisé est un microscope
Hitachi® TM-1000.

Un faisceau d’électrons est envoyé sur un échantillon placé dans une
enceinte sous vide. Au contact de la matiere, des électrons secondaires
sont émis. Cette émission secondaire est traitée par informatique et
permet la construction des images. La surface de |'échantillon peut ainsi
étre observée en trois dimensions et a de forts grossissements (jusqu’a un
facteur 10 000).
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Afin d’améliorer le contraste des images et de faciliter leur observation,
les échantillons sont métallisés a l'or a l'aide d'un appareil de type
Emitech® K550X. Cette étape intermédiaire a été réalisée avec un courant

de 25 mA pendant deux minutes.

La structure cristalline des atomisats a été étudiée par
Diffractométrie de Rayons X (DRX). En effet, les rayons X sont plus ou
moins diffractés par la matiere, lorsque celle-ci possede des domaines

cristallins.

Des rayons X sont dirigés sur un échantillon de poudre, a un angle
incident 6. Un détecteur mobile permet de mesurer l'intensité des rayons

diffractés par la matiere, a différents angles.

Pour un pic de diffraction, a une longueur d’'onde donnée A, I'équation de
Bragg ci-dessous permet de relier la déviation 26 a la distance

inter-réticulaire d et d’estimer I'espace entre les plans cristallins.
Equation de Bragg : 1 =2dsinf

La mesure est réalisée grace a une unité de diffraction PanalyticalXpert
Pro®. Les radiations sont générées a partir d’'une source de Cu-Ka & une
longueur d’onde de 0,154 nm. La tension du courant ainsi créée est de
45 kV et son intensité est de 40 mA. La détection se fait pour des angles

de déviation 26 compris entre 3° et 55° avec un pas de 0,017°.

Les essais de dissolution sont réalisés avec un appareil a pales
Sotax®, conforme & celui décrit dans la Pharmacopée Européenne. La
cinétique de libération est étudiée a pH variable sur huit heures. Il s’agit
d’une méthode développée par le Département Analytique et adaptée au
PA utilisé dans cette étude, apres vérification de sa stabilité dans les

conditions expérimentales, sur environ 20 heures. Le milieu acide
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représentant les conditions les plus critiques pour la molécule, I'essai de
stabilité du PA a été réalisé avec une solution de tampon HCI a 0,01N et a
une concentration en PA de 50 pg/mL. Des dosages ont été réalisés
régulierement par CLHP, selon les conditions présentées dans le Tableau 5
et avec le méme matériel que pour le dosage du PA dans les atomisats.
Cette technique permet d’identifier et de quantifier le PA mais aussi les

produits de dégradation de la molécule.

Tableau 5 : Conditions chromatographigues de I'étude de stabilité du principe actif

Phase stationnaire Colonne en acier inoxydable de 15 cm de longueur et 4,6 mm
de diameétre interne.
Phase stationnaire de type Zorbax™ Eclipse XDB Phenyl, taille
des particules 5 um.

Phase mobile Gradient d’élution utilisant une phase mobile A et une phase
mobile B et allant de 15 % de phase mobile B a 100 %.
Phase mobile A : 1000 volumes d’eau purifiée, 2 volumes de
triéthylamine et acide orthophosphorique gsp pH 3,5
Phase mobile B : Acétonitrile

Volume injecté 20 uL

Nombre d’injection 2

Température de la colonne Température ambiante
Température des échantillons 4°C

Débit de la pompe 1 mL /min

Temps d’analyse 18 minutes

Détection Spectrophotométrie (A = 240 nm)
LOD <0,01%

LOQ <0,015%

L'essai de dissolution est tripliqué pour chaque formule.

Des gélules 000 contenant 125 mg d’atomisat sont introduites dans un
bain de dissolution contenant 500 mL de tampon HCI 0,01N pendant 70
minutes. Au bout de ce temps, 85 mL de tampon phosphate a pH 10,7
sont ajoutés pour atteindre un pH 6,8 dans le milieu de dissolution. La
température du bain est réglée a 37 + 0,5°C et la vitesse de rotation des
pales est de 50 + 2 rpm. Des prélevements d’un millilitre sont introduits
dans des tubes a CLHP a 0, 30, 60, 70, 75, 90, 120, 180, 240, 360 et 480

minutes. L'analyse se fait en offline par CLHP, selon la méthode indigquée
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pour les dosages des atomisats. Une analyse online par
spectrophotométrie n‘a pu étre mise en ceuvre compte tenu de
I'absorbance de certains polyméres a la longueur d’onde optimale pour

doser le PA.

Le pouvoir mucoadhésif est étudié sur de l'intestin de porc grace a
un texturométre TA.XTplus Texture Analyser de Stable Micro Systems®.
L'échantillon d’intestin est conservé jusqu’a trois jours aprés prélevement
dans une solution tamponnée de Krebs-Ringer ajustée a pH 7,4 par ajout
de NaOH, sous contrdle d’'un pH-métre de type METTLER SevenMulti®. Ce
tampon, quant a lui, peut étre conservé a 4°C pendant un mois. A partir
de I’échantillon porcin, des pieces de 3 cm de longueur sont coupées, tout
le long de lintestin gréle, et ouvertes dans le sens de la longueur. Le
contenu du bol alimentaire éventuellement présent est retiré. La piece
biologique est ensuite plongée dans une solution de Krebs-Ringer jusqu’au
moment de l'essai, afin de conserver la viabilité des cellules. Pour
effectuer la mesure de mucoadhésivité des atomisats, la piece d’intestin
est posée, cOté apical vers le haut, sur un support en plexiglas. Une
plaque également en plexiglas et percée en son centre, est vissée sur le
support, fixant ainsi la muqueuse. Ce dispositif expose alors une surface
circulaire d’environ 16,6 cm2 de muqueuse intestinale, recouverte de
mucus (Figure 10). Le montage est placé sur la plateforme de l'appareil,
sous sa partie mobile, un cylindre de 2,1 cm de diameétre qui est abaissé a

quelques millimetres de la muqueuse (Figure 10).
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Cylindre mobile
16,6 cm? de
mugqueuse

Support fixe

en plexiglas
intestinale

b N

Figure 10 : a. Montage de I'échantillon d'intestin de porc sur le support en

plexiglas ; b. Mise en place du support en plexiglas sur la plateforme du
texturometre avant lancement du test

Pour effectuer les mesures de mucoadhésivité des atomisats, 50 mg de
poudre sont déposés sur la muqueuse puis 500 pL de solution de
Krebs-Ringer sont ajoutés, cinqg minutes avant de lancer l'essai. Trois
mesures par atomisat sont ainsi réalisées afin d’en déduire une courbe
moyenne. Un blanc consistant en l'introduction de 500 pL de solution de
Krebs-Ringer sur la muqueuse est réalisé. Un témoin négatif est
également effectué a l'aide de 50 mg de stéarate de magnésium en lieu et
place de l'atomisat. Cette poudre, couramment utilisée dans l'industrie
pharmaceutique a titre de lubrifiant, est considérée comme étant non
bioadhésive. Ce test permettra d’évaluer la capacité de l'essai a

discriminer les formules en termes de mucoadhésion.
Lors de l'essai, les parametres fixés sont :

La vitesse de descente du mobile en pré-test : 0,05 mm/s

La vitesse de pénétration du mobile dans I’échantillon : 1,00 mm/s

La vitesse de remontée du mobile en post-test : 0,05 mm/s
Le type de mesure : Par la force
Le seuil de détection : 0,02 N

La force maximale imposée : 1N

Le temps de contact : 120 s

56



Les résultats sont donnés sous la forme d’un graphique représentant la
force en newton en fonction du temps en seconde. Une photo est faite
apres mesure afin d’observer I'aspect de la formulation et une éventuelle

gélification de I'échantillon.

2.2.6 Technique du sac retourné

Un des inconvénients de la mesure du pouvoir mucoadhésif des
formules par texturométrie est son éloignement par rapport aux
conditions in vivo. En effet, bien qu’elle mette en jeu un échantillon
biologique vivant, la mesure intervient essentiellement au niveau de
I'interface « cylindre mobile/formule dispersée dans le mucus ». A cette
interface, la muqueuse intestinale est donc absente. Une technique plus
proche des conditions in vivo a, de ce fait, été envisagée. Il s’agit de la
technique du sac retourné, employée par I'équipe de Santos, en 1999.
Cette méthode a été testée avec la formule d'HPMC de type coeur-

couronne.

Figsure 11 : Schéma du retournement de l'intestin et photo correspondant a cette étape

La partie proximale d’un intestin de porc (duodénum et jéjunum) a été
prélevée le jour méme du test. Des troncons de 4 cm de long sont
préparés et retournés, de facon a ce que le pole apical des cellules soit a

I'extérieur, comme le montre le schéma et la photo de la Figure 11.
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Une des extrémités est alors
ligaturée a l'aide d'un fil de
soie. La seconde extrémité est
également ligaturée, aprées
ajout d’1 mL de solution de
Krebs-Ringer, comme le

montre la Figure 12.

Figure 12 : Echantillon biologique retourné et

emplacement des ligatures

g

Figure 13 : Schéma et photo du sac
formé et introduit dans le contenant

Figure 14 : Photo du montage,

aprés agitation pendant 10
minutes au Turbula®

Le montage est ensuite introduit dans
un contenant avec 19 mL de la méme
solution de Krebs-Ringer (Figure 13).
Ceci permet d’assurer une iso-
osmolarité entre l'intérieur du sac ainsi
formé, et le milieu dans lequel est

plongé le montage.

A l'ajout des 50 mg de poudre a
étudier, le récipient est fermé et mis
sous agitation au Turbula® pendant 5,
10, 15 ou 30 minutes. Deux essais sont
réalisés pour chaque temps. La Figure
14 montre I'échantillon récupéré aprées

10 minutes d’agitation.
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La piece biologique est ensuite récupérée et le
PA resté dans le récipient (Figure 15) est dosé
selon la méthode de dosage utilisée pour
évaluer la teneur en PA des atomisats. Les
résultats sont moyennés sur les deux essais

réalisés pour chacun des quatre temps étudiés.

