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L’optimisation de la formulation galénique et de la distribution des médicaments améliore
I’efficacité thérapeutique du médicament, réduit les effets secondaires indésirables, les
intolérances et apporte davantage de confort et de sécurité au patient. Actuellement, beaucoup
de molécules issues de la recherche pharmaceutique ne sont pas développées en raison de leur
trop faible efficacité, notamment de par leur faible solubilit¢ dans les liquides biologiques
(sérum, sang, liquide céphalo-rachidien, ...), et a cause de leur inactivation/modification par
le métabolisme ou ’acidité gastrique par exemple. Plusieurs solutions d’innovations s’offrent
alors aux laboratoires de recherche : certains préférent se consacrer a la mise en place d’une
formulation galénique nouvelle d’un principe actif (PA) déja existant afin de lui apporter tout
I’environnement nécessaire pour une meilleure efficacité une fois administré dans
I’organisme ; d’autres misent sur le controle des propriétés de la substance produite, telles que
la stabilité, le polymorphisme, la solubilité ou la biodisponibilité, essentielles a I’efficacité du
médicament. Les groupes de recherche tiennent compte aussi de I’invasivité d’un traitement et
n’hésitent pas a tourner leurs études vers la mise en place de solutions thérapeutiques moins
invasives et contraignantes que la voie injectable. Une des solutions est de substituer la voie
injectable par les voies orale et pulmonaire qui favorisent I’observance du patient, en tenant
toutefois compte du fait de dégradations probables du PA par I’organisme quand administrée

par voie orale.

Ce n’est pas le seul challenge auquel est confrontée 1’industrie pharmaceutique en ce début de
21°™ siécle. En effet, en plus du besoin continu d’inventer de nouveaux médicaments et
d’améliorer leur efficacité contre de nombreuses pathologies, il est indispensable de protéger
I’environnement en favorisant 1’utilisation de procédés propres et respectueux de
I’environnement ainsi qu’en réduisant 1’utilisation de solvants potentiellement dangereux et
polluants. Enfin, les normes de plus en plus strictes en matiere de résidus de solvants autorisés
dans les médicaments et le colit croissant associ¢ au recyclage des solvants organiques ont
poussé la recherche pharmaceutique a développer des procédés alternatifs utilisant les fluides
supercritiques (FSC) dans toutes les applications recourant aux solvants traditionnels. Les
premieres applications des FSC dans le domaine pharmaceutique concernaient donc tout
naturellement le remplacement des solvants organiques dans les procédés courants mais
d’autres applications ont vu le jour depuis une vingtaine d’années. Le traitement du solide
divisé est a la fois le plus récent et le plus prometteur des champs d’investigation consacrés
aux milieux supercritiques (SC). Aujourd’hui, les méthodes en FSC en pharmacie visent

principalement le domaine de la galénique et permettent le contrdle de la biodisponibilité, de
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la morphologie et de la forme polymorphique de molécules actives. De fagcon synthétique, ces
techniques reprennent pour partie des méthodes classiquement pratiquées par les chimistes en
substituant les FSC aux solvants liquides traditionnels. Ainsi, les méthodes conventionnelles
de formulation ont été adaptées et optimisées afin d’aboutir a un concept innovant mettant en
ceuvre des procédés propres et économiques utilisant peu ou pas de produits toxiques (1), dans
un contexte de développement durable. Les procédés mettant en ceuvre un milieu FSC
répondent a ces attentes et permettent d’améliorer la qualité des produits voire d’en élaborer

de nouveaux, ceci tout en respectant I’environnement.

Les deux fluides les plus utilisés en conditions SC sont des produits trés abondants
naturellement, disponibles a bas prix et a haute pureté, non toxiques, non inflammables et ne
présentant aucun danger pour 1’environnement : le dioxyde de carbone (CO5) et I’eau. Le CO,
est le plus utilisé, avec historiquement le remplacement des solvants organiques dans les
procédés d’extraction en pharmacie. Il est aujourd’hui trés largement disponible a haute
pureté car produit de facon inévitable dans de nombreuses installations pétrochimiques a des
quantités bien au-dela de ses utilisations présentes; sa mise en ceuvre comme FSC ne
contribue donc pas a I’augmentation des rejets de gaz a effet de serre, mais au contraire, il

permet d’éviter le rejet de composés organiques volatils (COV).

Nous allons voir comment 1’utilisation du CO, SC permet d’améliorer la qualité des produits
qui ne risquent pas d’étre contaminés par des résidus de solvant potentiellement toxiques,
d’améliorer ’efficacité des formulations réalisées et de réduire les émissions de COV a
I’atmosphere et des rejets dans les eaux de surface. Nous n’évoquerons dans cette thése que
les méthodes utilisant le CO, SC, puisque c’est lui qui intervient dans la plupart des procédés
en FSC utilisés dans la formulation des médicaments. Les applications des FSC en pharmacie
¢tant multiples (chromatographie, synthese organique, ...), nous avons choisi de concentrer ce
travail de theése sur la formulation galénique par le CO, SC, et plus précisément sur les

techniques mises en ceuvre pour améliorer I’efficacité du médicament.

Dans une premicre partie, nous définirons les FSC et décrirons de maniere précise le CO, SC,
I’intérét de la formulation d’un médicament quant au contréle de sa biodisponibilité et de son
devenir dans I’organisme, et les formes galéniques associées mises en ceuvre. Dans une
deuxiéme partie, nous décrirons les techniques conventionnelles de formulation des

médicaments en vue d’améliorer I’efficacité d’un traitement, ainsi que les procédés innovants
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assistés par le CO, SC. La troisiéme partie est un état des lieux de la science pharmaceutique
en matiére de formulation en milieu SC. Une dernicre partie enfin permet de comprendre les
limites de ces procédés et les raisons pour lesquelles ceux-ci ont encore du mal a se

développer a 1’échelle industrielle.
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1. LES FLUIDES SUPERCRITIQUES

1.1. Introduction

Le domaine SC et le fluide dans ces conditions de température et
de pression sont caractérisés pour la premicre fois en 1822, suite
aux travaux menés par le physicien Cagniard de La Tour (Figure
1). Ce dernier observe que, dans un espace clos, la séparation entre
les phases liquide et gazeuse disparait au-dela d’une certaine
température et d’une certaine pression. Il définit alors le point
critique, qui marque 1’apparition d’un état intermédiaire entre le

liquide et le gaz, appelé alors « état supercritique ». Cette notion A

Figure 1 : Cagniard de la Tour

sera ensuite discutée, puisqu’il ne s’agit pas d’un état de la matiere

comme peuvent 1’étre le solide, le liquide ou le gaz. Il s’agit cependant d’une expression
couramment utilisée dans le jargon scientifique ; nous essaierons de 1’utiliser avec parcimonie
et nous la mettrons entre guillemets lorsque nous souhaiterons évoquer ce fluide dans ces
hautes pressions et températures. A noter que contrairement aux autres transitions de phases
(liquide-gaz, liquide-solide ou solide-gaz), le passage dans le domaine SC ne s’accompagne

pas d’une discontinuité des propriétés physico-chimiques du fluide (2).

1.2. Description de la zone supercritique

Pour tout composé pur, il existe trois états thermodynamiques : état solide, état liquide et état
gazeux. Les changements d’états sont progressifs et localisés et fonction de la pression et de
la température. Comme le montre le diagramme de phase (Figure 2), tout corps pur posséde
des courbes d’équilibre qui décrivent ces changements d’état. Le point triple correspond a un
couple de température et de pression donné (Ty, ; Py,) pour un corps pur, et c’est dans ces

conditions uniques que les trois états (liquide, solide et gaz) coexistent.

Pour ce méme corps pur, il existe un couple de température et de pression (T, ; P.) ou la phase
liquide et gazeuse ont la méme densité, définissant ainsi un point particulier du diagramme,
appelé le point critique. Au-dela de ce point, se situe le domaine SC de ce composé, ou seule
une phase existe. Il n’existe pas de changement d’état entre les phases gazeuse ou liquide et

SC; la transition se fait de maniére continue et homogene (une phase n’apparait pas
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localement dans une autre donc sans apparition de surface et donc de tension de surface), c’est

pourquoi ces transitions sont matérialisées en pointillés dans le diagramme de phase.

C .
ke :
A ]
o : FLUIDE
9 ' SUPERCRITIQUE
Pression Pc R
critique : -
SOLIDE LIQUIDE Point Critique
Pression GAZ
triple Ptp
Point Triple
Ttp Te
- ' - >
Temperature Température Température
triple critique

Figure 2 : Diagramme de phase d’un composé pur (3)

1.3. Propriétés du FSC

Dans les conditions SC, le fluide a des propriétés intermédiaires a celles d’un gaz et d’un
liquide (Tableau 1). Les FSC possedent une viscosité et une diffusivité proches des gaz, mais
leur masse volumique les rapproche du liquide. Cette masse volumique é€levée confére aux
FSC la propriété d’étre de bons solvants. Leur viscosité dynamique, proche de celle des
gaz, favorise les transferts de matiere. De plus, grace a leur diffusivité plus élevée que celle
des liquides ainsi que grace a l’absence de tension de surface, ils ont une meilleure

pénétration dans les milieux poreux.

Les FSC offrent la particularit¢ d’avoir des propriétés ajustables non seulement par la
température, mais aussi par la pression; ceci leur a valu d’étre qualifiés de solvants a
« géométrie variable ». A température constante, une augmentation de la pression entraine une
augmentation de la masse volumique et donc une augmentation de leur pouvoir solvant.

L’influence de la température sur la solubilit¢ du FSC est plus complexe que celle de la
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pression. Aux pressions ¢€levées, quand le fluide est relativement incompressible, la solubilité

augmente avec la température suivant ainsi I’augmentation de la tension de vapeur du soluté.

Par contre, a des pressions intermédiaires proches de la P, le fluide est hautement

compressible et une faible augmentation de la température provoque une forte diminution de

la masse volumique et donc une diminution de la solubilit¢ du composé. Il peut étre ainsi

utilis¢é comme solvant a un moment donné et plus du tout a I’instant suivant, simplement en

diminuant sa pression par exemple : I’étape de séparation solvant/produit est réduite a une

détente, ce qui évite des purifications par distillations, extractions liquide-liquide ou autre

procédé.

Masse volumique Viscosité Diffusivité
p (kg.m™) u (Pa.s) D (m2s™)
Gaz 5 5 5 5
0,1 <p<2 107 <p<3.100 1.10° <D <4.10°
(20°C, 1 bar)
Fluide supercritique
T.; P, 200 < p <500 10°<p<3.10°  1.10°<D<10.10®
T, ; 4P, 400 < p <900 3.10°<pn<9.107 2.10°%
Liquide . 3 0 0
600 < p <1600 210" <p<3.100  2.10°<D<2.10
20°C; 1 bar

Tableau 1 : Comparaison des propriétés d'un gaz, d'un fluide supercritique et d'un liquide (ordres de grandeur) (4)

En résumé, le FSC possede plusieurs avantages par rapport au liquide et est intéressant pour :

son grand coefficient de diffusion et son absence de tension de surface,

son faible coefficient de viscosité,

sa bonne capacité volumique,

sa bonne vitesse de dissolution,

sa solubilité, variable en modifiant la température ou la pression, ce qui facilite la
récupération de la substance dissoute,

ses propriétés physiques adaptables par « simple » changement de pression et/ou de

température.
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1.4. Cas particulier du CO, SC

Le CO; est utilis¢ couramment pour plusieurs raisons :

e il est facile a manipuler dans ses conditions critiques puisque la T, et la P, sont
relativement basses : P, = 73,8 bar et T, = 31,1°C (Figure 3), non inflammable,
inodore, le plus souvent chimiquement inerte, non polluant et non toxique,

e il est peu colteux (peu cher a la fabrication et sans colt d’élimination
comparativement aux solvants organiques),

e il est disponible a une grande pureté,

e il solubilise un grand nombre de solutés dans le domaine SC, la précipitation de ce
soluté se fait ensuite par détente (retour du CO, a I’état gazeux) d’ou 1’absence de
solvant résiduel a la fin du traitement et la récupération facile du CO,,

e il présente un grand pouvoir de diffusion ainsi qu’une densité proche du liquide dans

le domaine SC.

~ 20
0
(a
€ |
s 15
@ | Super
0 | critique
* 10 i
Solid Liquid
olide | iquide /Point
5 // critique —|
Point | / Gaz
> triple 44—
|
- 100 | - 60 - 20 20 60
- 80 - 40 0 40 80
Tempeérature (°C)

Point triple : Point critique :

T =-56,57 °C ¥=31.06°C

p =0,518 MPa p = 7,38 MPa

Figure 3 : Diagramme de phase du CO; (5)

Dans le cas ou on souhaite solubiliser un composé polaire dans le CO, SC apolaire, on peut
ajouter un cosolvant polaire (ex : éthanol) afin de modifier le pouvoir solvant de la phase SC

et ainsi de rendre la solubilisation possible.
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2. I’INTERET DE LA FORMULATION GALENIQUE DANS LE
CONTROLE DE LA PHARMACOCINETIQUE ET DE LA
PHARMACODYNAMIE

2.1. Introduction

La prise du médicament et le respect des posologies par le patient peuvent dépendre de
nombreux facteurs : durée du traitement, heure des prises médicamenteuses, nombre de prises
quotidiennes, confort d’utilisation, effets indésirables associés, ... La principale priorité de la
Recherche et Développement (R&D) en galénique concerne I'amélioration de la solubilité ou
de la vitesse de dissolution des PA dans les milieux aqueux, et, au final, celle de 1'observance
du patient durant la totalit¢ de son traitement par diminution du nombre de prises et/ou des
effets indésirables. Pour ce faire, deux axes de recherche s'offrent au formulateur : soit une
action sur le PA lui-méme, soit une action sur sa mise en forme par une élaboration de
systémes thérapeutiques sophistiqués autorisant au PA incorporé une efficacité thérapeutique
ciblée, programmeée, voire optimisée. L’augmentation de I’efficacité d’un médicament se fait
donc par plusieurs voies : d’une part, le ciblage thérapeutique permet de personnaliser le
traitement et, in fine, d’augmenter la biodisponibilité du PA et d’autre part, la modification du
PA lui-méme a pour but d’optimiser sa vitesse de dissolution, sa solubilité¢ ainsi que sa

permeéation a travers les membranes biologiques.

Pour comprendre comment de nouveaux concepts de formulation peuvent étre imaginés, nous
commencerons par décrire brievement les étapes d’assimilation et d’action du médicament par
et sur I’organisme pour ensuite décrire les systemes qui permettent d’améliorer 1’action d’une
substance active pour une pathologie donnée. Nous ne décrirons que les phases
biopharmaceutique et pharmacocinétique puisque c’est sur celles-ci que la formulation du
médicament aura un impact direct. La Figure 4 présente le devenir du médicament dans
I’organisme, de son ingestion et donc de sa présence sur le site d’absorption (phase
biopharmaceutique) a sa réponse pharmacologique (phase pharmacodynamique) en passant
par la phase pharmacocinétique, c’est-a-dire a son passage dans la circulation sanguine et sa

distribution dans les tissus.
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|
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Figure 4 : Le devenir du médicament dans 'organisme, de l'ingestion a la réponse pharmacologique et principales pistes d’amélioration de

I’effet d’un PA (inspiré de (6))

Parmi plusieurs solutions d’amélioration de I’effet d’un médicament (Figure 4), trois buts
principaux guident la recherche de nouveaux procédés de formation de particules. Une
premiere voie d’amélioration de ’effet d’un médicament est la recherche de formulations
dont I’administration est la moins invasive qu’il soit (voie orale, voie pulmonaire, voie
nasale), de fagcon a rendre le traitement plus confortable d’utilisation pour le patient et ainsi
améliorer son observance. On peut chercher aussi a favoriser la sélection d’un site
d’absorption d’un médicament. De plus, pour atteindre leur cible et étre efficaces, ces
molécules doivent passer du tractus gastro-intestinal au flux sanguin pour ensuite étre
transportées sous forme dissoute par le plasma sanguin jusqu’a I’organe cible. Une deuxieme
voie d’amélioration est donc d’augmenter la biodisponibilit¢ d’un PA en le rendant plus
soluble dans I’eau (la plupart des molécules actives issues de la recherche étant insolubles
dans les milieux aqueux), en augmentant sa vitesse de dissolution ou en le rendant plus
perméable aux membranes biologiques. En effet, si la biodisponibilit¢ du PA est trop faible,

une dose plus importante devra étre employée, avec tous les risques que cela comporte.
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Compte tenu de la variabilité biologique intrinséque a toute espece vivante, il est essentiel que
la dose active soit la plus faible possible afin de réduire au minimum la dose a administrer et
de prévenir ainsi tout accident chez les patients les plus réceptifs. Enfin, une troisi¢éme voie est
de chercher a controler dans le temps la libération de la molécule active. En effet, lorsqu’un
médicament a demi-vie courte est administré, un pic d’activité apparait des les premicres
heures, alors qu’il peut étre souhaitable d’étaler I’effet thérapeutique sur plusieurs jours ou
davantage. Les systemes d’encapsulation a libération contrélée (prolongée, retardée, ...)
trouvent ici ’une de leurs principales applications. Diverses formulations, comme les
complexes d’inclusions, les nano- ou microcapsules ou les liposomes satisfont actuellement

les objectifs précédents (7).

2.2. Le controle de la biodisponibilité et de la libération du PA
2.2.1. Définition de la biodisponibilité(8)

Selon I’European Medicines Evaluation Agency (EMEA), la biodisponibilité se définit
comme ¢€tant la vitesse et 1’étendue avec lesquelles la substance active ou sa fraction active est
absorbée a partir de sa formulation pharmaceutique et devient disponible au site d’action (8).
Etant donné que le site d’action n’est généralement pas identifié, la biodisponibilité est
redéfinie comme étant la vitesse et 1’étendue avec lesquelles la substance ou sa fraction active
gagne la circulation générale c'est-a-dire parvient jusqu’a la circulation artérielle (aorte). La
biodisponibilité est donc une propriét¢ du médicament qui rend compte a la fois du taux de

PA qui atteint la circulation générale et de la vitesse a laquelle il y parvient.
2.2.2. Probléme posé

Malgré une recherche abondante, bon nombre de nouvelles molécules se trouvent bloquées
dans leur développement en raison d’une trop faible biodisponibilité. Les causes sont
multiples : mauvaise solubilit¢ en raison du caractére hydrophobe des PA, vitesse de
dissolution faible, faible perméabilité, ... Par conséquent, il est essentiel, en R&D
pharmaceutique, de pouvoir évaluer toutes les possibilités d’amélioration de Ia

biodisponibilité et de développer des techniques de formulation appropriées.
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En résumé, on recherche des biodisponibilités élevées, proches de 100 % pour différentes
raisons :
e pour avoir une meilleure sélectivité des effets du médicament et par conséquent ne pas
—gaspiller” de la substance active,
e pour ne pas avoir a augmenter inutilement les doses et exposer correctement les sujets
ayant les biodisponibilités les plus faibles,
e pour ne pas offrir des opportunités d’interactions conduisant a des effets secondaires par
des augmentations inattendues de la biodisponibilité,
e pour avoir des expositions systémiques reproductibles entre les sujets: plus la

biodisponibilité est faible, plus la variabilité inter-sujet est importante.

2.2.3. La phase biopharmaceutique

Cette phase est la premicre a avoir lieu une fois le médicament administré. Elle consiste a
mettre a disposition le(s) PA dans l'organisme et conditionne donc la quantité de médicament
pénétrant dans le milieu intérieur. Pour une formulation destinée a la voie orale, elle se
compose de deux phases successives : la libération et la dissolution. Dans le cas d’une
administration par voie injectable, les étapes de libération et de dissolution sont inexistantes

puisque le PA est directement en solution dans la forme galénique.

2.2.3.1.  Laphase de libération

Le PA est mis a disposition dans I’organisme de manicre différente selon le type de
formulation : pour un comprimé, elle se fait la plupart du temps par désintégration de la forme
solide, puis par la désagrégation en particules de petite taille, ce qui facilite I’étape de
dissolution qui suit. Dans le cas d’une gélule, la libération se résume a 1’ouverture de la
gélule. Enfin, dans le cas d’une suspension ou solution, cette étape n’existe pas puisque le PA
est directement a disposition de I’organisme. Cette étape peut étre rapide dans le cas d’une
forme pharmaceutique a libération rapide et plus lente dans le cas d’une forme a libération

prolongée.

2.2.3.2.  Laphase de dissolution

Pour traverser les membranes biologiques ou pour étre absorbé, le PA doit étre dispersé a

I'état de molécules, en milieu aqueux, au niveau du site d'absorption. Lors de I'administration
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d'un comprimé par exemple, la paroi digestive correspond au site d'absorption, et PA doit étre
solubilisé a l'intérieur du tube digestif pour étre absorbé. La vitesse de dissolution quant a elle

dépend des caractéristiques du PA lui-méme mais aussi de celles du site d’absorption.

2.2.4. Moyens d’amélioration de la biodisponibilit¢ d’un PA
2.2.4.1. Moyens d’amélioration de la phase de libération du PA

Seule la forme pharmaceutique (comprimé, gélule, solution/suspension injectable, ...) est la
source d’une plus ou moins longue étape de libération du PA et du profil de libération. Dans
le cas d’une forme orale, 1’organisme a besoin de désintégrer puis de désagréger le
médicament ; I’assimilation du médicament sera donc plus longue que si ces étapes sont
inexistantes. Ainsi, si on souhaite avoir une action rapide du médicament, il faut que le PA
soit le plus rapidement possible a disposition dans 1’organisme, et donc que 1’étape de
libération soit la plus courte possible. Ainsi, un comprimé est libéré plus tardivement qu’une
solution injectable, pour un méme PA et une méme dose administrée. Une forme
pharmaceutique a libération modifiée est une préparation dont la vitesse de libération de PA
est différente (plus lente, plus rapide, différée, ...) de celle d’une forme pharmaceutique a
libération conventionnelle destinée a la méme voie. On entend par libération conventionnelle

une libération dont la vitesse correspond aux normes théoriques de la forme.

2.2.4.1.1. La libération immédiate

Des formes a libération immédiate doivent étre capables de libérer le ou les PA dans le tractus
gastro-intestinal sans délai ni prolongation de sa dissolution ou de son absorption. En outre, il
est spécifié qu'une forme a libération immédiate doit pouvoir libérer au moins 85% (m/m) du

PA incorporé dans un délai d’une heure (9).

2.2.4.1.2. La libération accélérée

La vitesse de libération du PA est plus rapide. C’est le cas des comprimés effervescents, des
comprimés solubles ou dispersibles, et des comprimés orodispersibles (Lyocs ®). La phase de
libération du PA est plus rapide puisque le comprimé est désintégré dans un fluide (eau,

salive, ...) préalablement a son ingestion.
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2.2.4.1.3. La libération différée, retardée

La libération du PA dans I’organisme est retardée grace a un mode de fabrication appropriée,
dans le but de libérer le PA a un niveau déterminé de 1’organisme ou d’éviter une interaction
PA/voie d’administration. Ce sont des formes gastrorésistantes destinées a résister au suc
gastrique et a libérer le(s) PA dans le suc intestinal. Par exemple, ce peuvent étre des
comprimés enrobés ou des capsules recouvertes d’un enrobage gastrorésistant. Cet enrobage

est alors prévu pour résister a 1’acidité gastrique mais pas a 1’acidité intestinale.

2.2.4.1.4. La libération ralentie (ou prolongée)

Certains PA subissent une dégradation plus ou moins importante dans 1I’estomac ou 1’intestin
sous I’action du pH environnant ou des enzymes. Dans la plupart des cas, ces dégradations
sont directement proportionnelles a la quantité de PA dissous dans le milieu. En ne libérant
que progressivement le PA tout au long de son parcours dans le tube digestif, les formes a
libération prolongée n’exposent qu’une faible partie du PA a une dégradation éventuelle.
Enfin, les traitements contre les cancers, la dépression, le SIDA, I’hypercholestérolémie,
I’hypertension artérielle, I’épilepsie, la douleur ou encore la schizophrénie sont des cibles de
choix pour les formes a libération controlée. Il s’agit de traitements souvent a vie et donc a
prises répétées. Pour assurer au maximum l’observance du patient dans le traitement de ces
pathologies lourdes, il est indispensable de minimiser le nombre de prises et de minimiser la
dose de PA, puisqu’il s’agit souvent de molécules ayant des effets secondaires notables et tres

indésirables.

Ces formulations consistent en une dose ¢levée de PA qui sera libérée de fagon graduelle,
soutenue et constante sur une longue période de temps. On peut ainsi s’assurer d’un niveau
thérapeutique sanguin stable durant une période prolongée, diminuant ainsi le nombre de
prises quotidiennes et favorisant 1’adhésion du patient au traitement. Par ailleurs, on réduit
aussi les effets indésirables en atténuant le pic sanguin comparativement a une méme dose qui
serait administrée sous une forme galénique non modifiée. Ainsi, par exemple, la nifédipine a
action prolongée (Adalate® XLMD, Nifédipine LP) permet d’éviter une hypotension subite et
une tachycardie réflexe a la suite de ’administration. On voit aussi une réduction de nausées

avec les formulations prolongées de théophylline (Xanthium® LP).
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On peut trouver différents systémes pour assurer la prolongation de 1’effet du PA dont :
e Systemes matriciels (Figure 5): il s’agit le plus
souvent de matériaux poreux insolubles dans
lesquels on disperse et emprisonne le PA. La
substance active diffuse graduellement au fur et a
mesure que l’eau du systeme gastro-intestinal

s’infiltre dans la matrice. Certaines matrices sont

aussi partiellement solubles. Dans ces cas, la Figure 5 : Schématisation d'un systéme
matriciel (en beige : PA ; en mauve : réseau
libération du produit est contrdlée par la vitesse matriciel)

d’érosion de la matrice.
e Pompes osmotiques : ce sont des petits réservoirs ou le PA est contenu dans un noyau

non digestible et recouvert d’'une membrane semi-perméable (perméable aux fluides

mais pas aux électrolytes). Le comprimé a une petite ouverture percée au laser. Le

mélange osmotique est une solution hautement 2

concentrée en ¢électrolytes, ce qui crée la

différence de pression osmotique entre le systeme

et le milieu extérieur. Dans le tractus gastro-

intestinal, 1’eau traverse la membrane par 4 3 4
osmose, disperse le médicament et I’expulse Figure 6 : Pompe osmotique sans membrane de séparation

- 1. Orifice ; 2. Membrane semi-perméable ; 3. Couche
par I’ouverture a un débit constant (10) renfermant le PA ; 4. Couche renfermant un

hydrocolloide contenant le mélange osmotique.

e Gélule contenant des microgranules. : beaucoup de produits
se retrouvent sous forme de capsules de gélatine dure qui
contiennent des microgranules, soit avec un enrobage

gastrorésistant, soit des enrobages de différentes épaisseurs,

donc avec des vitesses de dissolution différentes ou encore

Figure 7 : Gélule contenant des
un mélange de PA a libération immédiate et libération microgranules

prolongée.

2.2.4.1.5. La libération répétée ou fractionnée

Il peut s’agir d’un comprimé dont le noyau est recouvert d’un enrobage gastrorésistant et
d’une couche externe apportant une dose de PA immédiatement disponible, d’un comprimé
multicouche qui permet de séparer des PA incompatibles ou bien d’utiliser des vitesses de

dissolution différentes d’une couche a I’autre, utile en cas de dose d’attaque puis de dose de
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maintien. Enfin, il peut s’agir aussi d’une gélule contenant a la fois des granules enrobées et

nues, qui se désintégrent en fonction du pH.
2.24.2.  Moyens d’amélioration de la phase de dissolution du PA

La phase de dissolution implique de nombreux mécanismes, variés, d’ou la multitude de
facteurs sur lesquels il est possible d’intervenir pour favoriser ou non la dissolution du PA,

selon que I’on veuille accélérer, prolonger ou retarder 1’action du médicament.

Pour tout PA absorbable, la vitesse de sa dissolution est un facteur essentiel limitant son
absorption. L’équation de la vitesse de dissolution d’une substance dans un solvant est donnée
par Noyes et Whitney (11) :

dQ

— =K.S.(Cs —
o= K56 -0

dans laquelle :

d : : : )
d—? est la vitesse de dissolution (mol.s™),

K est une constante de vitesse de dissolution liée au PA (m.s™),
S est la surface de contact entre le PA et le solvant (m?),
Cs est la concentration du PA dans le solvant au temps t (ou solubilité) (mol.m™),

C est la concentration du PA dans le solvant au temps 1 (mol.m™).

Si on considere que la dissolution se fait par I’intermédiaire d’une couche de diffusion, on

utilise I’équation de Nernst et Bruner (12) :

dQ D.S.(C;—0)
da e
ou les parametres de I’équation sont les mémes que précédemment avec en plus :
D est le coefficient de diffusion des molécules de PA dans le solvant (fonction de la
température, de 1’agitation, ...) (m2s™),
e est I’épaisseur de la couche de diffusion formée par le solvant autour de la particule non

dissoute (m).
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2.2.4.2.1. L’épaisseur de solvant autour de la particule

Plus I’épaisseur de solvant autour de la particule est fine (i.e. plus ¢ est faible), plus la
dissolution est rapide (i.e. le rapport dQ/dt augmente), tant que la solution n’est pas saturée
(i.e. C#£Cy). La dissolution peut reprendre une fois qu’une fraction de produit dissous a quitté

la couche de diffusion vers le liquide environnant, qui ne doit donc lui-méme pas étre saturg.

2.2.4.2.2. La taille des particules

On remarque aussi I’importance de la surface spécifique des particules de PA en contact avec
le solvant : plus cette surface de contact avec le solvant est importante (i.e. plus S est grand),

plus la vitesse de dissolution est grande.

2.2.4.2.3. La concentration a saturation (ou solubilité) du PA

Depuis quelques années, la Food and Drug Administration (FDA) a mis en place un systéme
de classification des PA utilisés pour la voie orale, le Biopharmaceutics Classification System
(BCS) (13). Ce systeme permet de classer les PA selon leur capacité a étre dissous dans 1’eau
(solubilité aqueuse) et leur capacité a traverser les membranes biologiques (perméation).
Quatre classes majeures de molécules sont distinguées, numérotées de I a IV (Figure 8). Plus
la différence entre la concentration a saturation et celle du milieu environnant est importante
(Cs-C), plus la vitesse de dissolution est grande. Ainsi, si le PA est plus rapidement absorbé
dans les membranes biologiques qu’il n’est dissous, alors la différence de concentration sera

importante, et la vitesse de I’absorption sera limitée par la vitesse de dissolution du PA.

Kétoprofene Propranolol
Naproxene Vérapamil
Carbamazépine Meétoprolol

£ Furosémide Ranitidine

£ Hydrochlorothiazide Cimétidine
o

g 2 Aténolol
R

& o Vancomycine

Saoluhilité m

Figure 8 : Classification BCS(14)
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2.2.5. Résumé des solutions d’amélioration de la biodisponibilité

On comprend aisément, au vu du paragraphe précédent, que meilleure est la solubilité¢ du PA,
meilleure est la dissolution dans le fluide environnant. Il est possible de diminuer ou
d’augmenter la vitesse de dissolution du PA en modifiant sa solubilité. Pour ce faire, plusieurs

voies de travail sont envisageables (15).

La voie chimique permet d’envisager la formation de sels ou d’esters plus ou moins solubles.
Les substances ionisées sont plus solubles dans I’eau que celles non ionisées. La formation de
sels a partir d’un PA a donc pour but de transformer une substance peu ionisée et donc peu
hydrosoluble en un sel ionis¢ plus hydrosoluble. Ceci est mis en place dans le cas de la
pénicilline, I’aspirine, le paracétamol ou le tolbutamide, ou on cherche a augmenter la vitesse
de dissolution afin d’avoir un effet presque immédiat. La préparation d’esters en revanche

permet de retarder la dissolution du PA dans le but de retarder ou de prolonger 1’action.

La voie physique, quant a elle, permet d’envisager la modification de 1’état cristallin des PA
et la taille des cristaux. Les particules solides se présentent sous forme cristalline ou amorphe.
Il est souvent difficile d’identifier le systéme cristallin des poudres utilisées en pharmacie si
elles ont été pulvérisées finement. Il est donc important de connaitre la structure, cristalline ou
amorphe, des matiéres premicres utilisées car il existe des différences de propriétés physiques
notables entre ces deux types, qui pourront avoir des répercussions sur [’activité
pharmacologique aussi bien que sur la stabilit¢ chimique. Généralement, les structures
amorphes sont plus solubles que les structures cristallines : il faut davantage d’énergie pour
arracher une molécule au réseau organis¢ cristallin plutdt que pour I’arracher de 1’assemblage
inorganisé que constitue le réseau amorphe. Pour avoir une action prolongée, on recherchera
donc a obtenir un réseau cristallin. Par exemple, dans le cas de I’insuline, on utilise soit la
forme amorphe, soit la forme cristalline, de fagon a obtenir des formes galéniques a profils de
libération différents (immédiat ou retardé) (16). La cristallisation d’une molécule a effet
thérapeutique peut conduire a la formation d’une ou plusieurs variétés polymorphiques (17).
Les polymorphes sont des solides ayant méme composition chimique mais des structures
cristallines différentes. Ces polymorphes, plus ou moins stables, peuvent avoir des propriétés
trés différentes surtout en matiére de solubilité (1). La mise sur le marché de nouvelles
molécules thérapeutiques exige désormais que soit précisée dans le brevet la variété

polymorphique concernée. Le controle du polymorphe formé prend donc une importance
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particuliére. Pour le pharmacien, deux polymorphes sont deux substances différentes puisque
I’activité biologique de chacun d’entre eux est différente. Il est donc important pour lui de
pouvoir obtenir le polymorphe recherché de facon contrélée et reproductible. Enfin, la
réduction de la taille des cristaux permet d’envisager une vitesse de dissolution accrue,

comme expliqué précédemment (cf. 2.2.4).

2.3. Le controle du devenir du médicament dans 1’organisme

Une fois la phase biopharmaceutique effectuée, le médicament atteint la circulation sanguine
générale de facon a pouvoir atteindre sa cible (le site d’action et ses récepteurs auxquels il est
destiné) : c’est la phase pharmacocinétique. Nous décrirons brievement chaque étape de cette
phase puis nous nous concentrerons sur les étapes sur lesquelles la formulation du

médicament présente une importance.

2.3.1. Phase pharmacocinétique : le modele ADME
2.3.1.1.  Phase d’absorption (A) ou de résorption

Il s’agit de la pénétration du médicament dans la circulation sanguine a partir de son lieu
d’absorption, apres avoir traversé les membranes biologiques. Cette étape n’existe pas lorsque

le médicament est directement introduit dans la circulation sanguine par voie injectable.
2.3.1.2.  Phase de distribution (D)

Elle se situe juste apres 1’absorption, et c’est a ce moment que le médicament parvient dans le
plasma ou il se trouve sous deux formes :
e soit lié aux protéines plasmatiques (albumine, globuline): il agit alors comme une
réserve de PA mais n’est pas actif pharmacologiquement,

e soit libre et responsable de 1’activité pharmacologique.
Le médicament peut alors se distribuer a différents niveaux et avoir son activité thérapeutique.
2.3.1.3.  Laphase de métabolisme (M)

C’est pendant cette étape que les médicaments vont étre transformés. Ce métabolisme se

réalise surtout au niveau du foie mais aussi au niveau des poumons et des reins. Parfois, le
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médicament est administré sous forme de prodrogue : il s’agit d’une forme inactive du
médicament qui va s’activer lors du métabolisme. Le métabolisme peut aussi parfois conduire
a la formation de composés toxiques. A noter que cette étape peut étre induite ou au contraire
inhibée par la prise de substances, médicamenteuses, alimentaires, ou autres, dénommées
inducteurs ou inhibiteurs enzymatiques. Par exemple, un inducteur enzymatique stimule le
métabolisme hépatique donc un médicament normalement métabolisé par le foie sera moins
actif s’il est co-administré avec lui. L’effet inverse est attendu dans le cas d’un inhibiteur

enzymatique.

2.3.1.4.  Laphase d’¢élimination (E)

L’¢limination se fait la plupart du temps par les reins avec trois étapes :

e filtration glomérulaire : passage des substances du sang vers ’urine,
e résorption de substances de I’urine vers le sang,

e excrétion finale du plasma vers I’urine.

L’¢élimination de substances de haut poids moléculaire se fait par la voie biliaire. Enfin, la
voie pulmonaire permet d’éliminer dans I’air expiré des composés volatils tels que les
anesthésiques volatils, les essences ou 1’alcool. Enfin, il ne faut pas oublier certaines voies

d’élimination telles que le lait maternel, la salive, les larmes, la peau et les phaneres.

2.3.2. Moyens d’amélioration du devenir du médicament dans I’organisme

2.3.2.1.  Laphase d’absorption

De nombreux types de facteurs peuvent modifier la résorption: les facteurs
physiopathologiques (age, activité physique, grossesse, diarrhée ou constipation, maladies
chroniques, ...) et les facteurs exogenes (I’alimentation, les médicaments, ...). Nous ne
décrirons pas davantage ces facteurs puisqu’ils ne concernent pas la formulation du
médicament a proprement parler. La capacité d’absorption de 1’organisme est en effet

totalement indépendante de la formulation du médicament.
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2.3.2.2.  Laphase de distribution

Cette étape peut étre rapide et va dépendre :
e du débit sanguin (phase initiale),
e de la vitesse de diffusion a I’extérieur des capillaires vers les cellules du tissu ou de
I’organe,

e enfin, de I’affinité du PA pour le tissu.

C’est sur ce troisieme parametre, 1’affinité du PA pour le tissu, que nous allons consacrer une
partie de cette thése, celui-ci pouvant étre modulé par la formulation galénique du
médicament. En effet, il est possible de cibler un médicament vers le récepteur auquel il est
destiné, de maniére a ce que seul I’organe ou le tissu atteint soit traité, évitant ainsi des effets

secondaires sur d’autres cibles vers lesquelles le médicament se serait dirigé.

2.3.2.3. Laphase de métabolisme

Cette étape peut étre variable d’un individu a P’autre en fonction de 1’expression et de
I’activité catalytique de certains cytochromes dans le foie par exemple. De plus, il peut exister
des inductions enzymatiques ou des inhibitions enzymatiques, par la prise d’aliments ou de
médicaments en association. La formulation galénique du médicament n’intervient donc pas

sur cette phase, c’est pourquoi nous ne la décrirons pas davantage.

2.3.2.4.  Laphase d’élimination

Lors de I’excrétion urinaire, les médicaments présentant un coefficient de partage lipide/eau
¢levé sont réabsorbés, du moins en partie. Il peut exister aussi une variabilité entre les
individus puisque la fixation aux protéines plasmatiques ainsi que la filtration glomérulaire
sont différentes. La-encore, la forme galénique du médicament n’intervenant pas ou peu, nous

ne décrirons pas plus les phénoménes biologiques mis en jeu.
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3. RESUME DU CHAPITRE

Jusqu’au point critique (T, ; P.), il n’existe que trois états d’un corps pur : solide, liquide et

gaz. Au-dela de ce point critique, on se trouve dans la zone SC ou une seule phase existe. La

transition de 1’état gazeux ou liquide a la phase SC est progressive et continue, contrairement

aux transitions liquide-solide, liquide-gaz et solide-gaz. Le CO, SC est de loin le FSC le plus

utilisé car le plus avantageux :

ses parametres critiques sont facilement accessibles (Tc = 31,1°C, proche de la
température ambiante ; Pc = 73,8 bar),

sa faible viscosité, sa diffusivité élevée et son absence de tension de surface facilitent sa
pénétration dans les milieux poreux,

son pouvoir solvant est facilement modulable par la pression et la température,

la séparation entre le solvant et le produit est facilement réalisée par « simple » détente
d’ou une absence de solvant résiduel,

son faible colit, son absence de toxicité, son inertie chimique (sauf vis-a-vis des amines

aliphatiques avec lesquelles il donne des carbamates) et sa grande pureté.

En ayant connaissance de la mise a disposition du PA dans 1’organisme en fonction de sa

galénique (Tableau 2), il est possible d’améliorer I’effet d’un médicament en développant des

techniques de formulation appropriées.

Forme Phase biopharmaceutique Phase Phase
galénique pharmacocinétique pharmacodynamique
Per os Comprimé  Désintégration Désintégration Dissolution Absorption Adsorption Réponse
de la forme en particules
solide de petite taille
Gélule - Désintégration Dissolution Absorption Adsorption Réponse

en particules

de petite taille
Suspension - - Dissolution Absorption Adsorption Réponse
/solution
Injectable Solution - - - - Adsorption Réponse

Tableau 2 : Résumé du devenir du médicament dans l'organisme en fonction de sa forme galénique

L’accélération de la libération du PA ou ’augmentation de sa biodisponibilité sont obtenues

de plusieurs manicres. La premiere voie consiste a diminuer la taille des particules, donc a
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microniser le solide pour augmenter sa surface spécifique et par conséquent sa vitesse de
dissolution. La deuxiéme voie consiste a augmenter 1’hydrosolubilité de la substance active.
Cette modification peut se faire en masquant son hydrophobicité par microencapsulation ou
par inclusion dans des complexes, en le combinant avec un excipient judicieusement choisi,
pour former un complexe plus soluble que ne 1’était la molécule originelle. On recherche aussi
a controler 1’état cristallin de la substance, une substance amorphe étant plus hydrosoluble
qu’une substance cristalline. Enfin, 1’estérification et la formation de sels permettent

d’augmenter ou de diminuer la solubilité du PA.

Une fois le médicament absorbé et circulant librement dans le sang, il se distribue dans
I’organisme selon ses propriétés physico-chimiques. Ainsi, une molécule efficace ne se
distribue pas exclusivement au niveau des cellules pour lesquelles elle est destinée, c’est
pourquoi il existe une certaine déperdition de PA dans des tissus non concernés, entrainant
souvent des effets secondaires indésirables voire une toxicité pour ces tissus involontairement

atteints, ainsi que la moindre efficacité de la dose administrée.

La vectorisation d’un médicament consiste a concentrer le PA spécifiquement sur sa cible
biologique, a rendre plus efficace sa pénétration dans les cellules, et a réduire sa toxicité. Ceci
permet d’avoir la possibilité d’administrer une dose plus importante de maniére a étre plus
efficace avec moins d’effets indésirables ou bien de réduire les doses de PA administrées de
maniere a limiter les colits du médicament (s’il s’agit d’une substance active cofiteuse), tout

en conservant la méme efficacité au niveau des cellules ciblées.
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CHAPITRE 2 :

TECHNIQUES DE
FORMULATION DU PRINCIPE
ACTIF VISANT A MODIFIER SA
BIODISPONIBILITE ET SON

ABSORPTION
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1. INTRODUCTION

Nous avons compris au cours du chapitre 1 que plusieurs techniques de formulation
permettent d’améliorer la biodisponibilité et 1’absorption d’un médicament. Voici, résumées
dans le Tableau 3, les propriétés du PA qu’il est envisageable de modifier pour moduler son

activité.

Augmenter Diminuer

= obtenir un effet immédiat =>» obtenir un effet retardé

ou prolongé

Biodisponibilité Sel ionisé Ester
Structure amorphe Structure cristalline
Petite particules Grosses particules
Diminuer I’hydrophobicité Augmenter 1’hydrophobicité
Absorption Vectorisation -

Tableau 3: Propriétés du PA modifiables en vue d'une augmentation ou une diminution de 1'activité pharmacologique

Les principaux travaux menés par les équipes de recherche portent sur la réduction de la taille
des particules de PA, sur la microencapsulation ou I’inclusion dans des complexes en vue de
masquer 1’hydrophobicité du PA, et enfin la vectorisation. Nous allons donc diviser la suite de
ce chapitre en deux thémes, avec une premicre partic qui permet, aprés un rappel des
techniques principales conventionnelles utilisées pour réduire la taille des particules, de
comprendre celles utilisées en milieu SC. Dans une seconde partie, nous décrirons les
techniques conventionnelles d’encapsulation, de formation des liposomes et d’inclusion dans
des complexes de type cyclodextrines (CD), pour ensuite présenter les procédés utilisés en
FSC. Globalement, ce chapitre permet de comprendre les procédés mis en jeu dans les études
présentées dans le chapitre 3 et pourront servir & la comparaison, a la compréhension et a

I’interprétation des résultats obtenus dans ces études.
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2. TECHNIQUES DE REDUCTION DE LA TAILLE DES
PARTICULES

2.1. Techniques conventionnelles de réduction de la taille des

particules

Selon la nature de I’état duquel on part, solide ou liquide, il existe deux grandes voies
conventionnelles d’obtention de solides divisés et donc de fines particules, chacune présentant
des inconvénients (Tableau 4) qui peuvent étre génants voire rédhibitoires dans I’industrie

pharmaceutique (18).

A partir de 1’état solide, les procédés de broyage (procédé mécanique) et de recristallisation
sont les plus utilisés pour la réduction de taille de particules dans I’industrie pharmaceutique.

Cependant, ces méthodes, simples a mettre en ceuvre possédent de nombreux inconvénients.