Figure 15 : Contenant,
sans la piece biologique,
dans lequel est dosé le PA

2.2.7 Analyse thermogravimétrique (ATG)

Lors de l'optimisation de la formule, la quantité résiduelle de solvant
a été évaluée par thermogravimétrie, a laide d‘un analyseur

thermogravimétrique TA Instrument®,

Un échantillon d’environ 3-5 mg d’atomisat est introduit dans une capsule
adaptée a l'appareil et préalablement tarée. L’échantillon est alors placé
automatiquement dans le four et subit une montée en température allant
de la température ambiante (20-25°C) a 110°C avec une rampe de

10°C/min. Il reste ensuite 30 minutes a 110°C.

L'essai permet d’obtenir une courbe représentant une perte en masse, en
pourcentage par rapport a la masse initiale de I’échantillon, en fonction du
temps, en minutes. Le traitement de la courbe permet d’obtenir la perte
totale en masse, correspondant a la quantité de solvant résiduel dans

l'atomisat.
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II. RESULTATS

1. Microparticules binaires

1.1 Préparation des formules

Le PA est soluble dans |'éthanol, le DCM et le méthanol pour des

concentrations allant jusqu’a 5 % (m/v).

La solubilité des différents polymeres a donc été évaluée dans ces trois
solvants, seuls ou en association, ainsi que dans l'eau dans le cas des
polymeres trés hydrophiles. Les résultats des solubilités obtenues sont

présentés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Résultats des essais de solubilité des polyméres sélectionnés a 16 % (m/v)

Polymeére Ethanol Méthanol DCM Eau purifiée Association
Alginate PG Non Non Non Oui

Amidon modifié ND* ND* ND*  Oui

Carbomere Non Non Non Oui Eau/Méthanol 2:1
Gomme gellane Non Non Non Oui

HPC Oui Oui Oui ND*

HPMC Non Non Non Gonflement

HPMC AS Non Non Non ND* Ethanol/DCM 1:1
HPMC P (HP55°) Non Non Non ND* Ethanol/DCM 1:1
HPMC P (HP55S®) Non Non Non ND* Ethanol/DCM 1:1
Polycarbophil ND* ND* ND*  Oui

Polyméthacrylate  Oui oui Non ND*

*ND : Non Déterminé

La solution d’alginate PG est donc réalisée dans |'eau purifiée, tout comme
celles d’amidon modifié, de gomme gellane, d’'HPMC et de polycarbophil.
Pour ces dernieres, le PA, dont la solubilité est limitée dans |I'eau bien qu’il
soit qualifié de soluble selon la classification BCS, a été dissout dans
10 mL de méthanol avant d’étre incorporé a la solution aqueuse. La

solution de carbomere a atomiser est préparée dans un mélange
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eau/méthanol (2:1). Les dérivés accétate succinate de I'HPMC, I'HP55® et
I’'HP55S® sont dissouts dans un mélange équimolaire d’éthanol et de DCM.
Quant aux solutions a atomiser d’'HPC et de polyméthacrylate, elles sont

réalisées dans le méthanol.

Avant atomisation, une mesure de la viscosité des solutions
préparées a été effectuée. Lorsque la viscosité était supérieure a 300 cP la
solution a été diluée. Les concentrations finales des solutions atomisées

sont présentées dans le Tableau 7.

La solution a atomiser de polyméthacrylate a été réalisée dans un premier
temps a une concentration totale de 20 % (m/v). Lors de l'atomisation,
des filaments sont apparus rapidement dans la chambre de séchage. Le
processus a donc été interrompu et la solution diluée au demi, bien que la
viscosité soit déja inférieure au seuil-limite. Le procédé est remis en
marche avec cette nouvelle solution. Un atomisat floconneux est obtenu
avec une température T, fixée a 110°C. Le procédé est a nouveau arrété
et la température Ti,, abaissée a 75°C. Un second atomisat floconneux est
obtenu. Pour la suite de ces travaux, le premier atomisat floconneux
obtenu sera identifié par I'appellation « Polyméthacrylate 10 % 110°C ».
Le second sera appelé « Polyméthacrylate 10 % 75°C ». Devant cet
aspect floconneux, une derniere atomisation est réalisée avec ce
polymeére, a partir d'une solution a nouveau diluée au demi et présentant
donc une concentration totale en PA et polymeére de 5 % (m/v). La Figure
16 permet de constater la différence d’aspect qu’il y a entre les trois

atomisats réalisés a partir du méme polymere.
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Figure 16 : Aspects des trois atomisats de polyméthacrylate

Compte tenu des deux dilutions réalisées, pour remédier a I'apparition de
meches dans la chambre de séchage, le rendement n‘a pu étre déterminé
pour ces trois atomisats. La viscosité de la solution a 5 % (m/v) n’a pas
été mesurée au vu de celle de la solution avant dilution et répondant déja
aux exigences rhéologiques du procédé. Le Tableau 7 résume les

parametres relevés pour les différentes solutions atomisées.
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Caractéristiques avant (concentration de la solution a atomiser; solvant),

pendant (T;,; Tou) €t aprés le processus d'atomisation (rendement ; ratio PA/polymeére de

Tableau 7

I’atomisat
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as % L9 2,19 2,021 d2 8 (T:62) |oueYIDIN/NET (A/w) % ST lydog.edA|od
A - 2.¢L  J.0IT  doG'eT |oueyIdIN (A/w) % 0°0T ale|AideyipwAjod
as - oLV D.SL dd G'ET |oueyIdN (A/w) % 0°0T ale|AeyipwAjod
A - 2.9V  2.SL ++QN |oueyIdIN (A/w) % 0°S ale|AioeyrpwAjod
A % S9 Qo 2,06  dI6TT (1:1) Woa/loueyi3 (n/w) % ST (.SSSdH) d DINdH
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La teneur en PA déterminée par CLHP est comparée a la masse d’atomisat
ayant servi au dosage afin de ramener le résultat sous forme de ratio

PA/polymere.

Le rendement du processus d’atomisation varie entre 74 % pour la
solution d’'HP55® et 15 % pour la solution de gomme gellane. Pour cette
derniere, I'atomisat récupéré est significativement plus concentré en PA
gue ce qui est attendu. Une deuxieme atomisation a été réalisée avec une
solution de gomme gellane afin de confirmer ou d’infirmer les résultats. A
nouveau, le ratio PA/polymere de |'atomisat est supérieur au ratio
théorique attendu : il est de 1:3 (PA/polymeére). Lors du processus, une
pellicule s’est formée le long des parois de la chambre de séchage.
Quelques copeaux se sont détachés et ont été entrainés dans le collecteur
de poudre. Ils ont été isolés de I'atomisat et ont fait I'objet d’un dosage.
Au vu de la surconcentration de la poudre d’atomisat en PA, la teneur en
PA présente dans les copeaux était attendue comme inférieure au ratio
théorique. Or, le ratio PA/polymeére déterminé est de 1:4 (PA/polymere).
Il correspond ainsi au ratio théorique souhaité. L’hypothése d’'une
surconcentration dans |‘atomisat et d’une sous-concentration dans les
copeaux est donc a écarter. Cependant, les copeaux ont été en contact
avec |'atomisat surdosé lors de |'atomisation. Ils ont pu alors se charger
en PA. D’'autre part, lors du protocole d’extraction, les copeaux n‘ont pas
été entierement solubilisés, ce qui peut engendrer une erreur sur le
dosage. Enfin, I'atomisat composé d’amidon modifié présente, quant a lui,
un sous dosage en PA. En effet, celui-ci est de 1:5 (PA/polymeére). Le
processus d’atomisation s’étant bien passé, sans phénomene particulier a

relever, aucune explication n’a pu étre proposée.

1.2 Imagerie par Microscopie Electronique a Balayage

Les particules ont également été étudiées par MEB (Tableau 8). La
morphologie particuliere du PA, des aiguilles allant jusqu’a 100 ym de

long, n’‘est retrouvée dans aucun des atomisats. Les atomisats
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d'alginate PG, d’amidon modifié¢, de polyméthacrylate 10 % 110°C et
d’'HPMC présentent des spheres pleines. La distribution de taille des
particules d’alginate PG est plutét homogene et le diametre des particules
est d’environ 5 ym. Celle des composites composés d’amidon modifié et
d’'HPMC semble étre bimodale : 1 et 10 um de diameétre pour la premiére,
1 et 15 pm pour la seconde. L'atomisat de polyméthacrylate 10 % 110°C
se présente sous la forme de filaments emprisonnant des particules
sphériques de 10 a 20 ym de diametre. Celui de polyméthacrylate 10 %
75°C montre des spheres vides et pleines d’environ 10 pym de diametre et
les mémes filaments. Ceci coincide avec |'aspect floconneux de ces deux
atomisats. Le dernier atomisat de polyméthacrylate semble montrer une
distribution bimodale de la taille des particules (1 et 10 um environ) mais
pas de filament. Les atomisats d’HPMC P (HP55® et d’HP55S®), d’"HPMC
AS et de gomme gellane se ressemblent et montrent des spheres vides
dont le diametre ne semble pas dépasser 10 um. Enfin, les particules des
atomisats de carbomeére, d’HPC et de polycarbophil sont discoidales et de

forme concave. Le diameétre des particules est compris entre 5 et 15 um.

Tableau 8 : Images obtenues par microscopie électronique a balayage pour les atomisats
binaires PA/polymére

Alginate PG (x2000) Amidon modifié (x2000)

G EAR! e e
f' > ~ ‘~= T v..w
Ly y i 1 Aad®
". ’ “ '_ 3

Atomisat 2012/05/31 1508L D74 x20k 30um Atomisat

2012/06/01 10:15L D69 x20k 30um
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Carbomere (x4000) Gomme gellane (x4000)

x4 0k 20um Atomisat

2012/06/01 11:19L D60 x40k 20um

Atomisat 2012/06/01 10:36L D73

HPC (x6000) HPMC (x4000)

2012/06/01 1054 L D65 x60k 10um Atomisat 2012/06/01 1146L D68 x40k 20um

HPMC AS (x2500) HPMC P (HP55°) (x2500)
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Partie expérimentale

HPMC P (HP555®) (x2500) Polycarbophil (x4000)

2012/06/01 13:26L D60 x50k 20um P,
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1.3 Analyse par Diffraction de Rayons X

Le profil obtenu par DRX du PA, initialement a I'état cristallin, est
comparé aux profils obtenus pour les différents atomisats (Figure 17). Les
pics caractéristiques n’‘ont été retrouvés dans aucun des spectres des
composites. Le PA est donc amorphe dans les différentes formulations

réalisées.
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Figure 17 : Diffractogrammes obtenus a partir des atomisats binaires PA/polymére et comparés au

spectre caractéristique de la forme cristalline initiale du PA
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1.4 Cinétique de libération

En vue d’appliquer la technique d’essai de dissolution mise au point
par le Département Analytique, la stabilité du PA a été étudiée dans les
conditions les plus critiques pour la molécule. La Figure 18 présente
I’évolution de la concentration en PA dans une solution de tampon HCI
0,01N, sur environ 20 heures. Celle-ci évolue de 49,5 upg/mL a
48,2 pg/mL. Ceci représente une perte de 2,1 % de la dose initiale en PA.
En accord avec le Département Analytique, la stabilité du PA a été jugée
satisfaisante dans ces conditions et compatible avec la méthode. L’essai

de dissolution a donc pu étre mis en ceuvre.

120,00 ~

100,00 44

»
»
»
»

»
»
3

80,00 -

60,00 -

40,00 -

20,00 -

Evolution de la concentration en PA par rapport a la
concentration initiale (%)

0,00 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Temps (h)

Figure 18 : Evolution de la concentration du PA a 37°C en condition critique d’essai de
dissolution

La cinétique de libération du PA, a partir des différents atomisats

obtenus et placés en gélule, a été mesurée a pH variable. Les courbes
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représentant le pourcentage de PA libéré en fonction du temps sont
présentées dans les Figure 19, Figure 20, et Figure 21. Elles ont été

regroupées selon le profil cinétique observé.

La pompe permettant de prélever les échantillons dans le bain de
dissolution s’est désamorcée lors de la variation de pH, pour les formules
a base de gomme gellane, de polycarbophil et de carbomere.
L'échantillonnage automatique a été stoppé a 70 minutes pour ces
formules et des prélevements manuels ont été réalisés jusqu’a 240
minutes pour certaines. Les essais concernant ces formules ont été
répétés, mais le méme désamorcage de la pompe a été observé au
changement de pH. Il est possible que ce soit la variation de viscosité,
suite au changement de pH, qui entraine cet incident. Cependant, les
prélevements réalisés suffisent a observer une tendance concernant la

cinétique de libération.

120

pH 1,2 pH 6,8
AlOO = —
X I
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&
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u
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o
a == Amidon modifié
20
/ === HPMC AS-HF
| Gomme gellane
0 L. T T T T T T 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temps (min)

Figure 19 : Cinétique de libération de type libération immédiate - n=3 pour chague point

Quatre formules présentent une cinétique de libération immédiate (Figure

19). Les atomisats composés d’amidon modifié ou de gomme gellane
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liberent plus de 90 % de la dose en PA au bout 30 minutes, en milieu
acide. Les formules composées d’'HPMC AS et d’alginate PG libérent quant
a elles un peu plus de 70 % de la dose au bout de 30 minutes dans les
mémes conditions. Par ailleurs, une diminution significative et brutale de
la concentration en PA, a partir de la formule composée d’alginate PG, est
observée dans le bain de dissolution au changement de pH. En effet, elle

passe de 90 % a 75 % de la dose totale en cing minutes.
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pH 1,2 pH 6,8
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]
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o
o 20 - == HPMCP (HP55°)
HPMCP (HP55S5®)
O '4 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 ) 300 350 400 450 500
Temps (min)

Fisure 20 : Cinétique de libération du PA a partir des atomisats - profils de type
gastro-résistant - n=3 pour chaque point

Les atomisats a base des dérivés phtalate de I'HPMC (HP55® et HP555®)
liberent environ 40 % de la dose totale de PA aprés 70 minutes en milieu
acide (Figure 20). A lI'ajout des 85 mL de tampon phosphate pH 10,7, un
changement de pente est observé pour les deux courbes. La libération du
PA passe de 40 % a 100 % environ en 20 minutes. En ce qui concerne la
formule a base de polyméthacrylate a 5 % (m/v), 60 % de la dose est
libérée au bout de 70 minutes dans les mémes conditions. Le changement
d’'inflexion de la courbe est également présent, bien que moins marqué. La

libération totale du PA se fait au bout de 180 minutes.

72



Les courbes de cinétique des atomisats composés de carbomere, de
polyméthacrylate 10 %, d'HPC, d'HPMC et de polycarbophil montrent une
pente plus faible et traduisent une libération du PA davantage retardée
(Figure 21).
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Figure 21 : Cinétique de libération du PA a partir des atomisats - profils de type Libération
Prolongée - n=3 pour chague point

Les formules composées d’'HPMC ou de polyméthacrylate 10 % permettent
une libération d’environ 40 % du PA apres 90 minutes d’essai de
dissolution. Au changement de pH, une légere accélération de la libération
du PA conduit a une libération totale de la dose au bout de 360 minutes,
pour les formules de polyméthacrylate a 10 % (m/v), atomisées a 75°C et
110°C. La formule composée d’HPMC n’atteint pas ce seuil, méme a l'issue
de l'essai et libére a peine plus de 80 % de la dose initiale de PA, apres
480 minutes. En outre, dans les trois ballons de dissolution contenant

cette formule, une matrice gonflée est retrouvée (Figure 22).
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Partie expérimentale

Figsure 22 : Photos des matrices résiduelles
d’HPMC récupérées en fin d'essai de dissolution :
a.aT=0:;b. a T=15 minutes

Quant aux formules composées de carbomeére, d'HPC et de polycarbophil,
elles liberent autour de 60 % de la dose de PA au bout de 90 minutes. La
cinétique de libération du PA a partir de la formule d'HPC évolue ensuite
plus lentement et tend a rejoindre les valeurs observées pour I'atomisat
d'HPMC. Bien que les profils de libération du carbomére et du
polycarbophil s’arrétent au bout de 70 minutes, conséquence du
désamorcage de la pompe de prélevement, ils permettent d’observer une
libération de PA plus importante que I'HPC. Toutefois, elle ne dépasse pas

les 90 % de la dose au bout de 240 minutes.

1.5 Mucoadhésion par texturomeétrie

Afin d’étudier la mucoadhésion des différentes formules et en vue de
discriminer ces dernieres, des tests ont été réalisés a l'aide d’un
texturometre. Les résultats se présentent sous la forme d’un graphique
représentant la force, en newton ou millinewton, en fonction du temps, en

seconde (Figure 23a).

Un zoom est réalisé sur la portion d’'intérét de la courbe, c’est-a-dire
lorsqu’elle présente des valeurs de force négatives. La force qui est alors

mesurée empéche la partie mobile de I'appareil de remonter et peut étre
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assimilée a une adhésion. Une fonction d’intégration permet de quantifier

le travail d’adhésion (Figure 23b).
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Légende (sur le graphe a.):
1. Descente du mobile
1] T T T 1 .
00 200 300 00 sn 2. Temps de contact (2 minutes)
Temps (s) 3. Remontée du mobile
d. .z

Figure 23 : Traitement du graphigue obtenu par texturométrie : a. Graphique complet ;
b. Zoom sur la partie négative de la courbe (encadrée en rouge sur le graphe a)

L'évaluation du pouvoir mucoadhésif de chaque formule est réalisée
conjointement selon le profii moyen du graphique obtenu par
informatique, en comparaison avec le témoin négatif (Figure 24b), la
moyenne des aires sous la courbe faite a partir de trois essais distincts, le
pic négatif moyen également obtenu a partir de trois essais distincts et

des photos apreés test.
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Fisure 24 : Graphigues moyennés obtenus apres trois essais de mucoadhésivité : a. Sans
formule (blanc) ; b. Avec stéarate de magnésium (témoin négatif)
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Force (N}
015

0,10

La mesure effectuée a partir d'une piece d’intestin de porc seule,
recouverte de solution de Krebs-Ringer, a permis d’observer une certaine
mucoadhésion attribuée au mucus lui-méme (Figure 24a). Elle varie d’'un
intestin a l'autre et d'un échantillon biologique a l'autre, méme s’il s'agit

du méme animal.

Selon les graphiques obtenus a l'issue des tests (Tableau 9), la portion de
la courbe sous l'axe des abscisses est importante pour les atomisats
composés d’alginate PG, de carbomere, de polyméthacrylate 5 %, d’"HPMC
Phtalate HP55S® et d’HPC. Les courbes a partir des formules composées
de gomme gellane et de polycarbophil présentent une aire sous la courbe
légerement supérieure au témoin négatif. Enfin, les profils obtenus pour
les atomisats d‘amidon modifié, d'HPMC Accétate Succinate, de
polyméthacrylate 10 % et d’HPMC Phtalate HP55® présentent des aires

moins importantes.

Tableau 9 : Courbes obtenues a l'issue des essais de mucoadhésion par texturométrie pour

le criblage des polyméres

Alginate PG Amidon modifié

Force (N}
015

-0.10;

] ! T
325 350 15 1

Time {sec)

-0,05:

-0.10

015
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Carbomeére Gomme gellane
Force (N} Force (N)
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HPMC AS

Partie expérimentale

HPMC P HP55°
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Force (N}
0.5

Polyméthacrylate 5 % Polyméthacrylate 10 % 75°C

Force {N)
015

0,10
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50
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Polyméthacrylate 10 % 110°C

Force (M)
015

0,10

T T T T
i w5 200 228 250 275 300 325 0
Time {sec)

0,10

01

Le Tableau 10 répertorie les moyennes des pics négatifs pour chaque
polymeére, réalisées a partir de trois essais par texturométrie. Le tableau
classe les polyméres du pic d’adhésion le plus faible au plus important,
correspondant a une adhésion croissante. Ainsi, le polyméthacrylate de
I'atomisat a 5 %, I'HPMC AS et l'alginate PG sont les trois polymeéres dont
les atomisats donnent les pics d’adhésion les plus importants. Les

atomisats de polyméthacrylate 10 %, atomisés a 75°C ou 110°C
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présentent, quant a eux, les pics d’adhésion les moins importants, ne

dépassant pas -7,0x107 N.