A partir de 1’état liquide, il existe plusieurs procédés pour €laborer des particules :

e [’atomisation permet d’évaporer le liquide dans lequel le soluté est dissous, par un
passage trés court a température élevée. On obtient alors un résidu solide composé des
substances préalablement dissoutes dans le milieu

e la lyophilisation procéde a la sublimation du solvant et nécessite donc la congélation
préalable de la solution dans laquelle le solide est dissous,

e la précipitation est une réaction chimique mettant en jeu deux réactifs (ou plus),
consistant a mettre la solution en présence d’une autre solution, et la réaction mise en
jeu conduit a la formation d’une phase solide insoluble dans le liquide.

e la cristallisation est un procédé dans lequel la modification de la température, du pH, de
la force 1onique ou suite a une évaporation de solvant, des nucléi de particules solides se

forment et peuvent croitre pour finalement donner un solide humide.
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Atomisation, précipitation,

Broyage et recristallisation (solide) lyophilisation, cristallisation

(liquide)
Rendement ) ) . ]
= faible (perte énergétique importante)
énergétique
Particules = contréle difficile du polymorphisme
) cristallin
= particules de 10 — 50 pm o ) )
o ] = atomisation : taille de particules
= distribution de taille souvent large )
. ) convenable mais hautes
(génération de fines non désirées)
) ) températures locales
= impossible de controler la o o
) = lyophilisation : large distribution de
morphologie )
) ) _ taille
= taille supérieure au micrometre L
= précipitation : pas de contrdle de la
taille de particules
Contamination = potentiellement par 1’outil de
broyage _
i ) = traces de solvant résiduel
= potentiellement par adjuvant de
broyage si utilisation
Autre = non utilisable dans le cas de produits
thermosensibles car hautes )
) = étape de séchage complémentaire
températures locales )
) ) nécessaire
= ¢tape de tamisage en aval parfois
nécessaire

Tableau 4 : Inconvénients des méthodes conventionnelles de réduction de taille des particules

2.2. Techniques en fluides supercritiques de réduction de la taille

des particules

La technologie des FSC comprend plusieurs types de procédés permettant de réduire la taille
des particules (micronisation), le fluide étant utilis€ comme (19) :

e solvant de pulvérisation : procédé RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solutions),

e antisolvant de pulvérisation : procédé SAS (Supercritical Anti-Solvent) et variantes,

e soluté : procédé PGSS (Particle from Gas-Saturated Solutions)
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Nous décrirons aussi dans un quatrieme groupe la méthode SAA (Supercritical Fluid-Assisted

Atomization) qui dérive de la méthode conventionnelle d’atomisation.

Pour le procédé RESS, la chute de densité liée a une détente brutale est le moteur de la
nucléation. Pour les procédés de type SAS, c’est la dissolution réciproque d’un solvant

organique et du FSC qui provoque la précipitation.

Généralement, on observe un grand changement de la morphologie du solide aprés avoir
utilisé le FSC : moyenne de taille de particule, distribution de taille de particule, forme de la
particule, et par conséquent, aire spécifique et taux de dissolution sont souvent complétement
différents de ceux des matériaux d’origine. Nous avons choisi dans ce travail de détailler les
méthodes utilisant le CO, comme FSC puisque c’est le plus utilisé, mais le principe de chaque

technique reste identique, quel que soit le FSC mis en ceuvre.

2.2.1. FSC utilisé comme solvant

2.2.1.1. RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solutions)

Le procédé RESS utilise le pouvoir solvant d’un fluide mis dans des conditions au voisinage
supérieur des coordonnées critiques. Ce fluide, selon la température et la pression, peut
atteindre des masses volumiques importantes qui favorisent le phénomene de solvatation en
diminuant les distances intermoléculaires (7) et donc les interactions qui existent entre les
molécules de solvant et I’espece chimique introduite lors de la dissolution d’un composé dans

un solvant.

Le principe du procédé RESS consiste a dissoudre une ou plusieurs substance(s) dans le FSC,
qui joue ici le role de solvant, a des conditions opératoires de pression et de température
définies, de manicre a ce que le mélange soluté/solvant se présente sous la forme d’une seule
phase homogene. S’en suit une dépressurisation brusque de la solution de produit a travers un
orifice dans une enceinte d’expansion maintenue a basse pression (Figure 9). Cette brusque
détente provoque une diminution extrémement rapide de la densité du CO, SC qui devient gaz
(et donc un fluide ayant un trés faible pouvoir solvant) et conduit finalement a une
recristallisation de la substance dissoute (2; 20). Ce procédé peut trouver de multiples
applications uniquement quand le produit a une solubilité supérieure & 10~ kg/kg dans le CO,

SC, ce qui limite le procédé aux composés apolaires ou peu polaires.
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. Buse de
Rdes((_a:rve Solide a détente
l'e ,doz extraire
iquide

Dispositif
de collecte

Echangeur
Pompe chaud

Figure 9 : Schéma de principe du procédé RESS (20)

Un solide peut donc étre cristallis¢ a partir d’une solution homogene dans un FSC par détente.
Cette détente est effectuée par passage a travers un orifice (trou circulaire, capillaire, buse)
conduisant a des particules de formes différentes (Figure 10). En général, on choisit un orifice

de tres faible diamétre (10 - 100 pm) afin de provoquer une forte chute de pression (18).

Raw material ——

50um
a) — 1 pm
b) — 5 um

Figure 10 : Exemple de particules de lovastatine obtenues par le procédé RESS par une buse capillaire (a) et par un orifice de faible diamétre

(b) : comparaison avec la poudre initiale (21)

L’expansion du gaz étant quasi-instantanée, le degré de sursaturation est beaucoup plus élevé
que celui obtenu par des perturbations thermiques, ce qui permet de récolter des particules
extrémement fines avec une distribution granulométrique trés étroite (2). Les parametres

influencant les caractéristiques des particules formées sont la pression, la température, la
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pression de post-expansion et la géométrie de la buse de pulvérisation. Les conditions
opératoires peuvent influencer non seulement la distribution de taille des particules mais aussi
leur forme cristalline : ce procédé permet par exemple I’obtention de la forme III de la
carbamazépine requise par la Pharmacopée américaine (2). Il faudra prendre en compte ce

phénomene si I’on cherche a maitriser la forme cristalline du PA.

De trés grandes valeurs de sursaturation conduisent a un trés grand nombre de nucléi, et plus
le rapport de sursaturation est grand, plus les particules sont petites, ¢’est pourquoi le procédé
RESS est souvent présent¢ comme idéal pour la fabrication de poudres nanométriques.
Comme expliqué précédemment, ’onde de choc causée par la détente brutale induit des
conditions uniformes et donc une distribution de taille de particules resserrée. La taille des
particules peut donc étre directement contrdlée par la perte de charge AP entre ’entrée et la
sortie de la buse : plus la perte de charge est grande, plus la sursaturation est élevée, plus les

particules sont de petite taille.

Nous avons vu précédemment que la premiere étape du procédé RESS consiste en une
dissolution du solide dans le FSC. Afin de pouvoir optimiser cette étape, il est nécessaire de
disposer des données sur les équilibres entre phases avec les composés en présence. Ces
données existent parfois dans la littérature mais il faut souvent procéder a des déterminations
expérimentales. Il est donc essentiel pour optimiser cette étape de connaitre la solubilité du
solide étudié dans le fluide considéré en fonction des conditions opératoires. Dans le cas d’un
mélange binaire solide/FSC, la solubilité¢ du solide (y;) dans le fluide peut s’exprimer de la

facon suivante (I’indice 2 fait référence au solut¢) (18) :

stat VZS (P Psat)
PP R T

Y2 =

Avec :
V,* : volume molaire du solide pur (m’.mol™)
» : coefficient de fugacité du soluté dans la phase fluide (déviation a 1’idéalité de la fugacité
f) : calculé a partir d’une équation d’état (sans unité)
P,*" : pression de sublimation du soluté : calculé a partir d’une équation d’état (Pa)
P : pression de travail (Pa)
T : température de travail (K)

R : constante universelle des gaz parfaits (R = 8,314472 J.mol' K ™)
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L’unité internationale de la température est le Kelvin, not¢ K, mais pour des raisons de
lecture, toutes les températures données dans ce travail seront notées en degrés Celsius, noté
°C (Tx = Toc + 273,15). De la méme fagon, I’unité internationale de pression est le Pascal,

notée Pa, mais nous utiliserons le bar dans ce travail (1 bar = 10° Pa)

Les variables d’état qui gouvernent la premiere étape et sur lesquelles on peut agir
directement sont la pression et la température, ainsi que le débit de fluide. Le débit de fluide

peut en effet conditionner I’atteinte d’un équilibre thermodynamique dans I’autoclave.

La deuxiéme étape du procédé consiste en une détente brutale de la solution a travers une
buse. Si on considere que la variation d’énergie cinétique dans la buse est négligée, on peut
considérer la détente comme isenthalpe. La Figure 11 montre une ligne verticale pointillée,
matérialisant la chute de pression. On remarque alors qu’on a une chute de température

associée a cette chute de pression, a enthalpie constante (en abscisse).

2

10

10

P (MPa)

10

N 28 e
. SLV SRR

L4
sV Ii[

L1
-425 ~420 -415 -410 ~405 ~400 -3
h (kJ.mol™)

5 -390

Figure 11 : Détente lors du procédé RESS sur le diagramme enthalpie-pression (diagramme de Mollier) (18)
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De plus, il est nécessaire d’éviter 1’apparition d’une phase liquide susceptible de resolubiliser
la poudre produite. Il faut donc une température suffisamment élevée pendant la pré-
expansion, de facon a se trouver en dehors de 1’équilibre liquide-vapeur une fois la détente
effectuée. Cependant, ceci peut éEtre difficile a mettre en ceuvre avec les solutés
thermosensibles, comme le sont beaucoup de PA pharmaceutiques. Si la température de
départ est trop faible, on peut conduire a la formation de liquide aprés détente ou méme de
carboglace avec des risques de colmatage. Pour résoudre ce probléme, on peut utiliser des
buses chauffantes ou préchauffer le fluide avant son entrée dans la buse. Il est alors nécessaire
de connaitre la quantité de chaleur transmise au fluide pour pouvoir se situer sur le diagramme
de Mollier (Figure 11). La troisiéme solution est de définir les couples de pression et de

température avant et apres détente et d’éviter ainsi tous les problémes précédemment décrits.

La nucléation du soluté¢ intervient lors de la détente brutale, qui s’accompagne d’une onde de
choc. Cette perturbation mécanique est responsable des conditions uniformes expliquant la
faible dispersion de taille des particules obtenues. Le temps d’expansion ne dépend pas
seulement de la vitesse du son (qui dépend de la nature du fluide et des conditions
opératoires) mais aussi de la longueur de I’orifice de détente. Avec une buse capillaire, Smith
et al. (22) ont proposé une approximation du temps d’expansion entre 10 et 10 seconde.
C’est pendant cet instant que la solubilité chute de plusieurs ordres de grandeur, provoquant

une sursaturation élevée.

Ce procédé rencontre un obstacle majeur a son développement a grande échelle, la solubilité
du compos¢ a cristalliser dans le CO, SC, puisqu’il n’est pas applicable aux solides peu ou pas
solubles dans le CO, SC. Pour utiliser cette méthode de formation de particules, il faut
pouvoir disposer de molécules a forte solubilité dans le CO, SC, ce qui est le cas de peu de
molécules pharmaceutiques. Les FSC ont en effet un faible pouvoir solvant pour un grand
nombre de molécules, comme les sucres, les protéines, les polymeres, et beaucoup de PA.
Pour obtenir un rendement suffisant, les quantités de CO, SC a utiliser deviennent vite
considérables malgré un possible recyclage, et induisent des colits de fonctionnement
conséquents. Une solution pour résoudre ce probléme consiste a ajouter de petites quantités
d’un cosolvant tel que le méthanol, I’acétone, 1’éthanol, le diméthylsulfoxyde (DMSO), mais,
dans ce cas, on diminue les avantages en termes de respect de 1I’environnement et le procédé
devient plus complexe qu’avec le CO, SC seul. Le cosolvant est en fait un troisiéme composé,

qui, ajouté en faible proportion au mélange, va permettre une augmentation de la solubilité.
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Sauceau (23) montre par exemple que la solubilité d’un PA pharmaceutique dans le CO; peut
étre multipliée par 10 avec 1% de DMSO ou avec 5% d’éthanol. 11 faut alors tenir compte du
diagramme de phase binaire CO,SC/cosolvant et se placer dans les conditions adéquates qui
empéchent I’apparition d’une phase liquide susceptible de dissoudre le solide formé. A noter
que dans le cas d’ajout d’un cosolvant, il convient d’en prévoir au préalable son élimination a
I’issue de la détente. La chute de pression liée a la détente peut, comme nous 1’avons évoqué
précédemment, conduire a la formation d’une phase liquide (ce qui n’est pourtant pas
souhaité). Cette phase liquide se compose majoritairement de ce cosolvant, et va dissoudre les
particules formées. Il est donc nécessaire de disposer des données relatives au mélange réalisé
afin de déterminer au mieux les conditions opératoires qui permettent de minimiser la

présence de cosolvant résiduel (18).

Le probléme de la présence de cosolvant résiduel décrit ci-dessus peut étre contourné par la
technique RESS-SC (Rapid Expansion of Supercritical Solutions - Solid Cosolvent). Dans
cette technique, le cosolvant est un solide qui se dissous dans le CO, SC et qui augmente la
solubilité de la substance active. Lors de la dépressurisation, le cosolvant retourne a 1’état
solide et empéche I’agglutination des particules de substance active. Il est ensuite éliminé de
la poudre par sublimation lors d’une étape de lyophilisation. Ce procédé RESS-SC a été
appliqué avec succes a la micronisation de la gris€éofulvine et de la phénytoine (24), mais nous

ne décrirons pas davantage ce procédé.

L’usage du procédé RESS dans la réduction de la taille de particules a été beaucoup
développé au cours des dernic¢res années. Le Tableau 5 présente quelques substances qui ont

¢été source d’utilisation de ce procédé.

Substance Usage Chercheur Année
Lovastatine Hypocholestérolémiant Mohamed etal 1989
Debenedetti et al. 1993
B-cestradiol Stéroide Krukonis 1984
Acide salicylique aNIEI TS Domingo et al. 1997
Théophylline Bronchodilatateur Subra et Debenedetti 1996
Phénacétine Analgésique Loth et Hemgesberg 1986
Progestérone Hormones Jung et Perrut 2001
Ibuproféne Anti-inflammatoire Charoenchaitrakool et al. 2000

Tableau 5 : PA utilisés dans le procédé RESS (liste non exhaustive)
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Les atouts du procédé¢ RESS sont importants : il permet de générer d’énormes rapports de
sursaturation conduisant a des particules ultrafines et monodisperses. Le fait que le solvant
retourne a 1’état gazeux en fin de cycle permet de recycler le fluide et d’éviter la présence de
solvant résiduel. Enfin, ce type de procédé permet de traiter des molécules sensibles a la
chaleur, aux chocs thermiques ou mécaniques. Les articles parus montrent que la taille et la
morphologie des particules reste tout de méme trés incontrdlées. Il faudrait pouvoir modéliser
le plus précisément possible les étapes de nucléation et de croissance des cristaux, tout en

tenant compte de la géométrie de la buse.

A cause du faible nombre de molécules utilisables dans ce procédé (car peu ou pas solubles

dans le CO; SC), il a été nécessaire de développer des techniques dites antisolvant.

2.2.2. FSC utilisé comme antisolvant

La principale limitation du procédé RESS est la tres faible solubilité¢ dans le CO,SC d’un
grand nombre de substances a usage pharmaceutique. Dans les procédés antisolvant, le soluté
est dissous dans un solvant organique liquide et le CO, SC est ajouté pour précipiter le soluté.
Le solvant organique présente au moins les trois propriétés suivantes :
e ¢&tre un bon solvant du composé étudié,
e avoir une bonne compatibilit¢ avec I’antisolvant (idéalement, ils doivent é&tre
completement miscibles dans les conditions de température et de pression utilisées),

e persister le moins possible dans le solide cristallisé a la fin du procédé.

Ce principe d’utilisation sera particuliecrement adapté pour des molécules telles que de
nombreux PA, les sucres, les protéines, ou les polyméres connus pour leur trés faible

solubilité voire leur insolublité dans le CO, SC.

Lors de la mise en contact de la solution avec 1’antisolvant SC, un transfert de masse
bidirectionnel s’opeére : I’antisolvant SC va venir se dissoudre dans la phase organique, ce qui
diminue sa densité, son pouvoir solvant et donc la solubilit¢ du soluté. La premiere
composante de la nucléation est donc la diminution de la solubilité par dissolution. La
deuxiéme composante de la nucléation est I’augmentation de la concentration du soluté (et par
conséquent la réduction de la taille des gouttelettes (25)) par évaporation du solvant dans la
phase SC. Ces deux phénomenes expliquent comment le soluté devient rapidement sursaturé

et pourquoi les phénomenes de nucléation puis de cristallisation se produisent (18).
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Il existe différentes variantes du procédé antisolvant qui peuvent étre classés en deux
catégories : le batch et les procédés de pulvérisation continus, et selon la maniére dont le
solvant et 1’antisolvant sont mis en contact : soit la solution de PA est pulvérisée dans le FSC,

soit le FSC est injecté dans la solution liquide (2).

Les auteurs utilisent un grand nombre d’acronymes pour désigner ces techniques, parmi
lesquelles on peut citer :

e GAS (batch) : Gaseous AntiSolvent : la solution organique est préalablement introduite
dans I’autoclave avant que ce dernier ne soit mis sous pression (26),

e SAS (pulvérisation) : Supercritical AntiSolvent : la solution organique est injectée dans
un milieu SC grace a un capillaire. Le procédé SAS est semi-continu pour la phase SC.
L’introduction du FSC et I’injection de la solution organique sont réalisés a co-courant,

e ASES (pulvérisation) : Aerosol Solvent Extraction System : il est identique au procédé
SAS mais I’introduction du FSC et I’injection de la solution organique sont réalisés a
contre-courant,

e SEDS (pulvérisation) : Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluid : une buse
coaxiale sert de chambre de prémélange entre la solution organique et le FSC,

e PCA (pulvérisation) : Precipitation by Compressed AntiSolvent.

Apres détente de la solution, un débit de CO; est maintenu dans la cellule a pression constante

de maniere a laver les particules formées.

2.2.2.1. Procédé batch
2.2.2.1.1. GAS (Gaseous AntiSolvent)

Gallagher et al. (27) ont proposé les premiers le procédé GAS pour contrer les inconvénients
rencontrés dans le procédé RESS. En effet, en plus de ne pas étre applicable aux molécules
polaires, le procédé RESS implique une forte consommation de FSC et de hautes pressions de

travail (28).

Le FSC est injecté dans un récipient sous pression contenant la solution ou la suspension de
soluté, préalablement introduite dans le réacteur agité. On a alors une pressurisation graduelle
due a Dlinjection de fluide. La diminution de la force de solvant du liquide cause la
précipitation du solide en particules ultrafines (29). Une fois les particules formées, le solvant

excédentaire est ¢liminé par un balayage continu de FSC pur. Les particules sont ensuite
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\

collectées aprés remise a pression atmosphérique de I’enceinte utilisée (Figure 12). Les
principaux inconvénients de cette manieére de procéder sont liés au mode discontinu : la
pression croit continiment tout au long de I’injection du fluide, induisant une sursaturation

progressive et non contrdlée et, in fine, une distribution de taille des particules ¢largie (18).

[ﬁ_. Purge

Solution

O ‘. E’_,/"/f
O o Particules
| S—

Figure 12 : Schéma de principe du procédé GAS (29)

Si on veut appliquer avec succes les procédés GAS a la production de particules de protéines,
il est impératif que la substance active ne soit pas dégradée. Ces procédés exposent les
protéines a des solvants organiques, a des FSC, a des hautes pressions et a des forces de
cisaillement élevées. Ceci peut conduire a des changements de conformation de la structure
secondaire des protéines. Il faudra donc y préter une attention particuliére en ajoutant un

modificateur qui permet de protéger la substance labile et d’éviter sa dénaturation (2).

Le Tableau 6 présente les avantages et les inconvénients du procédé GAS par rapport au

procédé RESS :
Avantages GAS / RESS Inconvénients GAS / RESS ‘

Pressions de travail moindres Utilisation d’un solvant organique
(problématique si traces résiduelles)

Gamme de composés utilisables plus large Rapports de sursaturation variables car addition
progressive de FSC d’ou possible distribution de
taille de particules large

Plus de paramétres de procédés sur lesquels Taille de particules plus grande car rapports de

jouer (controle taille et morphologie) sursaturation plus élevés
Etape de séchage additionnelle souvent requise
Transposition d’échelle parfois difficile

Tableau 6 : Avantages et inconvénients du procédé GAS par rapport au procédé RESS
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2.2.2.2.  Procédés continus

2.2.2.2.1. Généralités

Dans les procédés antisolvant continus SAS, la solution et I’antisolvant se rejoignent au
niveau de la buse d’expansion et sont injectés a co-courant. A I’exception de la récupération
des particules, le reste du procédé peut étre opéré en continu. Le solvant peut étre récupéré
dans des séparateurs en aval, tandis que I’antisolvant peut étre recyclé par compression et
chauffage. Une étape de lavage ou d’extraction au CO; pur est recommandée en fin de
procédé, afin d’éliminer les dernicres traces de solvant qui pourraient se trouver au sein des
particules cristallisées. Des variantes de ce procédé ont été¢ décrites : ASES (solution

organique et FSC injectés a contre-courant), SEDS (utilisation d’une buse coaxiale) ou PCA.

Comme ¢évoqué précédemment, lors de I’optimisation d’un procédé, c’est souvent la zone
diphasique liquide/vapeur (ELV) que I’on cherche a éviter afin de ne pas avoir apparition
d’une phase liquide dans la chambre d’expansion. Une telle phase pourrait en effet
resolubiliser les particules néoformées. En toute rigueur, il faudrait disposer du diagramme
ternaire solvant/antisolvant/soluté, car la présence de ce dernier modifie la forme de

I’enveloppe (Figure 11).

2.2.2.2.2. SAS (Supercritical Anti-Solvent) (29)

Apres pressurisation du réacteur et stabilisation du flux d’antisolvant, la solution organique
liquide contenant I’espece dissoute est pulvérisée a travers une buse sous forme de fines
gouttelettes (Figure 13). La sursaturation est créée par un double transfert de matiére : le
solvant du soluté se transfére vers le FSC avec lequel il est au moins partiellement miscible et

le FSC se transfeére dans le solvant (7).

==

.
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Solution =
(solvant + composé)
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.|
—LIJ—l- Purge

Figure 13 : Schéma de principe du procédé SAS (29)
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La sursaturation survient immédiatement quand la solution entre en contact avec le FSC, et

conduit a des distributions de tailles de particules étroites.

Les protéines représentent un cas particulier en raison de leur fragilité (sensibilit¢ a la
température et au pH) et de leur hydrosolubilité. Le développement du génie génétique a
permis 1’apparition de nouvelles protéines thérapeutiques, telles que I’insuline recombinante
humaine. Cependant, une formulation séche de ces molécules reste difficile, en raison de la
préservation de la bioactivité. La encore, les procédés de type SAS présentent des avantages,
notamment en comparaison de I’atomisation qui met en jeu de hautes températures ou a la

lyophilisation, souvent jugée trop onéreuse.