Tableau 10 : Pics d'adhésion en fonctions du polymeére composant I'atomisat binaire

N
wn
£ e = o ° 5
z 5 T n 5 = 2 z
o o o ) = o o
" 2o £ 22 % =s§ s 8 T 5 g g £
2 TR s TS 3 £% g % o E 8 5
€ eEN S ED Q [ S 38 ) o ) © ) €
> S£E 3%z §¥E 5 3 g 2 £ 3z 5 z 3
& £S < eSS T Hh E o G) s T T S T < T &
= 63 66 67 72 7,7 89 90 92 94 96 116 11,9 12,0 122 142
S 3
X o
« 38
= . L . .
e ; Pic d’adhésion de plus en plus important
©
& 2

A partir des aires sous la courbe déterminées par le logiciel, il est possible
d’obtenir une moyenne ainsi qu’un coefficient de variation permettant de
faciliter la comparaison des formules entre elles. Les résultats sont
présentés Figure 25 sous forme d’un histogramme. Le test réalisé a partir
du stéarate de magnésium permet d’évaluer la pertinence de la
mucoadhésion mesurée. La ligne rouge représente la valeur moyenne de
I'aire sous la courbe observée pour le témoin négatif. Le rectangle rosé,
de part et d’autre de cette ligne rouge permet de prendre en compte le
coefficient de variation obtenu pour ce composé et d’étudier Ila

significativité des résultats.
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Aire sous la courbe (N.s)

H Blanc

M Stéarate de magnésium

M Alginate PG

B Amidon modifié

B HPMCAS-HF

H Carbomeére

M Polyméthacrylate 5 %

B Polyméthacrylate 10 % 75°C

i Polyméthacrylate 10 % 110°C

B Gomme gellane

® HPMC P (HP55°)

E HPMC P (HP555°)
EHPC
= HPMC

[ Polycarbophil

Figure 25 : Histogramme représentant le caractére mucoadhésif des différentes formules
binaires — la ligne rouge et le rectangle rosé expriment respectivement la moyenne et les
écart-types obtenus pour le témoin négatif

Selon I'histogramme Figure 25, I'atomisat composé d’alginate PG est la
seule formule a montrer une bioadhésion significativement différente du
témoin négatif, avec une aire sous la courbe de 5,89 N.s. Les valeurs
obtenues a partir des formules d’'HPMC AS (2,97 N.s), de carbomere (3,79
N.s), de polyméthacrylate 5 % (3,92 N.s), de gomme gellane (2,92 N.s),
d’HPMC P HP55S® (3,71 N.s), d’HPMC (4,12 N.s) et de polycarbophil (3,21
N.s) sont également supérieures a la moyenne observée pour le stéarate

de magnésium (2,81 N.s) ou le blanc (1,60 N.s).

Une observation visuelle post-test est indispensable pour interpréter les
résultats. En effet, selon les aires sous la courbe une mucoadhésion
significativement supérieure au blanc est constatée avec le stéarate de
magnésium, alors que la photo montre une absence de solubilisation de la
poudre (Figure 26). En revanche, avec l'atomisat d’'HPMC ou d’alginate PG,
la poudre a formé un gel plus ou moins visqueux au cours du test (Figure
27 et Figure 28).
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Partie expérimentale

Figure 26 : Echantillon récupéré sur le cylindre mobile,
apres le test de mucoadhésion réalisé avec le stéarate de

magnésium

Figure 27 : Test de mucoadhésion de I'alginate PG  Figure 28 : Echantillon récupéré sur le

(support en plexiglas, aprés test) cylindre mobile, aprés le test de
mucoadhésion réalisé avec I’atomisat
d’HPMC

A lissue de la caractérisation de ces atomisats binaires PA/polymere,
guatre polymeéres ont montré des résultats particulierement intéressants
et prometteurs au vu de la problématique de départ. L'HPC et I'HPMC ont
en effet permis de ralentir la cinétique de libération du PA et de conférer a
I'atomisat un pouvoir mucoadhésif supérieur au témoin négatif. En outre,
la matrice d’'HPMC gélifiée, retrouvée au terme de l'essai de dissolution et

les résultats satisfaisants obtenus par texturométrie confirment l'intérét
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d’'un hydrogel dans la mucoadhésion. Parmi les polysaccharides, seul
I'alginate PG s’est démarqué par une mucoadhésion significativement
supérieure au témoin négatif. En revanche, la formule PA/alginate PG
engendre une libération immédiate incompatible avec l'objectif du projet.
Enfin, un des dérivés phtalate d’'HPMC, I'HP55S®, a été retenu pour son
comportement pH-dépendant et la mucoadhésion intéressante qu’il a pu

conférer a la formule.

Quatre nouvelles associations ont été préparées a partir des quatre
polymeres retenus, en vue d’obtenir une synergie et de potentialiser les
caractéristiques des atomisats. Deux polymeres ont été associés au PA
dans le cceur : HPC/alginate PG/PA (8:4:3) et HPMC/alginate PG/PA
(8:4:3). Les dérivés cellulosiques sont ainsi supposés ralentir la libération
du PA et permettre aux particules d’adhérer au mucus. L’alginate PG
devrait optimiser le pouvoir mucoadhésif déja apporté par I'HPC ou
I'HPMC. Enfin, ces formules ternaires ont été comparées avec et sans
couronne d’HP55S®. Les formules sans coque sont qualifiées de nues, les
formules avec coque seront appelées « microparticules ternaires de type
cceur-couronne ». En présence d’une couronne, la quantité d’HP55S® est
déterminée de maniere a obtenir in fine un ratio PA/polymere (1:5). Le
dérivé phtalate d’'HPMC est supposé empécher la libération du PA dans le
milieu stomacal grace a son comportement pH-dépendant. Il devrait

également permettre a la particule d’adhérer au mucus.
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2. Microparticules ternaires, nues et de type coeur-

couronne

2.1 Préparation des formules

Une buse binaire standard est employée pour la préparation des
microparticules ternaires nues. Une buse ternaire est supposée conférer la
morphologie de type cceur-couronne souhaitée, aux les microparticules
ternaires correspondantes. Chaque atomisation est caractérisée par la
concentration de la solution destinée au cceur, le volume a atomiser, la
morphologie de la particule, dépendant de la buse utilisée, les
températures d’entrée et de sortie de la chambre de séchage, le
rendement du procédé et le ratio PA/polymere de I'atomisat. Toutes ces

données sont répertoriées dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Caractéristiques avant, pendant et aprés le processus d'atomisation de
I’optimisation de la formule

«(C 1

§g _ ¢ g 0 s @

255 S g "B £ @
L2 €70 9E v 9= 0 o £ =
3 g 2Zg EZ 9 o s g 3 9
€ O @ € v S Ewm @w = T o S 2o
5 o602 5858 S c 5 §°2 &<
L O ®m o >S®8&&a S [ - € & o
1 1,25 % (m/v) 600 mL—600 mL  Cceur-couronne  150°C 67°C 54% 1:5
2 1,26 % (m/v) 600 mL Nue 110°C 63°C 49% 14
3 1,66 % (m/v) 450 mL—450 mL  Coeur-couronne  110°C 52°C 67% 1.5
4 1,67 % (m/v) NC* Nue 110°C 50°C NC* 1:4

*NC : Non Connu.

Pour satisfaire au critére de viscosité imposé par le procédé, les solutions
a atomiser pour le cceur ont di étre fortement diluées. Leurs
concentrations sont ainsi comprises entre 1,25 % (m/v) et 1,67 % (m/v).

Quant au rendement, il varie entre 49 % pour la formule
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HPMC/alginate PG/PA (formule 2)

Partie expérimentale

et 67 % pour la formule

HPC/alginate PG/PA-HP55S® (formule 3).

Figure 29 : Dépoét liquide apparu en cours

d'atomisation pour la formule HPMC/alginate

PG/PA-HP55S’

Pour la formule
d’HPMC/alginate ~ PG/PA-HP55S®
(formule 1), la température
d’entrée dans la chambre de
séchage a d( étre augmentée a
150°C et les débits d’alimentation
diminués, compte tenu de
I'apparition d’'un dépbt liquide sur
les parois de Ila chambre de

séchage (Figure 29).
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Partie expérimentale

Figsure 30 : De gauche a droite, atomisats composés de : Particules nues a base d'HPC;

Particules recouvertes a base d’HPC ; Particules nues a base d'HPMC ; Particules recouvertes
a base d’'HPMC

La Figure 30 montre des échantillons de 50 mg d’atomisat. Elle permet
d’observer et de comparer |'aspect des poudres des nouvelles formules.
Les atomisats de particules recouvertes d’une coque d’HP55S® présentent
un volume moins important que ceux dont les particules sont nues. Leur
densité est donc plus élevée que pour les atomisats nus
d’'HPC/alginate PG/PA. En revanche, la différence de couleur attendue en
introduisant le colorant uniquement dans une partie de la particule n‘a pas
permis de distinguer les particules sans coque des particules supposées

recouvertes d’HP55S®.

2.2 Imagerie par Microscopie Electronique a Balayage

Les morphologies des deux types d’atomisats réalisés, particules
nues et de type cceur-couronne, ont été comparées par Microscopie

Electronique a Balayage.