Certains groupes de recherche utilisent une buse a trois conduits coaxiaux, permettant
d’injecter simultanément trois fluides : I’antisolvant SC, une solution aqueuse et la solution
organique contenant le PA. Ce systéme présente 1’avantage d’éliminer 1’eau résiduelle avec le

solvant organique, dans la mesure ou ils présentent une bonne solubilité mutuelle (18).

Les procédés de type SAS font 1’objet d’un intérét croissant qui ne se dément pas depuis les
années 1990. L’intérét majeur de ce procédé est bien slr son utilisation potentielle avec
n’importe quelle molécule. Il est en effet presque toujours possible de trouver un couple
solvant/antisolvant convenable. Comme 1’antisolvant est en général fixé (le CO, est présent
dans plus de 95 % des applications), le choix du solvant est déterminant. Il doit étre un bon
solvant de la molécule a cristalliser et étre miscible, au moins partiellement, avec le CO, SC.
11 faut aussi noter que moins la molécule étudiée est soluble dans 1’antisolvant, plus facile sera

la génération de particules avec une minimisation des pertes de matiére en aval de I’autoclave.

2.2.2.2.3. PCA (Precipitation with Compressed Antisolvent)

A D’inverse du mode précédent, il est possible de disperser la solution organique contenant le
PA dissous dans un autoclave ou I’antisolvant a été préalablement pressurisé (Figure 14) (18).
Cette pulvérisation entraine la formation de gouttelettes de solution de taille homogene dans
lesquelles I’antisolvant se dissous. La sursaturation est immédiate, contrairement au procédé
SAS, et on obtient des particules de taille homogeéne. Aussi, en raison de la diminution de la
taille des gouttelettes de solution pulvérisées dans le FSC par rapport au procédé SAS, on

diminue la taille des particules formées.
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Figure 14 : Schéma du procédé PCA (30)

La société CritiTech est spécialisée dans 1’optimisation de la libération de PA dans
I’organisme. Son but est de développer des formulations administrables par voie orale, par
injection ou par voie inhalée, aussi bien que des dispositifs implantables. Le procédé utilisé
par cette société est le procédé PCA, mais elle a développé un dispositif propre a elle, qui
consiste a utiliser I'énergie ultrasonore produite par une tuyére convergente/divergente (buse a
ultrasons) pour briser les gouttelettes en gouttelettes encore plus fines. Combiné a la
pulvérisation du solvant dans le flux de CO, SC, on a donc a la fois un transfert de masse
rapide du solvant vers le CO, SC ainsi qu’une cristallisation qui se fait avant une coalescence
possible des gouttelettes. Ce procédé permet de produire de maniere continue des particules

avec une taille trés petite et des distributions de taille étroites.

2.2.2.2.4. ASES (Aerosol Solvent Extraction System)

Ce procédé consiste a dissoudre le PA dans un solvant organique (qui doit lui-méme étre
soluble dans le FSC). L’ensemble est ensuite atomisé sous forme de fines gouttelettes a
travers une buse dans une colonne ou circule le CO;, SC a contre-courant (31). La dissolution
du FSC a Dl'intérieur des gouttelettes de liquide provoque une augmentation du volume de
celles-ci et une diminution du pouvoir solvant du liquide, causant la sursaturation rapide du
soluté et sa précipitation sous forme de fines particules. Aprés récolte d’une quantité
suffisante de particules, I’apport de solution organique dans I’enceinte est arrété et un débit
constant de CO, SC est maintenu de maniére a extraire le solvant résiduel (18). L’arrivée des
deux fluides a contre-courant permet d’améliorer les transferts qui s’effectuent entre la

solution organique et le FSC et donc de travailler avec un procédé optimal.
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Figure 15 : Schéma de principe du procédé ASES (31)

2.2.2.2.5. SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluids)

Ce procédé est une application particuliére du procédé ASES et a été développé par Bradford

Particle Design dans le but d’obtenir des gouttelettes de plus petites tailles par amélioration du

mélange entre la solution et le FSC. Le FSC est utilis¢é a la fois pour ses propriétés

d’antisolvant et comme gaz propulseur au niveau de la buse par effet mécanique. La solution

organique et le CO, SC sont co-pulvérisés par une buse coaxiale a double entrée vers une

cellule a pression et température controlées (Figure 16). La vitesse d’entrée du FSC, élevée,

permet de disperser la solution en fines gouttelettes. Il s’en suit la formation de particules qui

sont récupérées sur un filtre placé au fond de la cellule et le mélange FSC/solvant est séparé

de maniére a assurer le recyclage de chaque fluide.
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Figure 16 : Schéma du procédé SEDS (30)
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Cette méthode est aujourd’hui la plus étudiée car c’est celle qui apparait comme étant la plus
aisément transposable a une échelle industrielle. A D’exception de la récupération des
particules, le reste du procédé peut étre opéré en continu. Le solvant peut étre récupéré dans
des séparateurs en aval, tandis que I’antisolvant peut étre recyclé par compression et
chauffage. Une étape de lavage ou d’extraction au CO, pur est recommandée en fin de
procédé, afin d’éliminer au sein des particules cristallisées les dernicres traces de solvant qui
pourraient s’y trouver (18). Les rendements obtenus sont souvent élevés (proches de 95 %) et
les poudres obtenues sont stables, pures, et moins cohésives que celles obtenues par les autres

procédés de micronisation.
2.2.3. PGSS (Particles from Gas Saturated Solutions)

Cette méthode, dans laquelle le FSC joue le role d’agent de dispersion, exploite la faculté des
gaz sous pression a se solubiliser en quantité importante dans les liquides (entre 5 et 50%
m/m) et le FSC est alors utilis¢ comme soluté. Le principe du procédé PGSS consiste a
dissoudre une grande quantité de CO, SC dans une solution liquide contenant le composé a
cristalliser sous forme dissoute, dans un premier autoclave. La solution obtenue, saturée en
gaz, est ensuite pulvérisée a travers une buse dans une chambre d’expansion a basse pression
qui provoque la détente du gaz et le refroidissement du produit. Il y’a alors solidification du
composé a précipiter suite au refroidissement et a la détente du gaz et les particules peuvent

étre collectées aprés dépressurisation du systéme (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma de principe du procédé PGSS (20)
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Ce procédé a été développé initialement pour des polymeres partiellement solubles dans le
CO; SC mais dans lesquels de grandes quantités de CO, peuvent étre dissoutes. Il est tres
utilisé pour les espéces capables d’absorber de larges quantités de gaz, comme certains

polymeéres : polycaprolactone, polyméthyméthacrylate, (D,L)-polylactide, ...(29).

Un autre procédé de génération de particules proche du PGSS a été décrit par Sievers et al.
(32). 1l s’agit de la production d’un aérosol qui est ensuite séché. Du CO, SC est mis en
contact avec une solution aqueuse d’un PA, dans un té comportant une restriction de diametre
en sortie, laquelle va jouer le role d’une buse de dépressurisation. Les microgouttes produites
sont séchées dans un courant d’azote chaud. Ces procédés présentent de plus 1’avantage
d’avoir de trés bons rendements et de consommer peu de FSC. Mais 1a encore, leur principal
inconvénient est 1i¢ aux conditions de température employées ce qui peut constituer un frein

pour le traitement des composés thermolabiles.
2.2.4. SAA (Supercritical Fluid-Assisted Atomization)

Ce procédé, décrit pour la premicre fois par Reverchon en 2002 (33), a pour particularité¢ de
mélanger le FSC et la solution de PA dans une cellule équipée d’une plaque en acier
inoxydable perforée améliorant le contact entre la solution liquide et le FSC (Figure 18).
L’ensemble est ensuite dépressurisé dans une chambre de précipitation conduisant a la
formation des particules de PA. Le but du procédé est en fait d’abaisser la viscosité et donc la

tension de surface de la solution liquide pour améliorer 1’atomisation de la solution.

N Saturator
Precipitator

Liquid Condenser |

!

Liquid Solution |

Figure 18 : Schéma du procédé SAA (34)
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2.2.5. Influence des parametres de travail sur la génération de particules

Comme pour le procédé RESS, la taille, la forme et la distribution de taille des particules
dépendent fortement des conditions opératoires, comme la concentration du soluté dans la
solution, les débits mis en ceuvre, le rapport des débits entre la solution et I’antisolvant. Les

températures et pressions en amont et en aval de la buse doivent aussi étre contrdlées.

En vue de I’industrialisation du procédé¢, le mode semi-continu avec co-injection de la
solution et de I’antisolvant est décrit comme étant le plus prometteur (SEDS). 11 est alors
nécessaire de définir le débit relatif antisolvant/solution afin de pouvoir déterminer le nombre
de phases en présence, a 1’aide d’un diagramme de phases pression/température ou
pression/enthalpie, et de se placer dans les conditions opératoires optimales. On cherche alors
a éviter de se trouver dans la zone d’ELV puisqu’on ne souhaite pas voir 1’apparition d’une
phase liquide dans la zone d’expansion, qui pourrait resolubiliser les particules néo-formées.
Les procédés antisolvant permettent de ne pas travailler avec de hautes températures (comme

I’atomisation ou le procédé RESS) ou a cott élevé (comme la lyophilisation).

La Figure 19 récapitule I’ensemble des ¢léments a prendre en compte pour décider quel type

de procédé utiliser et sur quels paramétres travailler pour avoir des particules satisfaisantes.
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Figure 19 : Algorithme de décision du procédé a utiliser et des paramétres a déterminer
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Plusieurs groupes de chercheurs ont tent¢ de modéliser les procédés antisolvant en tenant
compte toute ou partie des parametres suivants :
e thermodynamiques : connaissance et description du mélange binaire solvant/antisolvant,
de facon a pouvoir choir le couple pression/température,
e hydrodynamique : champ de vitesse et turbulence du jet a la sortie de la buse (donc la
géométrie de la buse), tensions de surface, viscosité des fluides,
e transfert de masse bidirectionnel,

e transferts thermiques (ex : chaleur latente de changement de phase).

2.2.5.1.  Influence de la pression et/ou de la température

D’aprés les résultats obtenus par les groupes de recherche, il semble avantageux, pour
optimiser la production de particules, et notamment de trés fines particules, de travailler dans

la zone monophasique située au-dela du point critique du mélange.

En effet, a haute pression, les transferts de masse et les degrés de sursaturation sont plus
¢levés. En raison de ce fort transfert massique, la durée de vie moyenne d’une goutte est
minimale, ce qui conduit a la production de fines particules. La pression de travail influerait
aussi sur la morphologie des particules obtenues : 1’étude de Reverchon et al. sur le
salbutamol (35) conduit a la formation de spheres vides a basse pression (95 bar) puis de

particules aciculaires et enfin d’étoiles organisées a des pressions plus élevées (115 bar).

Enfin, en augmentant la température et/ou en diminuant la pression, Kim et Shing (36)
forment des particules de taille élevée, ce qui serait du a la diminution de la solubilit¢ du CO,
dans le solvant sous ces conditions et donc a une solubilité entre le PA et le solvant plus
élevée, conduisant a une sursaturation moins importante et donc a une augmentation de la

taille des particules.

2.2.5.2. Influence du choix du solvant

Le solvant doit étre choisi scrupuleusement pour ne pas étre trop soluble vis-a-vis du PA, ce
qui conduirait a un faible degré de sursaturation et donc a la formation de grosses particules
de forme irrégulicre (36). De plus, selon la tension superficielle du solvant choisi, il pourrait y
avoir une différence de la forme des gouttelettes issues de la buse, conduisant a des formes de

particules finales différentes.
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2.2.5.3. Influence de la concentration de la solution PA/solvant

Plus la concentration de la solution PA/solvant est élevée (ou plus le débit de la solution est
¢leveé), plus les particules sont grosses et de forme irréguliere et de distribution de taille
¢largie (37). Ce phénomene est soumis a diverses hypotheses :

e agglomération des petites particules (36)

e la concentration en solvant augmente ce qui diminue la force de transfert de masse et

donc diminue le rapport de sursaturation et par conséquent le taux de nucléation (38)

Selon Martin et Cocero (39), la taille des particules est d’autant plus petite que la
concentration dans le solvant est haute, que la turbulence du mélange antisolvant/solvant est
¢levée et que le rapport des débits CO,/solvant est grand. Ces conclusions différent de celles
obtenues par d’autres auteurs. Il est en fait difficile d’établir un lien entre la concentration de
la solution et les caractéristiques des particules obtenues ; 1’influence de ce paramétre sera

donc a étudier au cas par cas.
2.2.54. Influence de la géométrie de la buse

Il a été montré que la taille des particules formées dépend du jet issu de la buse : pour des
nombres de Reynolds élevés dans la buse, jusqu’a 10°, la taille des particules solides formées
diminue. Au-dela de cette turbulence, les particules ont une taille plus grosse, ce qui pourrait
étre du a un temps de séjour plus court dans la zone sursaturée. Il serait donc nécessaire de
connaitre la cinétique de la cristallisation souhaitée, ceci afin de pouvoir déterminer avec

précision le temps de séjour nécessaire a la cristallisation et a la formation de fines particules.

Dans le cas des procédés solvant, comme pour les procédés antisolvant, la géométrie de la
buse a une influence importante sur la taille des particules formées (18). Dans le cas des
procédés antisolvant, un autre point important réside dans ’efficacité¢ de la buse. Son role
n’est pas, comme dans le cas du procédé¢ RESS, d’assurer une brusque détente, mais plutdt de
réaliser entre les deux fluides un mélange suffisamment efficace pour obtenir une
sursaturation importante, et d’assurer une dispersion optimale de la solution sous forme de
gouttelettes favorisant les transferts de masse. Dans le cas contraire, des conditions pourtant a
priori favorables a la nucléation (par exemple un mélange solvant/antisolvant monophasique)

peuvent ne pas étre atteintes et conduire a un échec.
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L’effet de la géométrie de la buse est donc pris en compte : une buse plus petite favorise la
vitesse du fluide injecté, donc le mélange des fluides, et par conséquent une production de
particules plus fines. De méme, une buse concentrique dans laquelle le CO, SC est injecté de
manicre annulaire autour du jet de solvant (Figure 20) favorise de hautes sursaturations et

donc des tailles de particules plus petites.

CO; SC (espace annulaire)

Particules de solide (jet interne)

Solvant (jet interne)

Figure 20 : Schématisation d'une buse annulaire (inspiré de (40))

2.2.5.5. Influence du débit d’introduction du fluide et de la vitesse d’agitation

Outre les paramétres habituels de pression, température, volume, concentration etc..., deux
autres facteurs peuvent avoir une influence significative sur les particules obtenues : le débit
d’introduction du fluide et la vitesse d’agitation. Le débit d’introduction du FSC est un
parametre crucial puisqu’il provoque une expansion volumique de la solution conduisant a la
sursaturation progressive du systeme et la formation des nucléi. Les particules récoltées apres
remise a pression atmosphérique de [’enceinte utilisée présentent généralement des
distributions de taille assez larges car la saturation survient dans tout le volume du réacteur :
la pression augmentant tout au long de I’injection de fluide, on a une sursaturation progressive
et non contrdlée, d’ou cette distribution de taille des particules élargie. Ceci peut étre controlé
par la vitesse d’agitation du milieu, qui doit étre évaluée de maniére a rendre la solution
solvant/antisolvant la plus homogene possible. Pour un PA liquide, elle serait optimale entre
600 et 1000 tours/mn pendant 1h et pour un PA solide, une vitesse d’agitation entre 200 et
400 tours/mn pendant 1h suffirait (41).
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3. TECHNIQUES DE PREPARATION DE FORMES
GALENIQUES INNOVANTES

3.1. Introduction
Suite a I’administration d’un médicament (non protégé) et a son absorption dans 1’organisme,
la distribution ne se fait pas uniquement sur le lieu d’action auquel il est destiné mais aussi
vers d’autres récepteurs. Ce phénoméne génére des effets secondaires, souvent indésirables.
De plus, il existe dans 1’organisme de nombreuses enzymes qui peuvent dégrader le
médicament avant qu’il n’arrive sur son lieu d’action. L’idée de préserver le PA en
I’encapsulant dans un réservoir qui le protégerait des attaques extérieures tout en augmentant
potentiellement sa sélectivité pour les cellules a traiter a fait du chemin dans la téte des
chercheurs et de nombreuses améliorations ont déja pu étre apportées dans ce domaine.
L’encapsulation d’un PA peut aussi avoir pour but de lui conférer une solubilité apparente
plus ¢levée, ce qui lui permet d’étre davantage dissous une fois administré. Plusieurs
techniques sont développées dans cette optique : ’encapsulation et ’enrobage, la formation

de liposomes, et I’inclusion dans des complexes de type CD.

3.2. L’encapsulation, I’enrobage et la formation de particules

composites

3.2.1. Généralités

L’encapsulation peut étre définie comme le piégeage d’un composé ou d’un systéme au sein
d’un matériau dispers¢ en vue de son immobilisation, sa protection, le contrdle de son
transfert, sa structuration et sa fonctionnalisation. La nano- et la microencapsulation
regroupent I’ensemble des technologies qui permettent la préparation de nano et de
microparticules individualisées, constituées d’un matériau d’enrobage et contenant un PA.
Les microparticules (nanoparticules) présentent une taille comprise entre 1 um et 1 mm (entre

I nm et 1 um) et contiennent généralement entre 5 et 90 % en masse de matiere active.

Les microparticules (nanoparticules) sont de deux types (Figure 21) :
e la microcapsule (nanocapsule) est une particule réservoir constituée d’un cceur de
matiere active liquide plus ou moins visqueux ou solide, entouré d’une écorce solide

continue de matériau enrobant,
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¢ la microsphere (nanosphére) est une particule constituée d’un réseau macromoléculaire
ou lipidique continu formant une matrice dans laquelle se trouve finement dispersé le

PA, a I’état moléculaire, de particules solides ou encore de gouttelettes de solution.

Matrice d’enrobage

Matiére active

Microcapsule Microsphere

Figure 21 : Morphologie des microparticules(31)

Les choix du procédé et de la formulation déterminent les caractéristiques des microparticules
(morphologie, structure, taille, teneur en PA, stabilité, profil de libération, ...).
L’encapsulation peut avoir pour mission de rendre un PA peu soluble dans 1’eau trés soluble,
cela en le séparant du milieu environnant par une couche, qui elle est hydrosoluble. On forme

ainsi un complexe plus soluble que ne 1’était la molécule originelle.

De plus, l'application d'enrobages a dissolution pH-dépendante permet par exemple d'assurer
une libération ciblée dans certaines parties du tube digestif et d'éviter une libération
prématurée du PA. On veut parfois, par exemple, assurer une libération intacte de PA au
niveau du cdlon. Seules des formes pharmaceutiques innovantes peuvent répondre a cette
problématique puisque celles-ci devront parcourir l'estomac, l'intestin et par conséquent
différentes zones de pH et résister a différentes enzymes sans endommager le PA. De
nombreuses molécules appartenant a des classes thérapeutiques différentes sont concernées
par une délivrance ciblée dans le cdlon : des anti-inflammatoires, des anticancéreux, des

protéines, des peptides, des vermifuges, des antibiotiques, ...

3.2.2. Techniques conventionnelles d’encapsulation (31)

Les procédés de microencapsualtion peuvent étre classés selon le principe d’obtention :
procédés physico-chimiques, mécaniques, chimiques (Tableau 7). Ces techniques sont
largement décrites dans la littérature, c¢’est pourquoi nous ne décrirons que certains points,
essentiels a la compréhension et a la comparaison avec les techniques en FSC décrites par la

suite.
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Procédés physico-chimiques Procédés mécaniques Procédés chimiques

Séparation de phases ou Nébulisation / Séchage (spray- Polycondensation interfaciale

coacervation (simple ou complexe) drying)

Evaporation-Extraction de solvant Gélification ou congélation de Polymérisation interfaciale

gouttes (prilling)

Gélification thermique d’émulsions Enrobage en lit fluidisé (spray- Polymérisation en milieu disperse

(hot melt) coating) par voie radicalaire ou anionique

Extrusion / Sphéronisation

Tableau 7 : Techniques conventionnelles d'encapsulation

3.2.2.1.  Procédés physico-chimiques

3.2.2.1.1. Coacervation

Le procédé¢ de coacervation simple consiste a abaisser la solubilité d’un polymeére initialement
solubilisé dans un solvant organique ou en milieu aqueux, en faisant varier la température ou
en ajoutant un électrolyte, un non-solvant ou un deuxieéme polymere (agent de coacervation).
Il se formera deux phases liquides : 1’une riche en polymeére appelée coacervat et ’autre
pauvre en polymére. Il faut toutefois savoir que I’obtention de gouttelettes de coacervat
suffisamment stables pour permettre 1’encapsulation d’un PA ne pourra étre possible que si on
se trouve dans la fenétre de stabilité sur le diagramme ternaire solvant/polymeére/agent de
coacervation. Le PA dispersé dans la solution initiale de polymere se retrouvera au sein des

gouttelettes de coacervat (Figure 22).

(d) (e

Figure 22 : Principe de la coacervation simple 1 dispersion du PA dans la solution de polymere (a), formation des gouttelettes de coacervat

(b), dépot de coacervat (c), fusion des gouttelettes de coacervat et formation d'un enrobage continu (d), solidification de ’enveloppe (e)
(42)(43)
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Une fois obtenues, elles sont durcies ou réticulées par un agent de solidification et les
microparticules (spheres ou capsules) sont lavées, filtrées ou centrifugées puis séchées. Ce

procédé permet 1’encapsulation de molécules hydrophiles et lipophiles.

3.2.2.1.2. Evaporation-extraction de solvant

Ce procédé est basé sur 1’évaporation de la phase interne d’une émulsion donnant lieu a la
précipitation du polymeére d’enrobage préalablement dissous dans cette phase, sous forme de
microspheres. Les polymeéres, généralement hydrophobes, sont tout d’abord dissous dans un
solvant organique peu miscible avec 1’eau (ex : dichlorométhane) puis le PA est dissous ou
dispers¢é dans la solution de polymeére. Le mélange est émulsifi¢ dans un grand volume d’eau
contenant des tensioactifs (ex : alcool polyvinylique), afin d’obtenir une émulsion H/E.
L’évaporation du solvant, aprés diffusion progressive dans la phase continue, est réalisée sous
pression atmosphérique ou pression réduite et sous agitation lente. Enfin, les particules sont

lavées, collectées par filtration ou centrifugation puis séchées ou lyophilisées.