Les atomisats d'HPC se présentent tous deux sous la forme de particules
sphériques, pleines, d’environ 10-15 ym de diametre, recouvertes de
particules dont le diameétre ne dépasse pas le micromeétre. Les images ne
montrent donc pas de différence significative entre la forme de type coeur-

couronne (Figure 31) et I'atomisat nu d'HPC (Figure 32).
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Partie expérimentale

Figure 31 : Atomisat cceur-couronne Figure 32 : Atomisat simple
HPC/alginate PG/PA-HP55S® (X 6000) HPC/alginate PG/PA (X 6000)

En ce qui concerne les atomisats d’'HPMC, les morphologies des particules
semblent différentes. L'atomisat simple HPMC/alginate PG/PA se présente
sous la forme de particules sphériques vides dont le diameétre varie entre

1 pym et 15 pm (Figure 33).

Figure 33 : Atomisat simple HPMC/alginate PG/PA (X 6000)

Alors que des doutes peuvent étre émis quant a la structure
cceur-couronne de |'atomisat supposé complexe d’HPC, une morphologie
particuliéere est retrouvée avec la formule 1 d’HPMC/alginate PG/PA et
d’HP55S®. Les images obtenues par MEB montrent en effet des particules
renfermant d’autres particules d’un diametre inférieur (Figure 34 et Figure

35). Selon le protocole utilisé, la coqgue serait composée du dérivé phtalate
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de I'HPMC et les particules internes seraient composées du mélange
ternaire HPMC/alginate PG/PA.

Figure 34: Atomisat  cceur-couronne Figure 35: Atomisat cceur-couronne

HPMC/alginate PG/PA-HP55S® - Particule HPMC/alginate PG/PA-HP55S® - Particule
fermée (X 6000) perforée (X 6000)

Tout comme lors du criblage des polymeéres, les cristaux de PA, en forme
d’aiguille, ne sont pas retrouvés dans les images réalisées a partir des

nouveaux atomisats.
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2.3 Analyse par Diffractométrie de rayons X

Les diffractogrammes obtenus ont été comparés a celui

correspondant au PA, initialement sous forme cristalline (Figure 36).

Counts

4000 - Formule 2 : HPMC/alginate PG/PA
2000
0
4000 — Formule 1 : HPMC/alginate PG/PA-HP555®
2000
0
4000 Formule 3 : HPC/alginate PG/PA-HP55S®
2000
0
4000 Formule 4 : HPC/alginate PG/PA
2000
0
20000 PA
10000
L L AL R
10 20 30 40 50

Position [*ZTheta] (Copper (Cu))

Fisure 36 : Diffractogrammes correspondant aux atomisats ternaires plus ou moins
recouverts d’HP55S® et comparés au spectre du PA sous forme cristalline

Aucun des quatre spectres correspondant aux quatre nouvelles formules
testées ne montre les pics caractéristiques de la forme cristalline du PA.
Cette absence traduit I'état amorphe dans lequel se trouve le PA, dans les

atomisats.

2.4 Cinétique de libération

L'essai de dissolution a été réalisé dans les mémes conditions que
précédemment, avec les formules ternaires. Les profils obtenus sont
présentés dans la Figure 37. Cette fois-ci, aucun désamorcage n'a été

constaté.
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Deux types de profil sont observés. La formule complexe
d’HPC/alginate PG/PA-HP55S® montre un profil de type libération
immédiate. L'association de trois polymeéres ne semble pas influencer la
cinétique de libération. L‘alginate PG et I'HP55S® semblent méme
masquer les propriétés LP de I'HPC, que la formule binaire HPC/PA avait
révelé. La totalité de la dose de PA est ainsi libérée au bout de 150
minutes environ. A l'inverse, les formules nues d’HPC/alginate PG/PA et
d'HPMC/alginate PG/PA ainsi que I|‘atomisat de type coeur-couronne
d'HPMC/alginate PG/PA-HP55S® ralentissent la libération du PA.
Seulement 40 % de la dose est libéré au bout de 70 minutes. La totalité
de la dose PA est libérée au bout de 480 minutes pour la formule nue
d’'HPC/alginate PG/PA. Les deux autres formules ne dépassent pas une

libération de 90 % de la dose totale, méme a l'issue de |'essai.

Un dernier constat est fait a partir des résultats obtenus. Le
comportement pH-dépendant attendu pour les formules comportant une
couronne d’HP55S®, un polymére ayant montré une sensibilité a la
variation de pH lors du criblage des polymeéres, n‘a pas été observé au
cours de l'essai de dissolution. En effet, le changement d’inflexion de la

courbe est faible ou inexistant.
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Figure 37 : Cinétique de libération du PA a partir des atomisats des formules ternaires plus
ou moins recouvertes d’"HP55S® - n=3 pour chaque formule

Figure 38 : Matrices gélifiées obtenues a l'issu de I'essai de dissolution : a. Formule ternaire
nue d’HPMC : b. Formule ternaire de type coeur-couronne d’"HPMC

Tout comme pour la formule binaire HPMC/PA, les formules optimisées a
base d'HPMC ont montré une gélification a l'issue de I'essai de dissolution
(Figure 38). Cette particularité peut laisser présager la formation in situ
d’'un hydrogel et permettre une mucoadhésion efficace. Par ailleurs, les
photos montrent une matrice continue pour la formule nue mais qui se
désagrége pour la formule comportant I'HP55S®. Cette gélification sans

prise en masse est d'un intérét particulier dans le projet puisque cela
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pourrait permettre de recouvrir une surface plus importante, par rapport a
une matrice gélifié¢e monolithique telle que pour I'atomisat
d’'HPMC/alginate PG/PA.

2.5 Mucoadhésion

2.5.1 Texturométrie

La Figure 39 permet de comparer les différentes moyennes des aires
sous la courbe obtenues pour les quatre nouvelles formules, par rapport
au blanc, au témoin négatif et aux formules binaires d’'HPMC, d'HPC ou
d’alginate PG. Seules les formules composées d’HPMC montrent une
mucoadhésion significativement supérieure aux deux références avec des
valeurs de 4,77 N.s pour la formule nue et 4,93 N.s pour la formule de
type cceur-couronne. Ces valeurs sont également supérieures aux
résultats obtenus pour I'atomisat binaire d’'HPMC/PA (Figure 39a.). Elles
restent cependant inférieures aux valeurs observées pour |'atomisat
alginate PG/PA. Les formules a base d'HPC, quant a elles, ne dépassent
pas la valeur obtenue pour le témoin négatif (Figure 39b.). Aucune
amélioration du pouvoir mucoadhésif n‘a pu étre observée entre la
formule binaire HPC/PA et la formule cceur-couronne a base d’HPC. Une
diminution de ce pouvoir a méme été constatée entre la formule binaire et
la formule nue HPC/alginate PG/PA.

8

7

6 H Blanc

B Stéarate de magnésium

M Alginate PG

HHPMC

B HPMC/alginate PG/PA

H HPMC/alginate PG/PA-HP555®

Aire sous la courbe (N.s)
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Figure 39 : Histogrammes représentant le caractére mucoadhésif des différentes formules
ternaires plus ou moins recouvertes d’'HP55S® : a. Comparaison des formules ternaires et
binaire a base d’"HPMC et d’alginate PG ; b. Comparaison des formules ternaires et binaires a
base d’HPC et d’alginate PG — la ligne rouge et le rectangle rosé expriment respectivement la
moyenne et les écart-types obtenus pour le témoin négatif

(.
heldis

Figure 40 : Gélification apres test des échantillons : a. atomisat de type cceur-couronne
d'HPMC : b. Atomisat de type coeur-couronne d'HPC

Les photos réalisées apres test pour les formules complexes d’'HPMC et
d'HPC sont présentées dans la Figure 40. Une gélification et une
association avec le mucus du tissu intestinal sont observées pour les deux

formules.
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2.5.2 Technique du sac retourné

Lors de l'essai, la formule s’est localisée de
facon préférentielle au niveau de l'interface « solution
Krebs-Ringer/air », comme le montre la Figure 41,
limitant ainsi l'interaction de la formule avec la
mugqueuse intestinale. Malgré ce constat, I'essai a été
réalisé pour des temps d’agitation au Turbula® de 5,
10, 15 et 30 minutes.

Les dosages ont été réalisés par CLHP et les résultats

sont présentés dans le Tableau 12.

Figure 41 : Montage utilisé lors

de la technigue du sac retourné,

apreés agitation au Turbula®

La quantité de PA dosée dans le récipient, apres que la piece biologique ait

été retirée, correspond au PA n’'ayant pas bioadhéré. Cette quantité,

lorsqu’elle est déduite de la masse de PA initialement introduite lors de

I'essai, permet d’estimer la proportion de PA contenue dans les particules

ayant bioadhéré. A partir de la teneur en PA de l'atomisat, il est ainsi

possible de remonter a la quantité totale d’atomisat ayant bioadhéré a la

mugqueuse. Ceci est présenté sous la forme d’une fraction dans la derniere

colonne du Tableau 12.

Tableau 12 : Résultats des essais du sac retourné réalisés a partir de la formule composée

d’HPMC, en fonction du temps d’agitation

Temps Concentration en PA dans le Fraction ayant bioadhérée par rapport
d’agitation (min) contenant (ug/mL) a la quantité initiale introduite
5 17,2 -19/634
10 16,6 1/956
15 16,8 -5/764
30 16,5 8/683
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Les résultats obtenus lors de l'essai, tous temps d’agitation confondus,

n‘ont pas permis de montrer une mucoadhésion significative.

Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que la poudre a une affinité
limitée avec la solution Krebs-Ringer, limitant ainsi le contact de la

formule avec la muqueuse.

Un essai a été réalisé avec la formule d’'HPC de type coceur-couronne, avec
10 minutes d’agitation au Turbula®. La non plus, les résultats n‘ont pas
permis de mettre en évidence un phénomene de mucoadhésion (résultats
non présentés), ni méme d’effectuer une quelconque comparaison de la

mucoadhésion entre les formules.

Compte tenu de l'incapacité du test, dans ces conditions, a montrer un
éventuel caractére mucoadhésif, par ailleurs observé par texturométrie,

I'essai n'a pas été poursuivi.
2.6 Analyse thermogravimétrique

Cet essai a été réalisé uniquement pour les quatre nouvelles
formules. Les résultats se présentent sous la forme de graphiques. A
partir de ces derniers, il est possible de déduire la quantité résiduelle de

solvant contenue dans les différents atomisats.
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Figure 42 : Graphigues résultant de I'analyse thermogravimétrigue : a. Formule nue
HPC/alginate PG/PA ; b. Formule de type cocur-couronne HPC/alginate PG/PA-HP55S® : c. Formule
nue HPMC/alginate PG/PA ; d. Formule de type cceur-couronne HPMC/alginate PG/PA-HP55S®
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Les graphiques de la Figure 42 montrent pour chaque formule, la quantité
de solvant qui a pu étre évaporée. Cette perte se situe entre 8,4 et 8,5 %
de I'échantillon d’atomisat pour les formules nue et de type cceur-
couronne d'HPMC. Elle n‘est que de 4,5 % a 5,2 % pour les formules
équivalentes d'HPC. Le méthanol, I'éthanol, le DCM ou l'eau se trouvent

donc a I'état de trace résiduelle dans les quatre atomisats.
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I1I. DISCUSSION

En vue de libérer un PA tout le long de l'intestin, la conception d’une
formule a libération prolongée et mucoadhésive est étudiée. Lors de la
recherche bibliographique, 11 polymeéres ont été retenus. Parmi ceux-ci se
trouvent des polysaccharides, des dérivés acryliques ou des dérivés de
cellulose. A partir de cette premiéere sélection, 13 atomisats en mélange
binaire PA/polymeére ont été réalisés puis évalués. Il s’agit d’'une étude
préliminaire permettant de sélectionner les polymeres les plus
intéressants afin d’envisager une association. Les criteres retenus sont la
compatibilité avec la technique d’obtention des particules et les
caractéristiques des atomisats ainsi réalisés. Par la suite, les polymeéres
ayant montré les meilleurs résultats ont été associés dans une particule
nue ou de type cceur-couronne en vue d’optimiser ses caractéristiques via

une synergie des polymeres.

D’un point de vue procédé, I'amidon modifié (Amylo® N-460) et la gomme
gellane (Kelcogel®), en mélange binaire PA/polymére, montrent une
certaine incompatibilité avec le principe d’atomisation. Ce constat se base
sur les observations faites en cours de procédé, l'aspect de I'atomisat
obtenu et leur teneur en PA. L'atomisation est en effet un procédé peu
compatible avec les polysaccharides. Le processus peut conduire au
désordre de la maille cristalline du sucre, a la formation de polymorphes
ou pseudo-polymorphes et a la perte de la cristallinité de Ila
macromolécule (Corrigan, 1995). L'évaporation rapide de |'eau lors de
I'atomisation, produit un matériau alors amorphe. Le caractere collant des
gouttelettes créées peut étre prédit par une étude de la température de
transition vitreuse (Adhikari et al., 2005). Le poly(méthyle acrylate-éthyle
acrylate) (Eudragit® L100-55) & 10 % (m/v) dans la solution a atomiser a
également montré des difficultés et I'atomisat obtenu est de type
floconneux, aux deux températures testées (75°C et 110°C). Cependant,

aprés dilution au demi, la solution a pu étre atomisée sans autre
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contrainte. En ce qui concerne les autres composites binaires, aucune

difficulté n’a été rencontrée et le dosage en PA correspond a la théorie.

D’un point de vue caractérisation, tous les atomisats réalisés pour le
criblage des polymeres ont été dosés et analysés en termes de
mucoadhésivité, de cinétique de libération du PA, de morphologie
(imagerie MEB) et d’état cristallin du PA (DRX).

Les diffractogrammes obtenus par DRX permettent d’étudier I'état
physique du PA dans les composites. Les spectres obtenus pour les
différents atomisats binaires ont été comparés au spectre obtenu pour les
cristaux de PA utilisé. Les pics de diffraction liés a la structure cristalline
initiale du PA ne sont retrouvés dans aucun des spectres des composites.
Le PA se trouve donc a I'état amorphe dans les particules des atomisats.
Ceci peut s’expliquer par la rapidité du processus de séchage employé. En
effet, I'’évaporation du solvant, lors de [I'atomisation, est presque
instantanée, ce qui laisse peu de chance aux molécules de recristalliser
(Gharsallaoui, 2007). L'observation faite au MEB permet de comparer la
morphologie des atomisats entre eux et celle du PA, initialement a I'état
cristallin. Les cristaux de PA se présentent sous forme d’aiguilles allant
jusqu’a 100 um de long tandis que les particules d’atomisat sont toutes
plus ou moins sphériques et leur diametre ne dépasse pas 20 pm.
L'imagerie MEB ne montre donc pas plus de cristaux de PA que la DRX

n‘en a révélés.

Parmi les polysaccharides, I'amidon modifié, I'alginate PG (Kelcoloid®) et
la gomme gellane ont été testés sous forme d‘atomisat binaire
PA/polymére. Selon les résultats obtenus lors des essais de dissolution,
tous trois montrent une cinétique de libération de type libération
immédiate. En ce qui concerne l'atomisat composé d‘alginate PG, une
reprécipitation du PA dans le milieu de dissolution intervient au
changement de pH. Ceci peut étre expliqué par deux phénomeénes. D'une

part une recristallisation du PA. En effet, celui-ci posseéde deux fonctions
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basiques dont les pKa sont de 3,5 et 7,4. A pH 2 les deux fonctions sont
donc protonnées alors qu’une seule ne l'est a pH 6,8 expliquant ainsi la
diminution de la solubilité. D’autre part, le polymeére est également soluble
a pH acide. Lorsque le milieu est alcalinisé, la solubilité du polymere
diminue elle aussi. Par ailleurs, au vu de la gélification observée lors des
essais de mucoadhésivité, il est possible que le polysaccharide ait
partiellement gélifié en piégeant du PA. Ces agrégats ont ensuite été
retenus sur le filtre, lors des prélevements automatiques, faussant ainsi la
mesure. Enfin, le pouvoir mucoadhésif des trois atomisats constitués de
polysaccharides a été évalué par texturométrie. Sur ce critére, les
résultats ne se rejoignent pas. Alors que I'amidon modifié et la gomme
gellane présentent une mucoadhésion non significativement différente du
témoin négatif, des résultats encourageants ont été obtenus pour
I'alginate PG. Les photos prises apres test montrent ainsi une gélification
de la formule et laisse présager de bonnes propriétés mucoadhésives in

vivo.

Parmi les dérivés acryliques, le poly(méthyle acrylate-éthyle acrylate), le
carbomére (Carbopol® 980 NF) et le polycarbophil (Noveon® AA1) ont été
étudiés. Les trois polymeres ont répondu a la problématique de libération
prolongée. En effet, les solutions de polyméthacrylate a 10 %, de
carbomere et de polycarbophil ont permis de modifier la libération du PA
lors des essais de dissolution mis en place. Il est intéressant de constater
un comportement différent entre la solution a atomiser a 5 et a
10 % (m/v) de polyméthacrylate, bien que le ratio PA/polymeére soit le
méme et que dans les deux conditions, le PA soit amorphe. Dans le
premier cas, la cinétique de libération traduit un comportement pH-
dépendant mais non qualifiable de gastro-résistant, tandis que dans la
seconde situation, le profil est de type LP et ce, quelle que soit la
température T, employée (75°C ou 110°C). Deux observations peuvent
permettre d’expliquer cette différence. La solution de départ étant plus

diluée, les contacts entre les molécules de PA et de polymere sont plus
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limités et lors de I'atomisation les deux molécules peuvent se retrouver
non intimement liées. Le PA est alors moins retenu que pour les atomisats
a 10 % (m/v). Par ailleurs, I'aspect de la poudre peut aussi étre mis en
cause. Les poudres floconneuses obtenues avec les solutions concentrées
semblent avoir une moins bonne mouillabilité. En termes de
mucoadhésion, le comportement des formules a base de polyméthacrylate
varie a nouveau en fonction de la concentration de la solution atomisée.
Alors que l'atomisat réalisé a partir de la solution a 5 % (m/v) montre une
mucoadhésion supérieure a celle du témoin négatif, celle des deux autres
poudres reste inférieure au témoin. L’'hypothése d‘une mouillabilité
différente pourrait expliquer cette observation. L’étude de |la
mucoadhésion du PA atomisé seul et du polymere atomisé seul pourrait
étre pertinente en vue d’expliquer davantage ces constatations. En ce qui
concerne le carbomere, il a montré des propriétés mucoadhésives
intéressantes avec une aire sous la courbe plus importante que celle du
témoin négatif ou du blanc. Le polycarbophil ne sera en revanche pas

retenu selon ce critére.

La derniére catégorie de polymeére investiguée concerne les dérivés de
cellulose. Parmi eux, I'HPMC acétate succinate (Aqoat® AS-HF), deux
dérivés phtalate d’'HPMC (HP55® et 55S5®), I'HPC (Klucel® EXF) et I'HPMC
(Méthocel® K4M) ont été étudiés. Selon les essais de dissolution, I'HPMC
acétate succinate n’est pas parvenu a modifier la libération du PA comme
souhaité et suit une cinétique de libération de type libération immédiate.
En revanche, les dérivés phtalate ont conféré un comportement pH-
dépendant intéressant aux atomisats binaires. Selon la Pharmacopée
Européenne, une formule peut étre qualifiée de gastro-résistante lorsque
moins de 20 a 30 % de la dose de PA est libérée pendant 1 a 2 heures a
pH acide. Cette notion ne peut donc pas étre employée dans le cas
présent mais ce comportement pH-dépendant pourrait étre optimisé. Une
piste envisageable serait I'obtention d’'une forme cristalline du PA dans la

particule polymeére ou une augmentation de la proportion de polymére par
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rapport a la dose de PA. L'HPC et I'HPMC ont permis, quant a eux,
d’obtenir une cinétique de libération sur plus de 8 heures. Ils répondent
donc parfaitement au critére de libération prolongée voulu pour le projet.
Pour I'HPMC, une matrice gonflée et gélifiée a été retrouvée a la fin de
I'essai. Cette gélification est d’autant plus intéressante que la formation in
situ d’'un hydrogel a montré un grand intérét en matiere de mucoadhésion
(Peppas et Sahlin, 1996, Shalaby et al., 1992, Peppas et Kavimandan,
2006). Selon le critére de mucoadhésion, I'HPMC AS et I'HP55® ne seront
pas retenus. En revanche, les trois autres polymeres conferent aux
composites binaires correspondants  d’intéressantes propriétés

mucoadhésives.