3.2.2.1.3. Gélification thermique d’émulsions (« hot melt »)

La gélification thermique ou « hot melt » consiste a dissoudre ou disperser le PA a encapsuler
dans le matériau d’enrobage en fusion puis a émulsionner ’ensemble dans une phase
dispersante a une température supérieure a la température de fusion du matériau enrobant. On
utilise en général, pour le matériau d’enrobage, des lipides de bas point de fusion (ex : cire de
Carnauba, alcool cétylique...). Le milieu est ensuite refroidi brutalement afin de solidifier les
particules obtenues. Ce procédé permet la microencapsulation de molécules hydrophiles et
lipophiles si I’on choisit une phase dispersante pour laquelle ces molécules ont peu d’affinité

(huile de silicone et eau respectivement).

3.2.2.2.  Procédés mécaniques

3.2.2.2.1. G¢élification et congélation de gouttes (prilling)

La gélification de gouttes est basée sur la formation d’une solution, dispersion ou émulsion de
PA dans une solution aqueuse de polymeres (ex : chitosane, alginate de sodium, agarose)
capables de former des gels sous une action extérieure, physique ou chimique. On forme
ensuite des gouttelettes a travers une buse vibrante, qui vont étre réceptionnées dans une

phase aqueuse gélifiante contenant du chlorure de sodium. Elles se transforment
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instantanément en microparticules de gel sphériques. La solubilit¢ du PA dans le milieu de

réception doit étre la plus faible possible pour minimiser les pertes par solubilisation.

La congélation de gouttes (Figure 23) fait intervenir un matériau enrobant de type corps gras
(ex : glycéride ou cire), a point de fusion relativement bas (50 — 120°C). On prépare un fondu
de ce matériau enrobant dans lequel le PA est solubilis¢ ou dispersé¢ soit sous forme
particulaire solide ou sous forme de microgouttelettes d’émulsion inverse. La préparation
ainsi obtenue est extrudée a travers une buse vibrante et on obtient alors des gouttelettes
sphériques de taille uniforme. Un milieu dit « de chute » constitué d’azote ou d’air froid

permet de refroidir les gouttelettes et de les solidifier pour donner des microspheres.

Corps gras fondu
s0us pression

Buse vibrante

" Orifice de la buse

Sectionnement
Formation de gouttes
sphériques et chute
en chapelet organisé

o O
* ou la distance
entre deux gouttes
ast constante
:

l Refroidissement

Microparticules solides
Figure 23 : Schéma de principe de la congélation de gouttes (31)

Le Tableau 8 résume les caractéristiques de ces deux procédés.

Distribution granulométrique PGS

Diamétre 200 — 800 pm

Taux d’encapsulation 10 — 30 % m/m

Exemple d’industrialisation Gélification de gouttes : encapsulation de cellules destinées a une
transplantation (pancréas, foie, ...) en cours de tests.

Congélation de gouttes: formes a libération modulée de la

théophylline (Fournier) et du kétoproféne (Rhone-Poulenc-Rorer)

Tableau 8 : Récapitulatif des caractéristiques des procédés de gélification et de congélation de gouttes
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3.2.2.2.2. Extrusion — Sphéronisation

Elle peut étre utilisée pour 1’encapsulation de PA dans des polymeéres thermoplastiques. On
réalise I’extrusion du fondu contenant le polymére et le PA, de fagon a former des filaments.
Ces filaments sont refroidis et découpés pour obtenir des microparticules cylindriques ou
arrondies, ensuite érodées mécaniquement pour leur donner une forme de microsphere. Le PA
doit étre stable thermiquement a la température d’extrusion et les tailles initiales des poudres

de polymere et de PA doivent étre voisines. La taille des particules est supérieure a 200 pm.

3.2.2.2.3. Procédé d’enrobage en lit fluidisé (31)

Ce procédé ne s’applique qu’a des PA solides. Des PA liquides peuvent cependant étre
encapsulés aprés adsorption par des supports particulaires poreux. Ce procédé continu se fait
en trois temps (Figure 24) :
e fluidisation de la poudre de particules,
e pulvérisation du matériau enrobant liquide sur les particules grice a une buse de
pulvérisation,

e séchage et filmification de I’enrobage.

Support .
de filtres

Buse
-_— r .
de pulvérisation

\Ch ambre

d'expansion

Conteneur de produit

Entrée d'air——

Figure 24 : Représentation schématique d'un appareil a lit d'air fluidisé en configuration top spray

La fluidisation assure plusieurs fonctions dans la suspension fluide de particules :
e clle permet un mélange constant des particules, qui conduit a un mélange homogene,
e clle assure un transfert de chaleur optimal entre 1’air et la surface des particules,
e clle produit enfin un mouvement cyclique des particules de la zone de pulvérisation

jusqu’a la zone de séchage.
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Deux types de configuration de I’appareillage existent : en configuration « top spray », la buse
de pulvérisation est placée au sommet de la suspension fluide et la formulation de matériau
enrobant est pulvérisée a contre-courant (Figure 24). Dans la configuration « bottom spray »,

la formulation de matériau enrobant est pulvérisée a co-courant a la base du lit fluidisé.

Ces appareillages peuvent aussi étre équipés par un systéme Wirster : il s’agit d’un cylindre
placé dans la partie inférieure du lit. Une plaque de distribution de ’air placée a sa base
permet d’entrainer les particules de I’intérieur de ce cylindre vers la zone de pulvérisation
puis vers la chambre d’expansion ou le solvant s’évapore. La vitesse des particules diminue
alors, les particules retombent sur la plaque de distribution et recommencent un nouveau
cycle. Enfin, récemment, une technique de pulvérisation tangentielle a ét¢ développée
(enrobage en lit fluidisé rotatif). Il s’agit du méme type d’appareillage sauf que le mouvement
des particules décrit une spirale hélicoidale dans laquelle la fluidisation est particulaire. De
plus, la buse est cette fois située a I’intérieur méme de la cavité du lit en mouvement et
pulvérise la solution d’enrobage tangentiellement au flux de particules a co-courant. Les films

d’enrobage ont alors une épaisseur tres uniforme.

Le Tableau 9 récapitule les caractéristiques du procédé en lit d’air fluidisé.

Epaisseur des films d’enrobage <20 pm

Taux d’encapsulation 60 — 90 % m/m

Taille des particules initiales

top spray et bottom spray > 100 pum
tangential spray > 250 um
Distribution granulométrique des particules @SS
initiales
Paramétres a maitriser :
liés au séchage du film volume d’air de fluidisation
température de 1’air
degré d’humidité de I’air
liés a la pulvérisation concentration de la formulation liquide pulvérisée
debit de la formulation

taille des gouttelettes formées

Tableau 9 : Récapitulatif des caractéristiques du procédé en lit d'air fluidisé
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3.2.2.2.4. Procédé de nébulisation-séchage ou spray-drying (31)

Il s’agit d’un procédé continu qui permet de transformer une formulation liquide initiale en
une forme microparticulaire séche. La formulation liquide initiale peut étre constituée :
e soit d’une solution de PA et de matériau enrobant,
e soit d’une dispersion de particules solides de PA dans une solution ou une émulsion de
matériau enrobant,

e soit d’une émulsion de PA dans une solution de matériau enrobant.

Le procédé se fait en quatre étapes :
e n¢bulisation de la formulation liquide initiale pour former un aérosol,
e mise en contact de 1’aérosol avec un flux d’air, porté a une température contrdlée,
e séchage rapide de 1’aérosol pour former des microparticules solides,

e séparation de la poudre de microparticules et de I’air contenant le solvant vaporisé.

L’appareillage est classiquement constitué d’une haute tour au sommet de laquelle Ila
formulation liquide initiale est nébulisée, soit par passage a travers une buse d’atomisation
pneumatique ou ultrasonore, soit par un systéme de type disque tournant ou buse rotative. Les
microgouttelettes formées entrent en contact avec un flux d’air établi a co-courant (Figure
25), filtré, et chauffé. Les microparticules se forment dans la chambre de dessiccation par
vaporisation rapide et entrainement du solvant. Elles sont collectées a la base de cette
chambre apres séparation du flux d’air par passage dans un cyclone. Dans le cas du systéme a
contre-courant, la buse de nébulisation est située a la base de la chambre de dessiccation et les
microgouttelettes présentent donc initialement une vitesse et une trajectoire opposées au flux

d’air, ce qui améliore les transferts de chaleur et de matiere.

—
(@) acocourant {b) & contre-courant

Figure 25 : Configurations possibles d'un appareil de nébulisation-séchage (a : a cocourant ; b : a contre-courant)
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Le Tableau 10 et le Tableau 11 permettent de connaitre les limites de ce procédé.

Taille des particules
obtenues

Distribution

granulométrique

Ecart-type
Taux d’encapsulation
Rendement de

production’

Morphologie

Conclusion

Industrialisation

Exemple de réalisation

industrielle

Séchage a co-courant : 1 — 50 um
Séchage a contre-courant : 50 — 200 um (agrégation des petites particules)

Large

Egal au diamétre moyen

40 % m/m maximum

80— 98 %

Pertes dues a 1’adhésion des microparticules sur les parois de la chambre de
dessiccation et du conduit de transfert entre la chambre et le cyclone
Sphéres : une partie de la matiére active (de 30 a 60 %) peut étre localisée a
la surface des particules et n’est donc pas protégée d’ou sa libération
immeédiate une fois en contact avec un solvant de la matiére active.
Opération pas adaptée pour le masquage de golt ni pour stabiliser une

matiére vis-a-vis de I’oxydation par exemple.

Tableau 10 : Récapitulatif des caractéristiques du procédé de nébulisation — séchage

Facile

Besoin de maitriser de nombreux facteurs :

= concentration en matiére active ou en matériau enrobant

= taux global de matiére non volatile dans la formulation (de 3 a 40 %)

= viscosité de la formulation

= température d’entrée de I’air (40 — 200°C)

= débit de la formulation a nébuliser et sécher (de quelques millilitres a
quelques litres par minute)

Parlodel® LAR (Novartis), commercialisé sous forme de microspheres

injectables a libération prolongée de bromocriptine encapsulée dans des

copolymeres biodégradables d’acide lactique et glycolique (PLGA)

Tableau 11 : Industrialisation du procédé de nébulisation-séchage

"= masse de particules recueillies / masse de matiére séche dans la formulation initiale
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3.2.2.3.  Procédés chimiques

3.2.2.3.1. Polycondensation interfaciale

Ce procédé consiste a faire réagir deux monomeéres, I’un dans la phase dispersée, I’autre dans
la phase dispersante, afin d’obtenir une membrane de polymeére a la surface des gouttelettes

formées.

Dans le cas d’un PA lipophile, la premicre étape consiste a préparer une solution contenant le
PA et un premier monomeére dans un solvant organique puis de former une émulsion grace a
un tensioactif. On ajoute ensuite dans cette phase aqueuse le second monomere hydrosoluble

afin d’induire la réaction des deux monomeres a 1’interface huile/eau ou ils auront diffusé.

Pour un PA hydrophile, on forme une émulsion inverse (E/H) dans un solvant de température
d’ébullition élevée, a partir d’'une solution aqueuse PA/monomeére hydrosoluble. Puis le
monomeére organosoluble est ajouté dans la phase dispersante. La taille des microsphéres
obtenues est comprise entre 0,5 et 100 um et dépend principalement de 1’agitation du systeme,

de la vitesse d’ajout des deux monomeéres et de la cinétique de diffusion.

3.2.2.3.2. Polymérisation en milieu dispersé

Ces procédés permettent la formation de microparticules a partir de monomeres synthétiques.
IIs mettent en jeu une phase de formation des particules appelée nucléation suivie d’une phase
de croissance donnant lieu a des particules de type matriciel. Deux mécanismes principaux

sont a distinguer : la polymérisation en émulsion et la polymérisation en dispersion.

Dans le premier cas, une émulsion des monomeres en phase aqueuse est réalisée avant la
polymérisation, le PA étant préalablement solubilisé ou dispersé dans les monomeéres. La
réaction de polymérisation radicalaire ou anionique selon les monomeres utilisés s’initie
respectivement par I’ajout d’'un amorceur ou par simple contact avec la phase aqueuse. Les

particules obtenues ont un diamétre de 1 a 15 pm.

Dans le cas de la polymérisation en dispersion, la nucléation se fait en phase homogene, les
monomeres et le PA étant initialement solubilisés dans la phase continue. La croissance des
oligomeres suite a la polymérisation amorcée par un initiateur, donne lieu a leur précipitation

sous forme d’agrégats stabilisés par les tensioactifs présents dans la phase continue. Cette
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technique conduit a des particules de diametre nettement supérieur a celui des particules

obtenues par polymérisation en émulsion : de 100 nm a 5 um.

3.2.2.4. Conclusion

Les techniques classiques de préparation de systémes microparticulaires injectables a
libération controlée, telles que la méthode d’émulsion (H/E)/évaporation de solvant, la
coacervation en phase organique, ou la technique de double émulsion (E/H/E)/évaporation de
solvant, conduisent a 1’utilisation de solvants organiques. Ceux-ci nécessitent des étapes de
controle et de dosage des taux de solvants résiduels afin d’éviter tout effet secondaire au
patient. De plus, les autorités gouvernementales mettent en place des normes séveres pour
¢viter les normes de contamination de I’environnement par les solvants organiques inhérents
aux procédés de production et limiter voire supprimer 1’emploi de solvants organiques dans
les compositions pharmaceutiques. Enfin, dans les formulations de protéines, des problémes
de dénaturation induits par le contact avec les solvants et des phénomeénes indésirables

d’adsorption aux interfaces solvants/eau peuvent apparaitre.

3.2.3. Techniques d’encapsulation en FSC

Les techniques en milieu SC ont des principes de fonctionnement similaires aux techniques
réalisées de manicere conventionnelle. Les phénoménes physiques et/ou chimiques sont les
mémes. De la méme facon que pour la micronisation, les techniques d’encapsulation sont
classées en deux groupes, en fonction du role du CO, SC: solvant ou antisolvant. Un
troisieme groupe, a part, rassemble les techniques dans lesquelles le CO, SC joue le role
d’agent de dispersion du PA. Toutes les techniques utilisées pour la micronisation de PA sont

employées pour I’encapsulation de PA (RESS, GAS, SAS, PCA, ASES, SEDS, PGSS).

L’intérét de 'utilisation des FSC réside dans des distributions de taille des particules obtenues
moins larges, dans le taux d’encapsulation du PA, souvent meilleur par la formulation SC,
ainsi que dans 1’absence de solvant résiduel en fin de procédé. Du fait que la taille des
particules, leur morphologie, ainsi que le taux d’encapsulation infuent sur la libération du PA,
ces parameétres doivent étre contrdlés de la maniere la plus précise qu’il soit pour obtenir des
systetmes performants. La mise en ceuvre étant basée sur le méme principe que celle de la
micronisation, seules les différences et les étapes qui différent seront mentionnées dans les

descriptions qui suivent, ceci afin de ne pas faire de redite.
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3.2.3.1.  FSC utilisé comme solvant

3.2.3.1.1. RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solution)

Cette méthode s’apparente au spray-drying puisqu’il s’agit de I’atomisation d’une solution de
FSC contenant le matériau d’enrobage et le PA. Cette solution est nébulisée dans un milieu de
pression inférieure au point critique, entrainant I’expansion brutale du fluide se trouvant
initialement a 1’ « état SC » et la précipitation des solutés sous forme de microsphéres. En
effet, nous avons vu précédemment que grace aux propriétés du FSC, une forte diminution de
la densité du solvant peut étre obtenue par un léger changement de pression, donnant lieu a
une forte diminution de la solubilité des composés initialement dissous. Le procédé RESS est
donc utilisé pour 1’encapsulation de PA par co-précipitation d’un polymeére et d’un PA ce qui
permet de former en une seule étape des microspheres(44)(45). Ce procédé, simple
d’utilisation, est potentiellement utilisable avec tout type de substance et peut servir a
fabriquer des systémes a libération controlée. L’inconvénient de cette méthode serait qu’il
faut disposer de PA et de polymeéres trés solubles dans le FSC, ce qui est rarement le cas
puisque la plupart des polymeres sont peu solubles dans le FSC. On peut cependant améliorer

la solubilité d’un polymeére dans le FSC par ajout d’un cosolvant.

3.2.3.1.2. Autres procédés

Un procédé moins brutal consiste a dissoudre dans un autoclave le matériau d’enrobage dans
le FSC puis a ajuster les conditions de température et de pression de maniere a ce qu’il
précipite autour de la matiere active en suspension. Ce procédé se rapproche du procédé de

coacervation simple et permet 1’obtention de microcapsules.

Un autre procédé dit d’« imprégnation » consiste a charger de matiere active des particules de
polymeére préformées. La premicre phase de ce procédé consiste a augmenter la porosité des
particules par gonflement du polymere exposé au fluide SC. Puis, du FSC contenant le PA est
introduit entrainant le transfert de ce dernier vers la phase polymére. Enfin, le FSC est évacué
de manicre progressive provoquant le piégeage du PA a I’intérieur des particules. Cette
technique est intéressante de par le fait qu’elle se déroule a température ambiante et permet un
controle précis de la taille étant donné que les particules sont préparées avant d’étre chargées

en PA.
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3.2.3.2.  FSC utilisé comme antisolvant

Les procédés utilisant les FSC en tant que non solvant, peuvent s’assimiler aux procédés de
coacervation en milieu liquide, avec I’avantage de limiter les traces de solvant résiduel. Ils
permettent d’encapsuler des composés tels que les peptides et les protéines, non solubles dans
le FSC ou trop fragiles pour subir I’expansion rapide du procédé RESS. Dans chacun des cas,

le matériau d’enrobage est dissous dans le solvant en méme temps que le PA.

3.2.3.2.1. SAS

Une fois que le FSC est additionné au PA et au matériau d’enrobage en solution, il est
maintenu a haute pression puis détendu, ce qui conduit a la sursaturation de la solution et a la
précipitation du soluté. Ce procédé n’est pas approprié pour 1’encapsulation d’ingrédients

solubles dans I’eau car 1’eau est faiblement soluble dans les FSC.

3.2.3.2.2. ASES (Aerosol Solvent Extraction System)

Ce procédé consiste a dissoudre et/ou disperser le matériau enrobant et le PA dans un solvant
organique puis a atomiser I’ensemble dans une colonne ou circule le FSC. Une extraction
rapide du solvant que I’atomisation a dispersé sous forme de gouttelettes dans le FSC est alors

observée, précipitant le matériau d’enrobage sur le PA et entrainant I’encapsulation.

3.2.3.3. PGSS et CriticalMix®

Le procédé PGSS est particulierement adapté pour encapsuler des produits sensibles tels que
les protéines. Il a permis aussi de travailler sur I’insuline, la calcitonine ou la RNase avec une

perte d’activité fonctionnelle et d’intégrité structurale minimales.

La technologie CriticalMix® utilise le CO, SC pour encapsuler des médicaments dans une
matrice biodégradable (des polymeres biocompatibles) dans le but d’obtenir des médicaments
a libération prolongée. Elle emploie la technique PGSS : le polymeére et le PA sont conduits
avec du CO, dans une enceinte chauffée et pressurisée. La liquéfaction du polymere par le
CO; SC permet le mélange du PA dans le polymere. L’ensemble est ensuite dépressurisé a
travers une buse et le polymere se solidifie en piégeant le PA, formant des microparticules
homogenes de PA et de matrice. Ce procédé se fait en une seule et fonctionne a des

températures ambiantes. Il est donc adapté a I’encapsulation de PA labiles, comme les
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protéines. Les protéines peuvent étre encapsulées avec un taux d’encapsulation de 100 %.
Aucune dégradation ni d’agglomération et aucun effet sur les structures secondaires et
tertiaires des protéines. Enfin, le PA et le matériau d’enrobage ne doivent pas étre solubles

dans le FSC.

3.2.3.4.  Les procédés brevetés

Les procédés brevetés décrits ci-apres ne sont pas les seuls a exister mais c’est ceux que nous
évoquerons dans la suite de cette thése, c’est pourquoi il nous a semblé important de les
décrire dans cette partie. D’autres procédés ont été développés par des entreprises, une partie

est répertoriée a la fin de ce travail (chapitre 4, Tableau 18).

3.2.3.4.1. Formulcoat ® (Pierre Fabre)

Le Centre de Développement Fluides Supercritiques des laboratoires Pierre Fabre propose une
technologie nouvelle (Formulcoat®) qui consiste a enrober un PA solide dans un agent
enrobant lipidique, conduisant & un enrobage uniforme et homogéne, sans agglomération. Le
CO; SC est dissous dans un agent enrobant fondu puis le mélange est dépressurisé sur un flux
continu de PA solide. Cela entraine la détente du CO; et la solidification de 1’agent enrobant a
la surface du PA. La principale application est le masquage de golit de composés
pharmaceutiques mais Formulcoat® peut également étre utilis€ pour des relargages différés,
pour stabiliser des formulations ou pour favoriser la solubilisation du PA. Les principaux
avantages sont :

e L’absence de solvant organique durant le procédé d’enrobage

e La possibilité d’enrober des particules <50 pm

e Aucun stress mécanique

e Procédé basse température

¢ Cotts de production intrinséquement bas

3.2.3.4.2. Formuldisp ® (Pierre Fabre)

L’invention proposée par les laboratoires Pierre Fabre (Formuldisp®) concerne un procédé
batch d’imprégnation d’un excipient pharmaceutique polymérique non poreux par une

substance active, caractérisé par trois €étapes successives. Le but de I'imprégnation n’est pas
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seulement d’augmenter la dissolution du PA en milieu aqueux, mais d’obtenir une forme

amorphe stabilisée du PA.

La premicere étape consiste a mélanger le PA hydrosoluble sous forme cristalline avec
I’excipient polymérique non poreux, solide et insoluble dans le CO, SC et dans I’eau, a
température et pression ambiantes. L’excipient et le PA sont uniformément répartis dans le
mélange final. Cette étape se fait dans un mélangeur a tambour, un mélangeur convectif, un
mélangeur fluidisé ou un mélangeur statique. Le mélange obtenu est ensuite introduit dans un
réacteur fermé, de type autoclave par exemple, de mani€re concomitante ou successive avec le

CO,.

La deuxieme étape consiste en une mise en contact en mode statique, sans agitation, du
mélange a une pression entre 80 et 170 bar, a une température entre 31 et 90°C pendant 1 a 6
heures : c’est ’étape de diffusion moléculaire. L’utilisation de CO, SC évite 1’utilisation d’un
solvant organique qui aurait du é&tre ensuite ¢€liminé de 1’excipient pharmaceutique
polymérique imprégné obtenu. Cette étape peut par exemple se faire dans un réacteur fermé,

de type autoclave.

La dernicre étape est la récupération d’une poudre seche, formée par I’excipient polymérique
imprégné par le PA par dépressurisation et refroidissement du réacteur. Le PA imprégnant
I’excipient polymérique se trouve sous forme amorphe, donc il y a eu une modification
physique de celle-ci lors de son imprégnation. Sous ’effet de 1’augmentation de la pression et
de la température dans la deuxiéme étape, 1’excipient polymérique non poreux a une
augmentation de la mobilité de ses chaines polymériques, ce qui permet la pénétration de la

substance active dans 1’excipient et donc son imprégnation par la substance active.

Les inventeurs de ce procédé proposent une technique alliant les avantages de 1’utilisation
d’une étape de diffusion moléculaire en mode statique avec du CO, SC, en évitant toutefois
quelques inconvénients que les études précédentes ont comme par exemple :
e la nécessité d’utiliser un excipient poreux,
e la nécessité de mettre en place des étapes supplémentaires (lavage supplémentaire,
pulvérisation, ...),
e des conditions de température et de pression élevées,

e J’utilisation de I’agitation.
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La deuxiéme étape du procédé se fait sans agitation, ce qui rend le procédé facilement
industrialisable : en effet, 1’utilisation d’une agitation dans un réacteur sous haute pression
n’est possible qu’au stade de laboratoire et non au stade industriel. En effet, le moteur, a
pression atmosphérique, doit transmettre un mouvement a un arbre d’agitation sous pression,
et il est donc difficile d’assurer 1’étanchéité autrement que par un entrainement magnétique.

Cela limite les possibilités en termes de couple d’agitation.
3.3. La formation de liposomes
3.3.1. Introduction

La premiére personne a avoir volontairement fabriqué des liposomes est Bangham en 1965.
Les liposomes sont des vésicules constituées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques
organisées entre deux compartiments aqueux. IIs se forment spontanément quand des lipides
(en général des phospholipides) sont dispersés dans un milieu aqueux. Il existe des liposomes
de deux types : unilamellaires (une couche lipidique) et multilamellaires
(plusieurs couches lipidiques). Leur taille varie de 20 nm a plusieurs
dizaines de um. Lorsque des protéines sont insérées dans leur matrice,

on parle alors de protéoliposomes (46).

4

{ Les phospholipides sont des molécules amphiphiles qui possédent une

téte polaire et une queue apolaire (Figure 26, Figure 27). Ils font partie

o= I de la famille des glycérolipides Les glycérolipides sont construits a partir
|

N “Ne—="i_, du glycérol, dont deux fonctions alcool ont été estérifiées par des acides

H, Ha i
)

' gras qui forment la zone apolaire (hydrophobe) de la molécule de

&
Figure 26 : Schéma
développé d'une molécule
de phospholipide

constitue la téte polaire (hydrophile) du lipide. Dans le cas des phospholipides, il s’agit du

phospholipide. La troisieme fonction alcool porte un groupe polaire, qui

groupe phosphate, lui-méme estérifi¢ par différents groupements, souvent azotés (Figure 26).
Les acides gras possédent généralement 16 ou 18 atomes de carbone et peuvent comporter
une ou plusieurs insaturations. Tous les phospholipides ne peuvent pas étre utilisés pour la
fabrication de liposomes. Seuls ceux dont Il'encombrement stérique des chaines

hydrocarbonées est voisin de celui de la téte polaire conviendront.

En milieu aqueux, l’organisation la plus stable est celle qui permet de minimiser les

interactions entre composantes hydrophobes et molécules d’eau. Les phospholipides
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s’organisent le plus souvent en bicouches avec les queues apolaires au centre de la bicouche
non accessible a 1’eau et les tétes polaires exposées au milieu aqueux. Cette structure est

refermée sur elle-méme en une vésicule : ¢’est le liposome (Figure 28).

- liposome
téte we

hydrophile

queues
hydrophobes

phospholipid
molecule

Figure 27 : Structure d'un phospholipide Figure 28 : Structure du liposome

On peut piéger des molécules variées dans un liposome en les stockant dans la phase aqueuse
interne si ces molécules sont hydrophiles ou en les solubilisant dans la membrane si elles sont
hydrophobes. IIs peuvent étre utilisés comme vecteurs de molécules actives et sont
particulierement adaptés aux PA qui ont besoin d’étre ciblés ou qui sont particulierement

fragiles, comme les protéines.

Les propriétés de la membrane d'un liposome fabriqué a partir de phospholipides naturels sont
trés proches des propriétés des membranes naturelles. Ils sont alors sans danger pour les
traitements médicaux et ils peuvent véhiculer des médicaments vers les zones a traiter. Le
libre passage de macromolécules d’un compartiment a 1’autre est empéché, au contraire de
celui de quelques solutés hydrophobes ou de petits solutés hydrophiles qui diffusent librement

au travers de la bicouche (46).

Ces structures phospholipidiques sont pour le moment encore peu développées au niveau
industriel quelle que soit la méthode de préparation (46), puisqu’elles sont peu stables et une
grande partie est captée par le systéme immunitaire. En 2004 (47), deux traitements
employant des liposomes ont recu une AMM : Ambisome® de Nektar (amphotéricine B,
traitement intraveineux des infections fongiques) et Myocet® d’Elan (doxorubicine,

traitement du cancer du sein).
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Les liposomes peuvent véhiculer des médicaments dans 1’organisme. Suivant la nature du
médicament, sa localisation au niveau du liposome est différente. Si le médicament est soluble
dans I’eau, il est encapsulé dans le volume intraliposomal, alors que s’il est hydrophobe, il est
dissous dans la phase lipidique. S’il est amphiphile, le composé est localisé au niveau de

I’interface téte polaire/queue hydrophobe des phospholipides.

Le PA est alors délivré dans la cellule. Certains liposomes, capables de fusionner avec la paroi
bactérienne, peuvent étre administrés directement par inhalation et favorisent de fagon
marquée la pénétration de ’agent antimicrobien dans les micro-organismes et améliorent
I’efficacité du PA en prolongeant sa durée de vie. Le médicament peut étre aussi délivré
lentement et de manicre continue par le liposome vers les cellules cibles sans qu’il ne pénétre
dans les cellules. Ainsi, la morphine, composé amphiphile, peut étre encapsulée dans des
liposomes multilamellaires. Apres injection de ces liposomes a 1’endroit souhaité, la morphine
diffuse lentement au travers des nombreuses bicouches avant d’étre libérée de fagon passive et
continue dans le milieu. L’emploi de liposomes permet de prolonger I’action de la morphine
et de réduire sa concentration locale et donc sa toxicité et ses effets secondaires. Les
liposomes sont rapidement éliminés de la circulation par les macrophages. Ils s’accumulent
dans le foie et la rate, ce qui limite leur utilisation pour traiter des affections au niveau
d’autres organes. Par contre, le traitement des affections spécifiques du foie et de la rate est
plus facile via les liposomes. Pour augmenter le temps de vie des liposomes dans la
circulation, une composition lipidique spéciale doit étre utilisée afin d’éviter la phagocytose.
L’addition de gangliosides ou de polyéthyléneglycol augmente le temps de circulation. Les
liposomes peuvent aussi €tre utilisés comme vecteurs de thérapie génique par encapsulation
d’un geéne ou d’un plasmide. Malgré les avancées effectuées ces dernicres années, I’emploi de
liposomes comme vecteurs de matériel génétique reste limité. L’efficacité de transfection est
plus faible qu’avec les vecteurs viraux, en particulier des problémes de ciblage du noyau sont

observés et le temps d’expression du gene est souvent trop court.
3.3.2. Préparation des liposomes par les techniques conventionnelles

Toutes les techniques de préparation des liposomes ont en commun trois étapes :
e ['évaporation du solvant de la phase lipidique
e la dispersion des lipides dans un milieu aqueux

¢ la purification des liposomes formés

79



Chapitre 2 : Techniques de formulation du PA visant & modifier sa biodisponibilité et son absorption

La préparation doit se dérouler dans des conditions de température dépendant de la nature du
(des) lipide(s) choisi(s). En effet, les liposomes ne se forment qu’a une température supérieure
a celle de leur transition de phase. Une agitation est souvent nécessaire pour améliorer les
résultats. Dans un milieu aqueux, le film lipidique s’hydrate et les phospholipides s’associent
de maniére a ne pas exposer leurs chaines acyles au solvant : il en résulte la formation de
bicouches, qui se referment en emprisonnant du solvant. Des bicouches peuvent enfermer
d’autres bicouches de plus petite taille. Ainsi, lors de cette préparation, des liposomes
multilamellaires se constituent en bicouches lipidiques concentriques et séparées, les unes des
autres, par des couches d’eau. Ces liposomes ont des tailles trés hétérogenes et possedent un
volume aqueux interne relativement faible par rapport au poids du lipide. Un traitement
physique doit leur étre appliqué pour les transformer en vésicules de taille homogene, formées
d’une seule bicouche lipidique entourant un milieu aqueux. Suivant le traitement appliqué, les

vésicules peuvent étre de petite taille ou de grande taille.

La principale différence entre les techniques de préparation est la maniére dont les
constituants membranaires sont dispersés dans le milieu aqueux avant la phase de coalescence
qui conduit a la formation de la membrane. On rencontrera trois modes de dispersion des
phospholipides : la dispersion physique, la dispersion en deux phases et la solubilisation par
un détergent. Quand on utilise des liposomes pour piéger des substances actives, il est
indispensable d'éliminer 1'excés de substance qui n'a pas été encapsulée. A partir de 1a, on
pourra estimer le pourcentage d'encapsulation et étudier ensuite le relargage du soluté en

fonction du temps ou des conditions du milieu.

Les méthodes conventionnelles de préparation des liposomes sont des méthodes simples a
mettre en ceuvre. Cependant, ces méthodes ont souvent été étudiées et appliquées sur de petits
volumes de solution et il existe donc peu d’¢léments pour les extrapoler. Nous ne ferons donc
que citer ces méthodes de préparation des liposomes, sans les décrire en profondeur, puisque

peu utilisées dans le cadre de la formulation de médicaments.

La méthode de Bangham consiste a solubiliser des phospholipides dans un solvant organique
puis d’évaporer ce solvant jusqu’a formation d’un film phospholipidique. Ce film est hydraté
par ajout d’une solution aqueuse sous agitation pour former les liposomes. Le diametre des

liposomes obtenus est de I’ordre de 0,05 & 10 um.
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La méthode d’¢limination du solvant repose sur le méme principe que la méthode de
Bangham. Cette méthode permet de produire des liposomes avec une taille comprise entre 0,1

et 1 pm.

Les méthodes d’injection ont pour principe la dissolution des phospholipides dans une phase
organique, suivie par 1’injection de cette solution dans une solution aqueuse chauffée pour
former des liposomes. Ces méthodes produisent des liposomes avec un diameétre moyen

compris entre 0,03 et 0,11 pm.

La méthode d’évaporation du solvant en phase inverse permet d’organiser les phospholipides
en micelle inverse dans un milieu solvant organique/eau (faible proportion d’eau). Puis, lors
de I’¢limination du solvant, les micelles inverses deviennent des micelles normales puis des

liposomes.

Enfin, dans la méthode de I’émulsion double, une émulsion E/H est formée par ajout d’une
faible quantité d’eau dans un solvant organique contenant les phospholipides solubilisés.
Cette émulsion est agitée pour disperser les gouttes d’eau dans la phase organique. Ensuite,
cette émulsion est placée dans un grand volume de phase aqueuse et agitée, de fagon a former
une émulsion double E/H/E. Du diazote, appliqué sous forme de courant dans 1’émulsion
double permet d’éliminer le solvant organique et de former des liposomes. Les liposomes

formés ont un diametre moyen de 0,05 pm.

La plupart de ces méthodes utilisent des solvants organiques toxiques. La nocivité de ces
solvants est réelle et sans comparaison avec celle de 1’éthanol utilis¢é comme solvant dans la
plupart des procédés SC de formation des liposomes comme nous le verrons par la suite.
Enfin, P'utilisation de ces solvants requiert une étape supplémentaire pour s’assurer que les
liposomes formés sont exempts de traces de solvant résiduelles, d’ou la mise en ceuvre d’étape
de post-traitement. Les nombreuses étapes de mise en forme compliquent la transposition
industrielle, c’est pourquoi ces méthodes ne sont pas envisageables pour des applications

pharmaceutiques a grande échelle.

3.3.3. Préparation des liposomes en FSC et avantages

La formation de liposomes a I’aide des FSC fait appel a des opérations de contact et de

dépressurisation en profitant de la solubilité des phospholipides dans les mélanges CO,
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SC/cosolvant, et le grand changement de volume atteint lors de I’expansion du CO,. La
solubilité¢ limitée des phospholipides et de substances médicamenteuses lipophiles dans le
CO; SC nécessite souvent 1’addition d’un cosolvant tel que I’éthanol, peu toxique et autorisé¢

dans les préparations injectables (2).

Toutes les techniques utilisées pour la micronisation de PA sont employées pour la formation
de liposomes (RESS, GAS, SAS, PCA, ASES, SEDS, PGSS). La mise en ceuvre étant
proches de celles de la micronisation, seules les différences et les étapes qui différent seront

mentionnées dans les descriptions qui suivent, ceci afin de ne pas faire de redite.

3.3.3.1.  FSC utilisé comme solvant

3.3.3.1.1. Méthode de décompression et méthode de I’injection

Plusieurs auteurs décrivent des procédés qui différent 1égerement et obtiennent des résultats
parfois trés différents. Par exemple, Castor et al. (48)décrivent deux procédés batch, qui
différent par ’introduction de la phase aqueuse : la méthode de décompression et la méthode
de I’injection. Deux autoclaves servent a la solubilisation des composés avec le CO, SC et a la

formation des liposomes dans les conditions ambiantes.

Dans la méthode de la décompression, le mélange phospholipides/cosolvant (éthanol)/PA
hydrophobe/solution aqueuse est solubilisé dans le CO, SC. S’en suit une détente a travers
une buse et la formation de la suspension liposomiale. Les liposomes formés sont

unilamellaires avec un diamétre entre 0,01 et 0,3 pm.

Dans la méthode de [I’injection, le mélange phospholipides/cosovant (éthanol)/PA
hydrophobe/CO, SC est détendu a travers une buse dans le second autoclave contenant la
solution aqueuse. Les liposomes formés sont multilamellaires de diameétre compris entre 0,06

et 2 pm.

3.3.3.1.2. Evaporation supercritique en phase inverse

Otake et al. (49)ont élaboré I’évaporation SC en phase inverse : les phospholipides et le
cosolvant sont introduits dans une cellule a volume variable puis a injecter le CO, tout en
chauffant. Une fois 1’équilibre atteint, une solution aqueuse est ajoutée lentement dans la
cellule. On laisse alors le systeme a I’équilibre pour que 1’agent enrobant se dissolve dans le

CO; SC pour former une solution homogene. On diminue lentement la température puis on
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dépressurise jusqu’a pression atmosphérique pour obtenir des particules de PA revétues d’une
couche uniforme de phospholipides. Au cours de la dépressurisation de la cellule, des

liposomes unilamellaires de taille entre 0,1 et 1,2 um se forment.

3.3.3.1.3. Autres méthodes

A D’échelle de laboratoire (50), une méthode de développement de petits liposomes a été
¢laborée. Cette méthode permet d’utiliser quinze fois moins de solvant organique que les
méthodes conventionnelles en ayant le méme taux d’encapsulation. La longueur et le diamétre
interne du capillaire d’injection influencent le volume d’encapsulation, [’efficacité
d’encapsulation et la taille moyenne des liposomes. En utilisant ce procédé, on peut
encapsuler des PA hydrophobes comme des taxoides, du cisplatine, de la vincristine ou de la

doxorubicine.

3.3.3.2.  FSC utilisé comme antisolvant

La encore, les méthodes de préparation de liposomes avec les méthodes antisolvant sont
identiques a celles utilisées pour la micronisation de particules. Pour cette raison, nous

invitons le lecteur a se référer aux méthodes présentées dans ce chapitre (2.2.2)

Le Tableau 12 permet de comparer les procédés solvant et anti-solvant pour la formation de
liposomes. Certes les procédés solvant permettent d’obtenir des particules de taille inférieure
a celles obtenues par les procédés antisolvant, mais les procédés antisolvant sont plus adaptés
a la formulation de produits a visée thérapeutiques : conditions opératoires plus douces et

possibilité d’opérer en mode continu.

Procédés solvant Procédés anti-solvant

Type Batch Batch et semi-continus
Pression de travail 165 — 300 bar 95 — 160 bar

Température de travail 41 - 65°C 35-62,5°C

Cosolvant Ethanol Ethanol et autres (méthanol,
chloroforme, dichlorométhane)
Dispositif Compact

Liposomes obtenus 10 — 100 nm De I’ordre du pm

Perspective Développement et amélioration Visée thérapeutique

du procédé

Tableau 12 : Comparaison des procédés solvant et anti-solvant pour la formation de liposomes

&3



Chapitre 2 : Techniques de formulation du PA visant & modifier sa biodisponibilité et son absorption

3.4. L’inclusion dans des complexes : les cyclodextrines
3.4.1. Généralités

Des molécules capables de former des complexes par encapsulation moléculaire comme les
CD sont de plus en plus utilisées. Les médicaments sont souvent des molécules hydrophobes,
ce qui peut poser des problémes d'assimilation par voie orale lors de la digestion. La
complexation des PA avec des CD permet de mieux controler leur passage dans le circuit
sanguin ou la progressivité de leur diffusion. De plus, par greffage de certains groupements
chimiques, on peut rendre amorphes ces CD, d’ou I’augmentation de leur solubilité¢ dans I’eau

et dans les solvants organiques (51).

Les CD sont des oligosaccharides cycliques formés d'unités de a-D-glucopyranose reliées par
des liaisons (a-1,4) et formant une cavité centrale relativement hydrophobe car délimitée par le
squelette hydrocarboné et les molécules d’oxygéne des unités de glucose. La présence des
groupements hydroxyles vers I’extérieur leur confére un caractére hydrophile. En raison de
l'absence de rotation libre autour des liaisons reliant les unités de a-D-glucopyranose, les CD

ne sont pas parfaitement cylindriques mais ont une forme plutot torique ou conique.

Les CD les plus courantes sont de trois types (Figure 29) :
e les a-CD (Alfadex) contenant 6 unités de glucopyranose
e les B-CD (Betadex) contenant 7 unités de glucopyranose

e les y-CD contenant 8 unités de glucopyranose
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Figure 29 : Structure de 'a, f et y-CD

Lorsqu’elles sont en solution, leur cavité étant apolaire (hydrophobe), les molécules d’eau se

trouvent chassées et des molécules apolaires, peu solubles dans 1’eau, peuvent venir se loger
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dans cette cavit¢ par des liaisons non covalentes. Elles sont alors utilisées comme
solubilisants de substances peu hydrosolubles. En effet, la surface externe de la CD reste
polaire, ce qui lui confere une bonne solubilité dans 1’eau. Ainsi, il est possible de solubiliser
le complexe en milieu aqueux en protégeant la molécule lipophile incorporée. La plupart des
médicaments étant des molécules organiques de faible polarité, on comprend alors
’utilisation potentielle de ces composés comme vecteurs de médicaments. Ainsi, une
molécule de classe II ou IV selon la classification BCS (Figure 8), pourra « devenir » une
molécule de classe I si elle est incluse dans une CD. Ces CD permettent parfois de multiplier
la solubilité¢ du PA par 50 (52) et donc sa biodisponibilité (ex : Brexin® (antiinflammatoire)).
Le taux d’inclusion est défini comme suit :
quantité de PA totale — quantité de PA libre

0 d’ i l I = 100
oage d inclusion quantité de PA totale i

On comprend donc qu’une molécule hydrophobe de taille adaptée pourra venir s’insérer dans
la CD et présenter ainsi une solubilit¢ apparente grandement augmentée. Chaque anneau
n'accueille en général qu'une molécule lipophile ; ainsi, en fonction de la taille de celle-ci, on
peut accommoder la taille de 1a CD appropriée (o, B ou y). Les B-CD sont le plus souvent les
mieux adaptées a une majorité de PA. Cependant, les CD naturelles, et en particulier la -CD,
présentent une solubilité dans I'eau limitée (53). Aussi, par alkylation ou hydroxyalkylation
d'un ou plusieurs groupements hydroxyles des molécules de glucose, on obtient des CD
synthétiques dont la solubilité¢ dans 1'eau est améliorée (53). L'une des principales raisons de
cette augmentation de la solubilité est la transformation de la CD cristalline en une forme

amorphe plus aisément soluble (53).

Lorsque le complexe est administré par voie orale et qu'il atteint la lumiere intestinale, le fait
que le PA ne soit pas li¢ a la CD de fagon covalente permet une libération aisée grace au
caractere lipidique des cellules intestinales, qui ont une affinité pour le PA plus importante
que la CD. Par ailleurs, la présence d'un agent de compétition (qui peut €tre un excipient ou

une substance endogene) facilite la dissociation du complexe et donc 'absorption du PA.

Afin d’illustrer I’intérét de la complexation de molécules thérapeutiques avec des CD, nous
allons décrire quelques applications thérapeutiques de cette forme innovante. Bien que les CD
et le CO, SC aient débouché séparément sur de nombreuses applications pharmaceutiques,

peu de publications associent ces deux sujets, hormis dans le domaine de la séparation chirale
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ou les CD sont couramment utilisées comme phase stationnaire. Ce n’est que vers la fin des
années 1990 que les premiéres publications concernant la formation de complexes d’inclusion

en milieu SC entre des composés pharmaceutiques et des CD sont apparues.

L’itraconazole est un antifongique triazolé actif par voie orale, soluble dans les solutions
aqueuses de faible pH, mais particuliérement insoluble dans les conditions de pH
physiologiques. On peut alors inclure 1’itraconazole dans deux molécules de CD pour voir une

biodisponibilité augmentée du médicament administré sous forme solide par voie orale (54).

La cyclosporine A est un immunosuppresseur synthétisé par un champignon (Tolypocladium
inflatum), utilisé dans la lutte contre le rejet d’organes, suite a une transplantation. Cette
molécule a une trés faible biodisponibilité par voie orale, avec des concentrations sanguines
variables selon le type d’alimentation associé a la prise du médicament. Il est nécessaire de
pouvoir contrler sa concentration afin d’assurer au patient une activité immunosuppressive
correcte du médicament. L’inclusion du PA dans une CD permet a la fois de stabiliser les
concentrations plasmatiques du médicament et/ou d’obtenir la libération prolongée du

médicament (54).

En thérapie génique, les CD pourraient étre une alternative de choix dans I’inclusion d’actifs
nucléotidiques, de par la souplesse de leur structure, leur grande capacité de stockage et leur
faible toxicité, En revanche, les résultats obtenus quant a leur efficacité n’ont été obtenus
qu’in vitro et in vivo, leur efficacité reste inférieure a celle des vecteurs viraux. Les
complexes obtenus par CO, SC présentent des caractéristiques de structure différentes de

celles obtenues par les techniques conventionnelles.
3.4.2. Techniques conventionnelles d’inclusion dans des cyclodextrines

Il s'agit en premier lieu de sélectionner la CD qui s'adapte le mieux au PA. Il faut alors tenir
compte de plusieurs parametres :

e lataille de la molécule de CD doit étre adaptée a celle du PA.

e l'augmentation de la solubilit¢ du PA dans I'eau par la formation de complexe doit étre
significative. Par exemple, 1'hydroxypropyl-B-CD (HP-B-CD) (substitution des
groupements hydroxyle des molécules de glucose par des groupements
hydroxypropyle), est 30 fois plus soluble dans l'eau que la B-CD et est moins sensible

aux amylases intestinales.
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e la stabilit¢ du complexe formé doit étre suffisante. Ainsi, la diméthyl-B-CD permet la
formation de complexes qui présentent une trés bonne stabilité en milieu aqueux de part

le caractere trés hydrophobe de sa cavité en comparaison avec les autres CD.