L'interprétation des résultats obtenus par texturométrie s’‘est faite
conjointement avec les graphiques, les pics d’adhésion, les aires sous la
courbe et les observations visuelles. Cette compilation d’informations est
d’autant plus importante qu’elle peut permettre d’expliquer, par exemple,
pourquoi le stéarate de magnésium montre une mucoadhésion d’apres
I'aire sous la courbe, alors que la poudre est réputée hydrophobe et
qu’elle est essentiellement utilisée dans l'industrie pharmaceutique pour
ses propriétés lubrifiantes. En effet, lors de |'essai, |’échantillon de
stéarate de magnésium s’est colmaté sur la partie mobile et a été
recouvert de mucus. Le travail d’adhésion mesuré a donc été davantage
d( au mucus emporté qu’au stéarate de magnésium lui-méme. En ce qui
concerne les atomisats binaires, il en ressort deux polymeres faisant
l'unanimité : l'alginate PG et I'HPMC. Toutefois, il faut bien prendre en
compte qu’il s'agit d’'un test in vitro connaissant des limites. D'une part,
les conditions in vivo comme la température ou le flux des fluides
biologiques, ne sont pas mimées. D’autre part, les pieces biologiques
utilisées varient d’un individu a l'autre et d’une portion intestinale a
I'autre. Les résultats observés ne permettent donc qu’une premiere

estimation et ne se substituent en rien a une étude in vivo. Cependant, les
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différents criteres évalués lors du test ont plutot tendance a concorder et

a donner de bons résultats pour les mémes polymeres.

A l'issue de l'interprétation des résultats obtenus lors du criblage des
polymeéres, I'amidon modifié, la gomme gellane, et le polyméthacrylate
atomisé a partir d'une solution a 10 % (m/v) sont écartés pour leur
incompatibilité avec le procédé et des résultats peu satisfaisants en
termes de cinétique de libération et de mucoadhésion. L'HP55®, le
polycarbophil et 'HPMC AS ne sont pas retenus non plus compte tenu de
leur faible mucoadhésion lors du test in vitro. En revanche, le carbomeére,
I'HPC et I'HPMC ont montré des propriétés mucoadhésives intéressantes,
couplées a un comportement LP. Les deux derniers ayant une cinétique de
libération davantage ralentie que le premier, ils sont sélectionnés pour la
suite de ces travaux. Le polyméthacrylate atomisé a partir d’'une solution
a 5 % (m/v) a également retenu notre attention au vu de son
comportement pH-dépendant, lors des essais de dissolution, et de ses
propriétés mucoadhésives mises en évidence par texturométrie.
Cependant, ces résultats ne sont pas aussi intéressants que I'HP55S®. De
ce fait, le polyméthacrylate ne sera pas sélectionné pour |'optimisation de
la formule, contrairement au dérivé phtalate d'HPMC et a l'alginate PG,
suite aux résultats concluants de mucoadhésion. L’alginate étant de
nature polysaccharidique, il pourrait étre utilisé pour permettre la
libération du PA jusque dans le colon, grace a sa sensibilité a la

dégradation enzymatique (Shukla et Tiwari, 2012).

Les quatre polyméres sont donc associés dans quatre nouvelles formules,

donnant, en théorie les morphologies décrites dans le Tableau 13.
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Tableau 13 : Morphologies théoriquement attendues en fonctions des nouvelles associations
réalisées et de la buse utilisée

Particule avec Particule nue
couronne d’HP55S®
(buse ternaire) (buse binaire)
Coaur —
: ( )
HPC/alginate PG/PA \\__//.

Coaur
HPMC/alginate PG/PA @

Les mémes observations et analyses que pour le criblage des polymeres

sont réalisées sur ces nouvelles formules.

Lors du procédé d’atomisation des atomisats avec couronne d’HP55S®, les
débits ont d( étre diminués compte tenu d’une alimentation double en
solution : I'une pour la coque, l'autre pour le cceur. Observant un dépét
liguide s’accumulant sur les parois de la chambre de séchage, la
température Ti, a aussi été modifiée dans certains cas. Elle a pu étre
augmentée entre 10 et 20°C, afin d’accélérer I'évaporation des solvants et
résoudre ce probléeme. Le ratio PA/polymére conforme a la théorie (1:5
(PA/polymeére) pour les morphologies de type coeur-couronne et 1:4
(PA/polymeére) pour les formules nues) montre le bon déroulement du
procédé d’atomisation et laisse penser que les formules sont bien
compatibles avec la technique. Tout comme pour les atomisats binaires du
criblage de polymeres, et pour les mémes raisons, |'analyse par DRX n’a
pas montré de cristaux de PA dans les nouvelles formules. Les images
obtenues par MEB ont révélé des spheres pleines ou vides et une
distribution de taille polydisperse pour les deux atomisats d’HPC, nu ou
supposé recouvert d’HP55S®, et l'atomisat HPMC/alginate PG/PA. Une
morphologie un peu particuliecre a été observée pour |'atomisat

HPMC/alginate PG/PA-HP55S®. Des particules irréguliéres d’une vingtaine
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de micromeétres et renfermant d’autres particules d'un diameétre inférieur
ont été mises en évidence. S'agit-il d’'une coque d’HP55S® renfermant des
particules d'HPMC/alginate PG/PA comme souhaité ou bien les deux
solutions utilisées pour cette atomisation se sont-elles mélangées lors de
leur pulvérisation simultanées, créant ainsi des coques
d'HPMC/alginate PG/HP55S®/PA renfermant des particules de méme
composition ? Ceci est d’autant plus concevable que la cinétique de
libération pH-dépendante espérée avec la coque d'HP55S® n’a pas été
observée (Ce point est davantage discuté plus loin). Bien que les formules
semblent compatibles avec le procédé d’atomisation, une optimisation de
la technique devrait donc étre mise en oceuvre a l'aide d’un plan
d’expérience dont les parametres variants seraient la température
d’entrée dans la chambre de séchage (Ti,), le débit des deux pompes
d’alimentation, le débit d’air, la taille de la buse ou la concentration des
solutions, compte tenu de lincidence de ce dernier parametre sur la
qualité des atomisats de poly(méthyle acrylate-éthyle acrylate). En outre,
Iincorporation d’'un marqueur dans la coque et/ou dans le cceur pourrait
permettre de statuer sur le mélange éventuel des solutions en cours
d’atomisation. Un fluorophore pourrait étre utilisé en lieu et place du PA
afin d’identifier sa position et I'homogénéité de sa répartition au sein de la
particule, grace a une observation au microscope confocal. Il faut toutefois
noter que la nature et les affinités différentes de ces deux molécules
peuvent éventuellement intervenir et avoir des répercussions sur leur
emplacement dans I'atomisat ou, a plus grande échelle, sur les propriétés

fonctionnelles de la formule.

Concernant les propriétés fonctionnelles de ces nouveaux atomisats,
justement, les essais de dissolution ont montré des profils de libération
prolongée du PA sur 8 heures ou plus pour les formules nues a base d'HPC
ou d'HPMC ainsi que pour la formule complexe d’HPMC. La formule
complexe d'HPC ayant montré une cinétique de type libération immédiate,

son intérét dans le projet peut étre remis en question. Cependant, savoir
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expliquer la perte des propriéetés LP de I'HPC et I'absence de
comportement pH-dépendant attendu avec I'HP55S®, pourrait permettre
d’avancer dans la problématique. Est-ce la conséquence d'un mélange de
polymeéres en proportions relatives inadéquates ou d’une incompatibilité
de I'HPC et de I'alginate PG avec I'HP55S® ? Ce dernier s’est-il bien déposé
en surface de la particule ou s’est-il incorporé dans le coeur ? Par ailleurs,
les écart-types plus importants pour cette formule que pour les trois
autres, lors du changement de pH, traduisent un comportement plutot
hétérogene de l'atomisat HPC/alginate PG/PA. De maniere générale, le
comportement pH-dépendant souhaité pour les formules de type coeur-
couronne n’est pas observé. En outre, les profils de libération du PA des
deux formules d'HPMC se superposent. Comment expliquer cette
similarité ? Le PA se trouverait-il en surface et sa libération immédiate
masquerait-elle la sensibilité de la particule aux fluctuations du pH ? Le
ratio choisi est-il insuffisant ou les parametres d’atomisation seraient-il
inappropriés ? Selon cet essai de dissolution, le seul point qui differe entre
la formule nue d’HPMC et son équivalent comportant de I'HP55S®, est
I'aspect de la matrice gélifiée récupérée au bout de 480 minutes. La
matrice semble faite d'un seul bloc pour la formule nue tandis qu’elle se
désagrége pour la seconde formule. La présence d’'HP55S® permettrait-
elle d’individualiser les microparticules ? Si cela se confirme, cette
caractéristique pourrait répondre de maniére pertinente a la
problématique initiale, un systéme divisé étant plus approprié pour
optimiser le contact en termes de surface. Pour répondre a toutes ces

questions, il serait donc nécessaire de poursuivre les investigations.

Selon l'essai par texturométrie, le pouvoir mucoadhésif est augmenté pour
les formules a base d’'HPMC, par rapport a I'atomisat binaire HPMC/PA.
Toutefois, il est surprenant d’observer une similarité du comportement des
deux formules, malgré la présence d’HP55S® dans l'une. Le polymére
serait-il en quantité trop faible pour influencer la mucoadhésion de

I'atomisat ? En ce qui concerne les formules a base d’'HPC, les conclusions
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sont tout autres. Pourquoi l'association HPC/alginate PG diminue-t-elle le
pouvoir mucoadhésif au lieu de le potentialiser ? S’agit-il, la aussi, d’'une
incompatibilité des polymeres entre eux ? D’aprés ce critere mucoadhésif,
I'HPC perd donc de son intérét et I'HPMC confirme sa pertinence dans
I’étude. Cependant, il serait pertinent de poursuivre |'étude des formules
d’'HPC afin de comprendre ce qui a pu engendrer la dégradation des

propriétés de certains atomisats.