Le choix de la CD étant fait, 1'incorporation du PA est en général obtenue par addition d'un
exces de la molécule lipophile a une solution aqueuse de CD (53). La suspension est alors
agitée pendant une durée pouvant aller jusqu'a une semaine a la température désirée. Il est
parfois possible de raccourcir le procéd¢ d'incorporation en formant une solution sursaturée

par sonication suivie d'une précipitation a la température désirée (53).

Afin d'optimiser l'incorporation du PA dans la CD, il est nécessaire de réaliser :

e l'optimisation de la quantit¢ de CD ajoutée au PA : elles ne doivent pas étre en exces
dans la solution par rapport a la quantité de PA pour permettre la présence d'une plus
grande proportion de molécules lipophiles libres, donc absorbables, dans le liquide
gastro-intestinal (55),

e l'obtention d'une dissolution optimale du complexe,

e l'optimisation de la libération du PA,

e l'obtention d'une constante de stabilité importante car les molécules de CD libres (ne
formant pas de complexes) sont susceptibles d'arracher des composants lipophiles de la

membrane et perturber ainsi l'absorption du PA.

Il s'agira, enfin, lors du choix des excipients, de s'assurer qu'ils ne perturbent pas la
complexation du PA et de la CD. Il a en effet été prouvé par exemple que l'éthanol et le
propylene glycol réduisent la complexation de la testostérone et de l'ibuproféne en milieu

aqueux (53).

3.4.3. Techniques en FSC

Si la molécule a encapsuler est relativement soluble dans le CO, SC, la complexation peut
étre réalisée en faisant percoler le mélange SC a travers un lit de CD, celle-ci étant insoluble
dans le CO,. C’est ce qu’ont réalisé Charoenchaitrakool et al.(56) avec I’ibuproféne. En
revanche, une molécule insoluble dans le CO, SC devra étre co-cristallisée avec la CD lors

d’un procédé SAS.
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3.43.1. Les procédés brevetés

Les procédés brevetés décrits ci-apres ne sont pas les seuls a exister mais c’est ceux que nous
évoquerons dans la suite de cette thése, c’est pourquoi il nous a semblé important de les
décrire dans cette partie. D’autres procédés ont été développés par des entreprises, une partie

est répertoriée a la fin de ce travail (Tableau 18).

3.4.3.1.1. Formulplex® (Pierre Fabre)

Le Centre de Développement Fluides Supercritiques des laboratoires Pierre Fabre a mis au
point un nouveau moyen d’obtenir des complexes d’inclusion par CD en milieu SC
(Formulplex®). Cette nouvelle technologie présente de nombreux avantages dont celui de
pouvoir travailler en conditions douces et sans solvant et de réaliser d'importantes économies
d'énergie (57). C'est un procédé batch, sans agitation, utilisant seulement du CO, pressurisé et
une petite quantité d'eau. Les avantages sont nombreux par rapport aux techniques
conventionnelles :

e Une seule étape,

e Rendement de 100%,

e Sans solvant,

e Colts et investissements réduits,

e Réaction simple et reproductible,

¢ Changement d'échelle facile.

Les CD utilisées dans les formulations sont de plusieurs types : les CD naturelles a, B et v,
I'HP-B-CD, la méthyl-B-CD RAMEB (méthylée partiellement et randomisée). Formulplex®

est alors considérée comme la premicre étape de la formulation du médicament.

3.4.3.1.2. Separex

Les laboratoires francais Separex ont décrit la fabrication de trés fines particules de PA
insoluble ou treés peu soluble dans les solutions aqueuses, inséré dans une CD ainsi que d’un
dispositif permettant la mise en ceuvre de ce procédé (51). Ils utilisent les a, B et y-CD ainsi
que des CD greffées. Le procédé¢ consiste a mettre en solution du PA dans un premier solvant
liquide et les molécules hotes dans un deuxiéme solvant liquide, puis de mettre en contact ces

deux solutions grace a un FSC. Cette mise en contact permet de diminuer le pouvoir solvant
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des solvants liquides et de faire précipiter, par effet antisolvant, les CD qui y sont dissoutes
(Figure 30). On extrait ensuite les solvants résiduels par le FSC et on récupére enfin les
particules générées sous forme de poudre séche.

!

37

I\“w

Figure 30: Schéma de l'installation utilisée par Separex (1. Chambre d'atomisation ; 3. Buse de pulvérisation ; 5. Canalisation ; 7. Réservoir
de stockage ; 8. Entrée d'appoint de CO, ; 9. Pompe ; 11. Echangeur ; 13 : Réservoir de PA dans solvant ; 14 : Filtre ; 15 : Pompe ; 17.
Conduite ; 19 : Réservoir de molécule hote dans solvant ; 21. Pompe ; 23 : Conduite ; Sortie du FSC ; 27 : Vanne de régulation ; 29. Filtre ;
31. Séparateur de type cyclonique ; 33. Eléments de soutirage ; 35. Condenseur ; 37 : Conduite reliant le séparateur au réservoir de stockage)

(5D

Une des variantes du procédé décrit ci-dessus est de dissoudre le ou les PA avec les CD dans
un solvant puis d’introduire le mélange dans un récipient sous pression. Celui-ci est ensuite
balayé par un FSC. La mise en contact entre le complexe PA/CD et le FSC permet de réaliser
simultanément la précipitation et le séchage des particules dans des conditions douces, ce qui
est nécessaire pour 1’encapsulation de produits fragiles comme les protéines. Cette mise en
contact est soit effectuée par introduction du FSC dans un autoclave contenant la solution, soit
par pulvérisation de(s) solution(s) a travers une ou plusieurs buses dans un autoclave balay¢
par le FSC. Au cours de ’opération, le flux de FSC entraine le solvant dans lequel sont
dissous le PA et la CD, ce qui a pour effet d’augmenter leur concentration a sursaturation,
provoquant la précipitation des produits sous forme complexée. On sépare ensuite les
particules du FSC contenant les solvants organiques par passage au travers d’un filtre disposé
au fond de la chambre d’atomisation. Le solvant est séparé du fluide par les ¢éléments de
soutirage et le CO,, débarrassé en grande partie du solvant, est recyclé. Lorsque la quantité de
particules fixées sur le filtre en bas de la chambre d’atomisation est suffisante, on interrompt
le pompage des solutions de PA et de molécule hote. On peut ensuite éliminer les faibles

quantités de solvant présent dans les particules en faisant percoler a travers le lit de particules

&9



Chapitre 2 : Techniques de formulation du PA visant & modifier sa biodisponibilité et son absorption

un courant de CO, SC. Enfin, on dépressurise la chambre et on récupere les particules

formées.

4. RESUME DU CHAPITRE

Le Tableau 13 est un récapitulatif des différents procédés utilisant le CO, SC.

Procédé Solvant Antisolvant  Principe
RESS CO, SC - Le composé est dissous dans le CO, SC

La solution de CO, SC est détendue a travers une buse

GAS Conventionnel CO, SC Le composé est dissous dans un solvant conventionnel

Le CO, SC est introduit dans la solution

PCA Conventionnel CO, SC Le composé est dissous dans un solvant conventionnel
La solution est atomisée de maniére discontinue dans

le CO, SC

ASES Conventionnel CO, SC Le composé est dissous dans un solvant conventionnel
La solution est atomisée de maniére continue dans le

CO, SC

SEDS Conventionnel CO, SC Le composé est dissous dans un solvant conventionnel
La solution et le CO, SC sont atomisés simultanément

a travers une buse coaxiale

PGSS Composé - Le CO, SC est dissous dans le mélange contenant le
composé.

La solution est détendue a travers une buse.

Tableau 13 : Résumé des procédés SC (58)

Les ¢études montrent 1I’importance accordée aux recherches concernant le procédé SAS, qui a
pris le dessus sur le procédé RESS en raison du plus grand nombre de molécules
potentiellement utilisables. Cependant, il est important et nécessaire de pouvoir maitriser
certains parametres, & commencer par le choix du solvant de la molécule a cristalliser qui doit
étre miscible avec le CO,. Les deux autres parametres primordiaux du procédé SAS sont le
rapport des débits des fluides et la géométrie du dispositif au sein duquel le mélange des
fluides va s’opérer. Méme si des travaux de modélisation ont pu faire nettement progresser la
compréhension des phénomenes, I’influence des conditions opératoires sur le type de
particules obtenues est loin d’étre totalement élucidée (18). La maitrise de ces parameétres est

donc indispensable en vue de développer et de concevoir des systémes a 1’échelle industrielle.
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Il est parfois indispensable de protéger un PA des agressions que peut lui faire subir
I’organisme afin d’éviter sa dégradation avant son absorption. Différentes techniques ont été
développées (encapsulation et enrobage, formation de liposomes et inclusion dans des
complexes tels que les CD). Les procédés conventionnels de formulation de tels systémes
possédent de nombreux inconvénients qui peuvent €tre contrés grace aux méthodes en FSC.
Le Tableau 14 récapitule les caractéristiques des méthodes conventionnelles et de celles en
FSC et permet de comprendre I’intérét de ces derniéres dans la préparation de systémes de

protection du PA.

Méthodes conventionnelles Méthodes en FSC

Températures de travail parfois élevées Températures de travail voisines de I’ambiante

Ajout de solvants toxiques d’ou post-traitements  Utilisation de 1’éthanol peu toxique
indispensables et dénaturation possible des

protéines par stress mécanique

Solvant organique utilisé en grande quantité Quantité de solvant organique utilisée réduite
Nombreuses étapes et étapes de lavage / Procédé en une seule étape (favorise
centrifugation / séchage nécessaire I’encapsulation)

Nombreux parameétres a contrdler, parfois Parametres de contrdle moins nombreux, définis
inconnus

Particules de plusieurs centaines de pm Particules de quelques pm

Taux d’encapsulation variable et souvent faible ~ Taux d’encapsulation maitrisé et plus élevé

Distribution granulométrique parfois large Distribution granulométrique étroite

Tableau 14 : Performances des méthodes en FSC par rapport aux méthodes conventionnelles de protection du PA
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L’¢laboration de particules par des procédés SC fait 1’objet d’un trés vif intérét dans
I’industrie pharmaceutique en vue, entre autres, d’augmenter la biodisponibilité de molécules
trés peu solubles dans les milieux biologiques, de préparer des formulations permettant une
administration peu invasive et bien absorbées par 1’organisme, et enfin d’élaborer des
formulations a libération controlée ou ciblée. Pour ces raisons, l'utilisation de systémes
innovants, comme les techniques utilisant le CO, SC prennent tout leur sens et ils trouvent un
grand nombre d’applications. Ces méthodes permettent notamment ['élaboration de poudres
de PA de faibles granulométries et ayant des distributions de taille resserrée (ce qui assure une
variabilité inter-sujet réduite et une industrialisation du procédé réussie), le tout a des
conditions opératoires modérées, notamment en termes de températures. D’autres types de
formulations sont envisagés dans 1’industrie pharmaceutique, 1’objectif n’étant pas de trouver
de nouvelles molécules mais de modifier les systémes actuels pour en obtenir de nouveaux,

plus performants, mais contenant toujours le méme PA.

Dans cette partie de thése, nous proposons quelques résultats issus de la recherche scientifique
qui concernent des PA largement utilisés en pharmacie. Les résultats décrits sont ceux
obtenus, pour la plupart, en laboratoire, c’est-a-dire sur paillasse. Peu ont été¢ pour le moment
industrialisés & moyenne ou a grande échelle. Cette partie ne prétend pas décrire I’ensemble
des résultats des recherches dans le monde mais permet de comprendre par des exemples
illustrés les raisons de ’engouement pour les FSC et I’avenir certain qu’ils ont dans le
domaine de la pharmacie. Les conclusions de chacune des études présentées seront données
telles qu’elles sont communiquées dans la littérature. Il faut cependant tenir compte du fait
que les laboratoires de recherche travaillent souvent en étroite collaboration avec I’industrie ;
certaines études financées par les industries pharmaceutiques montrent des résultats positifs
en faveur de la source de financement. Il n’est pas rare que les résultats et leur interprétation
soient biaisés pour étre en accord avec les veeux du sponsor. Les résultats des essais pré-
cliniques ou cliniques étant trés peu communiqués, il est difficile en tant que personne
extérieure au projet de pouvoir tirer des conclusions quant a I’efficacité des produits
fabriqués. Nous essaierons de prendre donc suffisamment de recul pour pouvoir conclure de

la maniere la plus pertinente possible sur ces études.

Afin de pouvoir déterminer si les caractéristiques des particules obtenues sont satisfaisantes

par rapport a la voie d’administration envisagée, nous avons rassemblé dans le Tableau 15 les
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ordres de grandeurs de la taille de particule souhaitée pour envisager une administration

efficace (59).

Taille de particules

Particules

(nm) recommandée

Pulmonaire Microparticules

(0) 104 Nano- et microparticules 0,1-100">
Parentérale
Intramusculaire ) ) 0,6 -10
Nano- et microparticules
Sous-cutanée 0,2-100

Intraveineuse 0,1-0,3

Tableau 15 : Ordres de grandeurs de la taille des particules recommandée en fonction de la voie d'administration

Ce chapitre s’articule en trois parties, selon la voie d’administration pour laquelle le PA est
destiné : la premicre partie est un bilan des études menées dans le but de formuler des
particules destinées a étre inhalées. Dans un second temps, nous illustrerons par quelques
exemples 1’intérét de la formulation en FSC pour augmenter la solubilité des PA en vue
d’améliorer leur biodisponibilité ou pour contrdler la libération dans le temps du PA dans
I’organisme quand administrés par voie orale. Dans un troisieme temps, nous étudierons des
résultats issus de recherches en milieu SC dont le but est d’améliorer la performance de la

voie parentérale.

1. LA THERAPIE PAR VOIE PULMONAIRE

1.1. Généralités

L’interdiction de 1’utilisation des chlorofluorocarbones dans les inhalateurs pressurisés,
I’inefficacité partielle et la non-reproductibilit¢ de la libération de poudres seéches par les
systemes d’inhalation actuels sont des raisons parmi d’autres pour développer de nouvelles

technologies de traitements par la voie pulmonaire.

? Les microparticules inférieures a 5 um traversent la muqueuse intestinale et celles supérieures a 5 um
restent dans la lumiére intestinale.
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Afin d’assurer une administration pulmonaire réussie, plusieurs voies de travail sont
possibles :

e améliorer le systtme mécanique de délivrance du médicament dans les alvéoles
pulmonaires, ce qui est trés envisageable mais n’est pas 1’objet de cette thése et ne sera
donc pas décrit dans ce travail,

e améliorer les propriétés de nébulisation des particules : c’est I’objectif que 1’on

souhaite décrire dans ce travail.

Les aérosols présentent plusieurs inconvénients, notamment [’agrégation particulaire
(interactions hydrophobes, électrostatiques, capillaires) d’ou un phénomene de clairance du
poumon, et des propriétés d’écoulement et de nébulisation mauvaises d’ou un dépot de
fractions d’aérosols dans la bouche et la partie respiratoire supérieure. Pour éviter ce
phénomeéne, il est parfois envisagé d’enrober des particules dans un agent d’enrobage qui
posséde des propriétés antiagrégantes, de diminuer la densité des particules afin d’augmenter
leur dispersibilité, ou de coprécipiter le PA avec une autre substance dans le but de modifier
les interactions interparticulaires. Enfin, les particules larges et poreuses sont préférables pour
une administration par inhalation plutdt que les petites particules non poreuses puisque les
particules larges poreuses présentent un rapport surface/volume plus petit et sont donc moins

soumises aux phénomeénes d’agrégation.

Jusqu’a présent, les formulations destinées a la voie pulmonaire ne présentaient qu’une
biodisponibilité autour de 50 % et rarement supérieure, a cause de la faible proportion de
particules déposées dans les régions alvéolaires pulmonaires : la pénétration des particules
dans I’appareil respiratoire est entre autres conditionnée par le diameétre des particules
inhalées dans I’aérosol. Il est aussi indispensable que les microparticules soient suffisamment

stables une fois déposées sur la muqueuse de la surface des alvéoles.

Comme vu précédemment, les poudres micronisées peuvent étre obtenues par différentes
techniques conventionnelles, mais dans ces cas, les particules obtenues ont un diametre
souvent trop gros pour étre acheminées au plus profond des alvéoles pulmonaires et sont donc
peu convenables a 1I’administration par les aérosols. De plus, les méthodes conventionnelles
de micronisation aboutissent toutes a des résultats peu convaincants : distribution de taille
large, dénaturation thermique, formes irréguliéres et rugosité des particules produites, ce qui

empéche une efficacité parfaite du PA. Seule une partie infime du PA administré est
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effectivement efficace, impliquant en paralléle des effets secondaires qui peuvent étre tres
génants pour le patient. Des études de formulation en FSC ont été réalisées dans le but
d’obtenir des particules de taille plus petite et avec une distribution de taille plus étroite que

celles obtenues par les techniques conventionnelles.

La notion de diamétre aérodynamique (60) doit impérativement étre connue pour pouvoir
caractériser la taille des particules se déposant par impaction et sédimentation. La déposition
des particules au sein du tractus pulmonaire dépend surtout de la masse de la particule, et
donc de leur taille et de leur densité. Or, dans les études décrites, les particules sont le plus
souvent décrites en termes de taille plutot que de masse, d’ou I’intérét d’introduire cette
notion. Le diamétre aérodynamique se définit comme le diamétre d’une particule sphérique de

densité unitaire ayant la méme vitesse de sédimentation que la particule décrite.

dgeom (p/pa) 1/2
daero = v

avec :
daero = diamétre aérodynamique (m)
dgeom = diameétre géométrique (m)

p = densité de la particule

pa = densité de I’eau = 1

v = facteur de forme (= 1 pour les particules sphériques)

La diffusion brownienne dépend de la taille et non de la densité donc la notion de diameétre

aérodynamique ne sera pas appliquée pour les particules inférieures a 0,5 pm.

En résumé, du point de vue de la galénique, les facteurs qui ont un role important dans la
déposition alvéolaire et qui assurent donc une administration pulmonaire efficace sont la taille
des particules (entre 1 et 3 pm de diamétre) et leur distribution granulométrique (qui doit €tre
étroite), I’absence de toute trace de solvant résiduel, leur individualisation et leur facilité de

dispersion, la taille et le poids moléculaire du PA (61).
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1.2. Pour un effet local

1.2.1. Généralités et présentation du probleme

Les thérapies locales par inhalation permettent généralement une libération controlée et
relativement lente du PA, entrainant une augmentation du temps de séjour du médicament,
une diminution de sa vitesse d’entrée dans le flux sanguin, et par conséquent une meilleure
tolérance du patient pour le PA. L’observance du patient vis-a-vis du médicament est ainsi

augmentée, en raison de la diminution de la fréquence d’administration du médicament.

Pour permettre une libération optimale du PA dans le poumon, il est donc important de
s’assurer qu’il est sous forme de microparticules non chargées, non adhésives, non
hygroscopiques, facilement dispersibles, de taille appropriée, de forme et de densité
convenables. Les FSC et plus particulierement le CO, SC permettent de mettre en ceuvre des
procédés de micronisation performants en vue de la réduction de la taille des particules. A
noter cependant qu’en dessous de 1 um de diamétre, les particules sont souvent remises en
suspension dans 1’air inspiré (car trop légeres) et repartent vers le milieu extérieur lors de
I’expiration. Celles qui parviennent toutefois au poumon profond sont victimes d’agrégation
et perdent de leur efficacité. Les particules supérieures a 5 um quant a elles sont remontées
vers la cavité buccale par les mouvements ciliaires puis éliminées par ingestion. On cherchera
donc pour cette application particuliére a former des particules de taille comprise entre 1 et 5

pum, avec une distribution de taille étroite.

Les avantages de 1’administration pulmonaire sur les autres voies d’administration pour le
traitement d’affections pulmonaires sont les suivants :
e Grande surface d’échange
e Déposition rapide au niveau du systéme respiratoire d’ou une réponse clinique rapide,
e Administration directe du PA au niveau de son site d’action,
e Diminution des effets indésirables systémiques,
e Déposition de grandes quantités de PA au niveau du site d’action, tout en réduisant la
dose administrée au patient (10 a 20% de la dose administrée par voie orale) donc
I’effet thérapeutique est supérieur a celui obtenu avec une dose identique administrée
par voie orale,

e Pas de dépendance de la résorption gastro-intestinale et du premier passage hépatique.
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A T’heure actuelle, ce sont essenticllement des agents anti-asthmatiques (agonistes [2-
adrénergiques, anticholinergiques, inhibiteurs de la dégranulation mastocytaire), des
traitements de la Bronchopneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) (corticostéroides),
des agents anti-microbiens et des mucolytiques qui sont administrés par la voie pulmonaire en

vue d’exercer un effet local.

1.2.2. Le traitement de I’asthme et/ou de la BPCO

1.2.2.1.  Les agonistes f2-adrénergiques
1.2.2.1.1. Le salbutamol

En 2001, Reverchon et al. (35) micronisent le salbutamol par la méthode SAS dans le but
d’obtenir des particules de taille et de distribution de taille controlées. Différents solvants sont
testés afin de déterminer le meilleur couple solvant/soluté : le DMSO, 1’alcool méthylique, et
le mélange éthanol/eau. La température de travail est de 40°C et la pression est maintenue
entre 95 et 150 bar. Finalement, les particules les plus intéressantes sont obtenues en utilisant
le DMSO et sont en forme d’aiguille de 1 a 3 um et de spheres de 0,2 & 0,35 um de diamétre
(pour des concentrations PA/solvant de 10 mg/mL et 1 mg/mL respectivement) soit donc des
diamétres aérodynamiques de 1,0 a 1,2 um, inférieurs a celui des particules de PA d’origine.
Les particules obtenues sont de morphologies différentes selon la pression: a 95 bar, les
particules de salbutamol obtenues sont sphériques, creuses et de quelques microns. Entre 110
et 150 bar, les particules sont en forme d’aiguille. En augmentant la concentration de la
solution, les aiguilles s’organisent en forme d’étoile, structures plus organisées. Si
I’administration par aérosol est envisagée pour de telles poudres, 1’épaisseur de 1’aiguille

formée doit étre prise en compte pour calculer le diamétre aérodynamique de la particule.