Une autre technique in vitro a été tentée pour évaluer la mucoadhésion
des nouvelles formules. Il s’agit de la technique du sac retourné, mise au
point en 1999 par I'équipe de Santos (Santos et al., 1999). L'essai n'a pas
été concluant, dans les conditions expérimentales utilisées. En effet, la
mouillabilité limitée de la poudre dans la solution de Krebs-Ringer a
restreint le contact des formules avec la muqueuse intestinale, ne
permettant pas une mesure pertinente de l'interaction entre la formulation
et le support biologique. La solution Krebs-Ringer a été sélectionnée dans
I'essai pour sa capacité a conserver la viabilité des cellules de I"échantillon
d'intestin. Une nouvelle tentative pourrait étre mise en ceuvre avec un
milieu assurant le méme role pour le tissu mais offrant aux atomisats une
meilleure mouillabilité (milieux biorelevants : SGF, FeSSIF, FaSSIF). In
vivo, les sels biliaires entre autres, pourraient améliorer la mouillabilité de

la poudre et permettre une meilleure interaction avec la muqueuse.

Les composants intervenant dans la fabrication des microparticules
peuvent aussi étre discutés. Pour des raisons de solubilité, certaines
solutions a atomiser ont en effet été réalisées dans des solvants
organiques. D’aprés la directive européenne Q3C, issue de |'International
Conference of Harmonization, le DCM et le méthanol appartiennent a la
classe 2 et I’éthanol a la classe 3. Les solvants de la classe 2 montrent
une certaine toxicité et leur présence dans la formulation finale devra étre
limitée (Exposition Journaliere Admissible, ou Permitted Daily Exposure,
en anglais) a 0,1 mg par jour. La classe 3 regroupe les solvants

organiques les moins toxiques et présentant peu de risque pour la santé
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du patient. Une dose maximale de 50 mg par jour est acceptable (ICH,
2011 ; Snodin et McCrossen, 2012). La quantification des traces
résiduelles de solvant organique est donc un élément pertinent dans
I’étude menée. L'eau résiduelle dans le composite peut aussi impacter
I’évaluation des qualités de |'atomisat, a commencer par le rendement.
L'analyse thermogravimétrique réalisée sur les quatre formules optimisées
révele en effet la présence de solvant, organique ou aqueux, qui peut aller
de 4,5 a 8,6 % de la masse totale. Cette technique, en revanche, ne
permet pas d’identifier les solvants en question ni de préciser leur
proportion exacte, les uns par rapport aux autres. Il serait par conséquent
intéressant d’étudier les traces résiduelles de solvants par RMN liquide,
une technique qui pourrait fournir ces données manquantes.
Malheureusement, faute de temps, ceci n‘a pas pu étre réalisé. Enfin, I'un
des composants de la formule est un dérivé phtalate. Or, la communauté
scientifique a constaté un lien entre la baisse de la fertilité via une toxicité
testiculaire et les phtalates, durant la derniere moitié du vingtieme siecle
(Latini et al., 2006). Leur toxicité aiglie est jugée faible (LD50 comprise
entre 1 et 30 g/kg de masse corporelle ou plus). Cependant, a court et
long terme, des effets indésirables et dose-dépendants ont été observés
au niveau du foie, des reins et, pour certains composés, au niveau de la
thyroide. Ils restent tous non mutagenes et non génotoxiques mais
nécessitent une surveillance. Si le composant est amené a faire partie de
la formulation, il faudra donc quantifier la proportion de phtalate libre
présente dans I'HP55S® d’abord, puis dans I'atomisat, et la relativiser par
rapport a la dose efficace en PA afin de déterminer la dose journaliere

d’exposition pour le patient.

Une seule formule ressort donc de la seconde partie de I'étude, portant
sur l'association de deux ou trois polyméres dans une méme particule. Il
s'agit du composite HPMC/alginate PG/PA-HP55S®, pour lequel une
morphologie particuliere des particules, une cinétique de libération du PA

prolongée et un caractere mucoadhésif supérieur a celui mesuré pour
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I'association binaire HPMC/PA ont pu étre observés. Ceci pourrait étre la
conséquence d’'une synergie des polymeres, améliorant les propriétés des
I'atomisats binaires. Cependant, de nombreux points concernant des
anomalies observées ou |'optimisation du procédé, entre autres, restent a
éclaircir. Ces travaux offrent donc une multitude de possibilités

d’investigation a poursuivre...
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Cibler la libération d’un PA au niveau de l'intestin, sans promotion de
I'absorption est une stratégie envisagée par les scientifiques pour des
pathologies locales de lintestin, telles que le cancer colorectal, les
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ou les colites recto-
hémorragique, entre autres. Les Laboratoires SERVIER se sont intéressés
a cette technologie au travers d’une étude menée sur six mois. L’objectif
visé a été la mise au point d'une formule pharmaceutique capable de
cibler l'intestin et de permettre d’établir et de maintenir une concentration
locale efficace en PA tout en préservant le pool sanguin. Des équipes
scientifiques confrontées a une problématique similaire ont travaillé sur
des systemes mucoadhésifs et/ou a libération prolongée utilisant des
formulations a base de polymeres (Milojevic et al., 1996, Dodou et al.,
2005, McConnell et al., 2008, Shukla et Tiwari, 2012). Les polymeres, qui
ont été retenus pour cette étude, ont montré dans la littérature, I'une ou
I'autre ou les deux caractéristiques. Il s’agit de I'amidon modifié (Amylo®
N-460), de I'HPMC AS (Aqoat® AS-HF), d’un carbomére (Carbopol® 980
NF), d’un polyméthacrylate (Eudragit® L100-55), de deux dérivés phtalate
d’HPMC (HP55® et HP555®), de la gomme gellane (Kelcogel®), de
I'alginate PG (Kelcoloid®), de I'HPC (Klucel® EXF), de I'HPMC (Méthocel®
K4M) et du polycarbophil (Noveon® AA1). Selon la littérature encore, une
formule dispersée et capable de se convertir in situ en hydrogel pourrait
permettre d'optimiser le contact, en termes de temps et de surface, avec
la muqueuse. C’est donc cette stratégie qui a été choisie et 13 composites
binaires PA/polymere ont été obtenus par atomisation. A l'issue de la
caractérisation de ces atomisats, quatre polymeres ont été retenus :
I'HPC, I'HPMC, l'alginate PG et I'HP55S®. IIs se sont en effet illustrés en
termes de modulation de la libération du PA et/ou de mucoadhésion, lors
du criblage des polymeéres. Dans une seconde partie de I'étude, ces quatre
polyméres ont été associés. L'alginate PG a été mélangé a I’'HPC ou I'HPMC
en vue de décupler le pouvoir mucoadhésif de ces polymeres, eux-mémes
sélectionnés pour controler la libération du PA. Des mélanges
d’'HPC/alginate PG/PA et d'HPMC/alginate PG/PA (8:4:3) ont ainsi été
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atomisées seuls ou avec une solution d'HP55S®. Cette derniére est
supposée recouvrir les particules et leur conférer un comportement pH-
dépendant et mucoadhésif. La particule aurait alors la capacité de résister
au pH acide de l'estomac, d’adhérer aux muqueuses intestinales et de
libérer progressivement le PA tout le long de lintestin. Les particules
ternaires nues ont été préparées avec une buse binaire et exhibent un
ratio PA/polymeére final (1:4). Les particules ternaires supposées de type
coeur-couronne ont été préparées avec une buse ternaire et montrent un
ratio PA/polymeére final (1:5). La caractérisation de ces quatre nouvelles
formules a permis de mettre en évidence I'une d’elle. L'atomisat
d’HPMC/alginate PG/PA-HP55S® a en effet montré une cinétique de
libération ralentie et un pouvoir mucoadhésif amélioré par rapport au
composé binaire d'HPMC/PA. De plus, les particules observées au MEB ont
montré une morphologie un peu particuliere. Il pourrait s’agir d’une
association de type cceur-couronne comme souhaité. De plus ample
informations, notamment sur la composition des différentes parties de la
particule, seraient cependant nécessaires pour statuer de maniéere plus

tranchée sur cette particularité.

Ces six mois d’étude ont donc permis d’identifier une formule qui pourrait
répondre a la problématique de départ. Il reste toutefois quelques points a
éclaircir et des parameétres a optimiser. Une analyse par RMN liquide,
I'observation de |'atomisat par microscopie confocale en présence d’un
fluorophore ou I'application d’un plan d’optimisation du procédé devront
étre, entre autres, les prochains axes d’étude a mener. Une fois ceci
réalisé, la poudre devra étre qualifiée selon ses propriétés primaires
(solubilité, teneur en eau, hygroscopie, masse volumique vraie),
secondaires (distribution granulométrique, surface spécifique, porosité
intra- et interparticulaire, masse volumique apparente) et fonctionnelles
(aptitude a l’écoulement, a la densification, a I'acquisition de cohésion,
comprimabilité, lyodisponibilité et biodisponibilité) (Wehrlé¢, 2007).

Comme la revue bibliographique a pu le montrer, la porosité et la
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mouillabilité de la poudre ont un impact significatif sur le pouvoir
mucoadhésif de la formule. Ce seront donc deux autres parametres
auxquels il faudra s’intéresser. La nature de la molécule active influencant
significativement le comportement de la formulation, il faudra sélectionner
un candidat compatible avec la formule, ayant I'activité pharmacologique
souhaitée, une solubilité et une absorption limitées Iui permettant de
pénétrer plus ou moins dans les cellules d’intérét, sans atteindre le pool
sanguin. Le systéme devrait alors étre en mesure de vectoriser un PA, de
controler et de prolonger sa libération tout le long de lintestin. La
formulation ainsi congue répondrait alors parfaitement a la problématique

de départ.
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