En 2007, I’équipe de Richardson (62) compare 1’efficacit¢ de microparticules de
salbutamol/lactose élaborées par la méthode SEDS avec celles précipitées par les méthodes
conventionnelles, en utilisant un méme systéeme mécanique de délivrance du médicament, le
Clickhaler®. Les résultats montrent que 1’efficacité des deux types de particules est similaire,
avec toutefois une non-reproductibilité des caractéristiques des particules obtenues par la
méthode SEDS en fonction du batch : en fait, seul un batch permet d’obtenir des particules
ayant la méme efficacité que les particules produites par micronisation conventionnelle.
L’avantage certain du procédé en FSC est d’éviter la présence de solvant résiduel dans la

poudre finale et expose donc le patient a des risques moindres.
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1.2.2.1.2. La terbutaline

Reverchon et Della Porta (37) proposent en 2003 une étude de la micronisation de la
terbutaline en FSC par le procédé SAA. Les particules obtenues en utilisant comme solvant
I’eau ou des solvants organiques sont sphériques et
non coalescentes. En opérant avec une solution
faiblement concentrée (10 mg/mL), les particules
obtenues sont de taille inférieure a 1 um, ce qui est
trop faible pour envisager une administration
efficace par voie inhalée. Pour des solutions entre

30 et 50 mg/mL, les résultats sont concluants

WhE-

puisqu’on génere alors plus de 90 % de particules Nitia
Figure 31 : Terbutaline précipitée par le procédé

de taille Comprise entre 1 et 3 pm (aucune particu]e d’atomisation en FSC (Pression de la chambre de saturation
=95 bar ; Température de la chambre de saturation = 82°C ;

west supérieure & 3 pm). Avec une solution & 80 e e SomgiL) G
mg/mL enfin, la distribution de taille est légérement ¢largie, avec 99 % des particules
comprises entre 1 et 4 um (Figure 31). La Figure 32 et la Figure 33 montrent qu’environ 30 %
des particules de 1’échantillon commercial ont un diameétre supérieur & 5 pm et n’ont donc
aucun intérét dans la libération pulmonaire, tandis que presque la totalité de celles formées en

FSC ont une taille comprise entre 1 et 4 pm et sont donc trés adaptées a I’administration par

les aérosols.
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Figure 32 : Echantillon commercial de terbutaline micronisée (37) Figure 33 : Comparaison entre la distribution de taille de particules

de terbutaline produite par SAA et de I'échantillon commercial (37)

\

Suite a cette étude, Rehman et al. (63) réalisent en 2004 la production de particules de

terbutaline par SEDS et observent la formation de particules de différents degrés de

99



Chapitre 3 : Etat de I’art en matiére de formulation supercritique

cristallinité, taille et morphologie, selon le solvant utilis¢é (méthanol, méthanol/eau, eau,
éthanol). Les microparticules réalisées avec 1’éthanol comme solvant ont un diameétre moyen
de 3,3 um tandis que le matériau d’origine a un diameétre de 3,0 um. Cependant, ces poudres
présentent une énergie de surface réduite en raison de la faible taille des particules et de leur
¢tat semi-cristallin, ainsi qu’une diminution des interactions adhésives et cohésives, ce qui

leur confére des propriétés de fluidisation et de dispersion améliorées.

1.2.2.2.  Les anticholinergiques
1.2.2.2.1. L’ipratropium

Kim et Shing (36) choisissent de former des particules d’ipratropium par la méthode ASES
avec trois solvants organiques différents : le diméthylformamide (DMF), I’éthanol, et un
mélange d’éthanol et d’acétone. Le choix du DMF semble étre le meilleur puisque les

particules obtenues sont alors réguli¢res, non agglomérées, entre 2 et 3 um de diametre.

1.2.2.3.  Les inhibiteurs de la dégranulation mastocytaire

1.2.2.3.1. Le cromoglycate de sodium

Le cromoglycate de sodium est utilis€ en solution aqueuse dans des applications
thérapeutiques (Lomudal®) et dans les inhalateurs de poudre seche. Le procédé SAA proposé
pour la premiére fois en 2002 par Reverchon et al. (33) permet de produire des micro- et des
nanoparticules de dexaméthasone, de carbamazépine, et d’ampicilline de taille et de

distribution de taille controlées.

De par ces résultats concluants, Reverchon et al. (64) choisissent en 2007 de produire des
microparticules de cromoglycate de sodium ayant une taille de particule et une distribution de
taille controlées, en utilisant la technique SAA. Différentes concentrations en soluté dans
I’eau et différentes températures de précipitation sont mises en ceuvre. Les particules obtenues
sont sphériques, non agglomérées, amorphes, avec 50 a 66 % des particules ayant un diametre

compris entre 1 et 5 um. On vérifie aussi I’absence de dégradation du PA aprés micronisation.

1.2.2.4.  Les corticostéroides

Steckel et al. (65) proposent la génération de particules de stéroides, et plus particuliérement
de béclométhasone, betaméthasone, budésonide, dexaméthasone, flunisolide, fluticasone,

prednisolone et triamcinolone.
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Ils utilisent la méthode ASES avec une solution PA/dichlorométhane, PA/méthanol ou
PA/dichlorométhane/méthanol a 1 %. En choisissant comme paramétres de procédé une
température de 40°C, une pression de 85 bar et un diamétre de buse de 0,3 mm, le produit
obtenu est pur, dénué de toute impureté, avec une gamme de taille adaptée a 1’administration
pulmonaire (< 5 um) et ne subit aucune décomposition chimique pendant toute la durée du

procédé. La teneur résiduelle en dichlorométhane est conforme a la 1égislation : <350 ppm.

1.2.2.4.1. Le fluticasone

L’intérét de I’administration du fluticasone par voie pulmonaire réside dans son métabolisme :
99% du fluticasone administré par voie orale est métabolisé par le foie tandis qu’il n’existe

aucun métabolisme par le poumon.

Le propionate de fluticasone existe sous deux formes polymorphiques (I et II). Les techniques
conventionnelles de micronisation permettent d’obtenir la forme I. En revanche les techniques
en FSC, notamment la technique SEDS, permettent d’obtenir les formes I et II a différentes
proportions selon les paramétres de fonctionnement. En sachant que la forme II du propionate
de fluticasone obtenue par FSC a des propriétés plus intéressantes puisque les particules
formées ont une densité plus faible, un pouvoir de fluidisation plus grand et des
caractéristiques des particules meilleures que la forme I, nous trouvons dans cette application

particuliére tout I’intérét de travailler en milieu SC.

1.2.2.4.2. Le budésonide

L’objectif de 1’étude de Martin et al. (38) est de préparer des microparticules de budésonide et
de budésonide/poly(acide lactique) (PLA) en utilisant la méthode PCA. En plus de déterminer
I’influence des parametres de pression, de température, de débit des fluides, et de la
concentration en PA sur la morphologie et la taille des particules obtenues, les microparticules
sont caractérisées par leur charge de surface et les interactions entre le PA et le polymere.
Enfin, des études de libération du PA sont effectuées. Le procédé¢ permet d’obtenir des
particules de 1-2 pm de diamétre avec une distribution de taille étroite. Le taux
d’encapsulation est finalement proche de 80 % et on conclue a une perte de la cristallinité. 11
existe un réel besoin pour ce PA de formuler des systémes a libération prolongée, autant pour
préserver les patients des effets indésirables de ce PA que pour assurer une bonne

manipulabilité de la poudre. Les particules de budésonide/PLA montrent une libération
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pendant 4 semaines. Le taux d’encapsulation obtenu par les méthodes conventionnelles
(évaporation de solvant) est de 65 %. La raison majeure de cette différence serait due au
partage du PA entre deux phases immiscibles dans la méthode par évaporation de solvant. Du
point de vue de la forme cristalline, la méthode utilisant le FSC utilisée permet de diminuer la
cristallinité de la substance, ce qui provoque une augmentation de la solubilité, de la libération

et du transport a travers les membranes.

1.2.2.4.3. Le béclométhasone

Le brevet déposé¢ par Mainelab (41)décrit un procédé de formation de liposomes de
dipropionate de béclométhasone. Le PA est mis en suspension dans le CO, SC contenant un
ou plusieurs phospholipides dissous, sous agitation. Les phospholipides utilisés sont de divers
types : phosphatidylcholine, phosphatidylglycérol, phosphatidyléthanolamine et tous leurs

dérivés.

Afin de précipiter I’agent enrobant autour des particules de PA, on agit sur la température et la
pression de travail : la température de travail est de 35 — 80°C et la pression est de 100 a 250
bar. On pourra faire varier la concentration en agent enrobant et en PA en fonction de la
composition de la microparticule désirée. Les chercheurs spécifient toutefois que pour obtenir
des particules a libération contrdlée, le rapport massique PA/agent enrobant doit étre compris
entre 5/95 et 20/80. Pour €laborer un enrobage destiné a stabiliser la particule, ce rapport doit

étre plutot compris entre 95/5 et 70/30.

Plus particulierement, la formation de liposomes de dipropionate de béclométhasone se fait
avec pour agent enrobant le dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) scellé dans un sac de
papier filtre poreux de porosité controlée fixé sur ’arbre de ’agitateur. Le PA est alors mis en
suspension par une solution DPPC/CO, SC dans un autoclave et avec une agitation contrdlée.
Les particules obtenues ont un diameétre moyen de 5 pm avec un taux d’encapsulation de
dipropionate de béclométhasone de 81% m/m, elles sont non agglomérées et ont donc des
propriétés de nébulisation améliorées (due a la nature de I’agent enrobant et a la qualité de
I’enrobage obtenu par la technique du FSC). Les microparticules peuvent en outre, de par leur
enrobage, permettre une libération prolongée du PA. Elles ont une biodisponibilité supérieure

a 60 % par amélioration du taux de déposition dans les alvéoles.
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1.2.3. Le traitement d’affections microbiennes

1.2.3.1.  L’érythromycine

En 2004, Reverchon et Spada (66) étudient la micronisation de I’érythromycine par la
méthode SAA. Sur le plan pharmacocinétique, il faut noter que l'érythromycine administrée
par voie orale peut étre inactivée par le liquide gastrique acide, qu'elle a une bonne diffusion
tissulaire, sauf dans le liquide céphalorachidien. Les particules d’érythromycine obtenues par
ces expériences sont sphériques et non coalescentes, par I’utilisation de méthanol et d’éthanol.
Les particules ont une taille inférieure a 3 um, avec 88% des particules ont une taille comprise
entre 1 et 3 um, dans les conditions opératoires les plus favorables. De plus, aucune trace de

dégradation de la molécule n’est observée, aprés comparaison avec le matériau de base.
1.2.3.2.  Le cefadroxil

Des microparticules de cefadroxil sont préparées par le procédé SAA (67) a partir d’une
solution eau/éthanol. Les paramétres optimaux qui permettent d’obtenir des particules de 3
um et moins et avec une distribution de taille étroite sont une pression de 100 bar, une

température de 60°C, un débit de solution de 3 mL/mn et une solution concentrée a 4 mg/mL.
1.3. Pour un effet systémique
1.3.1. Généralités et présentation du probleme

La membrane alvéolocapillaire offre un site d’échange idéal entre le milieu extérieur et le
compartiment sanguin, avec une surface importante, une grande finesse, une ventilation riche
d’un coté et une vascularisation riche de 1’autre, un faible équipement enzymatique, et surtout
un acces facile, simple et physiologique. Les avantages de 1’utilisation de la voie
d’administration pulmonaire en vue d’un effet systémique sont les suivants :

e Voie d’administration non invasive,

e Enorme surface d’absorption (100 m?) et membrane trés perméable au niveau

alvéolaire (0,2 a 0,7 wum d’épaisseur),

e Faible activité enzymatique,

e Contournement de la métabolisation hépatique et du pH acide de 1’estomac,

e Cinétique d’absorption reproductible, indépendante du régime alimentaire et de la

vitesse du transit gastro-intestinal,
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e Permet I’absorption de molécules trés petites autant que de trés grosses protéines bien
que le mécanisme d’absorption des grosses molécules reste a 1’heure actuelle mal
compris (68),

e Bien que contenant des protéases, les poumons sont €¢galement riches en inhibiteurs de
protéases, ce qui permettrait de protéger la plupart des peptides et des protéines

administrés par voie pulmonaire (69).

Le poumon profond ou les alvéoles sont la cible principale des aérosols thérapeutiques par
inhalation destinés a la voie systémique, pour la libération de protéines ou de peptides par
exemple. Ainsi I’insuline, I’hormone de croissance humaine, 1’ocytocine, la calcitonine et
I’cestradiol ont montré une bonne biodisponibilité apreés administration pulmonaire. Cette voie
d’administration est également de plus en plus souvent citée comme voie d’administration

pour des produits issus de la thérapie génique.

Ces macromolécules présentent cependant un risque lorsqu’elles sont administrées par la voie
pulmonaire :

e dénaturation de la protéine lors de la nébulisation,

e perte de médicaments dans I’oropharynx,

e mauvais controle de la zone de déposition,

e mauvaise reproductibilit¢ des effets thérapeutiques due aux variations des modeles

respiratoires,
e absorption trop rapide des médicaments entrainant une toxicité locale et une

phagocytose des particules par les macrophages du poumon.

Les macromolécules, et plus particulicrement les protéines et les peptides, sont habituellement
administrées uniquement par injection. Pourtant, les chercheurs s’intéressent de plus en plus a
I’administration pulmonaire d’une poudre seche de ces grosses molécules. Le but serait
d’atteindre directement la circulation générale, tout en gardant le maximum de confort et le

minimum de douleur pour le patient, ce qui assure une meilleure observance de sa part.

Le premier traitement a inhaler élaboré en vue d’un effet systémique, une insuline sous forme
de poudre pour inhalation, porte le nom d’Exubera® et est le résultat d’un co-développement
entre Pfizer et Nektar Therapeutics, ces derniers ayant mis au point le dispositif pour

inhalation. Cette insuline d'action rapide doit étre inhalée au moyen d'un dispositif spécial
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comprenant une des doses sous plaquette thermoperforée et d’un inhalateur. Ce dispositif a
cependant rapidement été retiré du marché a cause des risques de développement du cancer du

poumon associés (70).
1.3.2. Le traitement du diabéte par I’insuline

Comme beaucoup de peptides, I’insuline n’est pas absorbée par le tube digestif en raison de
I’équipement enzymatique local et de I’absence de voie de transport transcellulaire adaptée.
La voie injectable s’est donc trés tot imposée comme la plus appropriée. Outre son caractére
désagréable, cette voie présente cependant des inconvénients comme une reproductibilité
imparfaite, un risque de lipodystrophie ou d’insulinorésistance, 1’obligation de conserver les
solutés au frais et le faible rapport concentration / volume. En régle générale, les diabétiques
de type I doivent s’injecter de 1’insuline environ 4 fois par jour, auxquelles s’ajoutent les
piqires de controles de glycémie, soit donc entre 12 et 15 piqures / jour. On comprend alors
I’intérét suscité par une voie d’administration inhalée potentiellement non agressive, indolore,

et sans inconvénient majeur.

En 1991, Debenedetti et al. (71) proposent la micronisation d’insuline par deux procédés
antisolvants différents : le SAS et le SEDS. Le probleme alors est que la protéine est
largement exposée a une quantité non négligeable de solvant organique, ce qui résulte souvent

en une diminution de la bioactivité.

En 2002, Snavely et al. (72) utilisent un procédé antisolvant en milieu SC pour produire de
petites particules d’insuline. La poudre obtenue est agglomérée, ce qui est défavorable a
I’administration pulmonaire, mais une fois désagglomérées, les particules ont une taille entre

1 et 5 um, favorable a la voie inhalée.

En 2003, le groupe Separex développe une autre technique (73), par séchage d’une émulsion
E/H, qui permet d’avoir le minimum de contact entre la protéine et le solvant organique : le
PA est dissous dans un liquide aqueux puis émulsionné dans le solvant organique a 1’aide
d’un surfactant. La pulvérisation de cette solution dans un FSC permet alors d’extraire 1’eau et
le solvant organique, pour former des microparticules séches de PA. De plus, la présence du
surfactant permet de protéger le PA de la dénaturation. Les résultats montrent que 1’activité de
I’insuline est préservée (elle est au moins aussi bonne que 1’insuline de base) et que 95 % des

particules formées ont un diamétre inférieur a 5 pm (Figure 34 et Figure 35).
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Figure 34 : Particules d'insuline produites par le groupe Separex Figure 35 : Distribution de taille des particules d'insuline obtenue
avec le procédé de Separex

En 2009 enfin, Pyo (74) propose de microniser 1’insuline par le procédé SEDS. Il obtient deux
formes différentes de particules a 1’issue de la cristallisation selon le solvant utilisé :
sphériques avec le DMSO ou en forme de baguette avec 1’éthanol. Le DMSO et 1’éthanol sont
ici utilisés comme solvants polaires aidant le CO, SC a extraire I’eau de la solution aqueuse

de protéines.

Le brevet déposé par Mainelab en 1999 (41) concerne aussi la micronisation de I’insuline
enrobée dans un polymére. La premiére étape consiste & mettre en contact le PA contenant
I’agent enrobant avec un FSC. Ceci est envisagé de plusieurs manieres :

e injecter la suspension dans un autoclave contenant le FSC,

e ou introduire le FSC dans un autoclave contenant la suspension,

e ou mettre en contact la suspension avec du CO; liquide puis mettre sous les conditions

SC dans I’autoclave afin d’extraire le solvant.

Le solvant est alors extrait par le FSC et on évacue ce mélange FSC/solvant de facon a
pouvoir récupérer facilement les microparticules formées. Le brevet propose 'utilisation de
poly(acide lactique co-glycolique) (PLGA) comme agent enrobant, d’acétate d’éthyle comme
solvant organique et d’insuline. Les différents essais se font a des températures comprises
entre 20 et 50°C et a des pressions entre 50 et 150 bar. Les résultats des essais montrent que
pour un procédé fonctionnant avec un rapport massique de solvant/FSC compris entre 3,5 et
25 %, la quantité¢ de solvant résiduel dans la couche externe est inférieure a 500 ppm et la
surface des particules est parfaitement lisse. On obtient finalement des microparticules non
agglomérées, de diametre moyen 3 um et dont le taux d’encapsulation en insuline est de 87 %

m/m. La nébulisation est améliorée d’ou son utilisation potentielle par voie inhalée.
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La technologie CriticalSorb® (75) est utilisée pour I’amélioration de 1’absorption a travers la
muqueuse nasale de molécules telles que les protéines et les peptides. Elle permet d’obtenir
une bonne tolérance par la muqueuse nasale et a le potentiel de fournir une alternative viable a
I’injection d’une grande variét¢ de médicaments. L’insuline montre une biodisponibilité

¢levée dans les études précliniques lors de I’administration par voie nasale.

1.3.3. Le traitement par I’hormone de croissance

Critical Pharmaceuticals (75) développe actuellement une formulation en spray nasal de la
somatropine (hormone de croissance recombinante humaine). La somatropine n’est
généralement pas absorbée par la muqueuse nasale. Cependant la technologie CriticalSorb®
améliore 'absorption de la somatropine en encapsulant le médicament au sein de polymeres
biodégradables et permet ainsi de livrer les médicaments par spray nasal ; ceci permet de
faciliter de maniére considérable l'utilisation pour le patient par rapport aux traitements
actuels de l'injection quotidienne. La phase I des essais cliniques est en cours et des résultats
provisoires montrent que la formulation proposée est capable d'induire 1'lGF-1 de la méme

fagon qu’une injection sous-cutanée du produit actuellement commercialisé.

1.3.4. Le traitement de cancers

1.3.4.1.  Le 5-fluorouracile (5-FU)

Les principales indications du 5-FU sont les tumeurs du tube digestif, du sein, de 'ovaire et
leurs métastases, ainsi que les carcinomes épidermoides des voies aérodigestives supérieures
ou il est associ¢ a d'autres antinéoplasiques. Cette molécule appartient a la classe des
médicaments antimétabolites, de la sous-classe des analogues de la pyrimidine. Le probleme
du 5-FU est qu’il provoque une toxicité systémique comme des toxicités gastro-intestinales,

des effets hématologiques et des troubles de la moelle osseuse.

Le but de I’¢tude de Kalantarian (76) est de produire des particules de 5-FU en utilisant le
procédé SAS, avec pour solvants le méthanol avec du dichlorométhane, de 1’acétone ou de
I’éthanol, a une pression de travail comprise entre 100 et 150 bars, a une température de
travail de 40°C, et avec un débit de 1 mL/mn. Les particules obtenues sont de forme régulicre,
sphériques, de surface lisse et d’un diametre moyen de 248 nm dans le cas de la micronisation

avec le mélange méthanol/dichlorométhane 50/50. Les études in vitro montrent que la fraction
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délivrée par 1’administration pulmonaire peut augmenter de plus de 20 % en utilisant un

transporteur composé de particules de lactose plus ou moins fines.

Chen et al. (77) préparent en 2008 des microcapsules de 5-FU par le procédé SEDS. Dans un
premier temps, les particules de 5-FU sont adsorbées sur de la silice puis les nanoparticules
formées sont enrobées par du poly(L-lactide) (PLLA). L’adsorption sur la silice permet
d’avoir une efficacité d’enrobage par le PLLA accrue. Les microcapsules formées ont une
distribution de taille étroite avec une moyenne de 536 nm. Le taux d’encapsulation est de
80,53 %. Plus de 25 % du 5-FU enrob¢ dans le PLLA est libéré dans la premiere demi-heure
(contre pres de 80 % dans le cas des particules nues), puis le PA est libéré graduellement de

manicre prolongée, plus lentement que dans le cas des particules non enrobées.

1.3.4.2. La buséréline

La technologie utilisée est la méthode SAS (78). Le chitosane est utilis¢é comme vecteur du
PA et permet d’améliorer 1’absorption du PA sur les surfaces épithéliales. Le but est de
charger les microparticules de chitosane avec des macromolécules de buséréline, PA utilisé
dans le traitement du cancer de la prostate. Ce PA est habituellement dégradé par la digestion
enzymatique quand il est administré par voie orale, c’est pourquoi il est administré par
injection. Les auteurs proposent d’éviter cette voie invasive produisant une formulation par
inhalation. Les microparticules de chitosane devront se dissoudre une fois en contact avec la
muqueuse nasale. Le chitosane ayant un pKa faible (de 5,6), il ne pourra pas étre utilis¢ dans
les applications médicales puisqu’a pH physiologique (de 7,4), il est insoluble et inefficace
pour améliorer 1’absorption. On utilisera alors une forme triméthylée : le chlorure de N-
triméthylchitosane. L’exemple est d’utiliser I’acétate de buséréline avec un diametre de 0,2 —
5 um. Aucun essai clinique n’est pour I’instant d’actualité. On remarque que le type de
triméthylchitosane utilis¢ a une influence sur la formation de la particule et de sa
morphologie. Le degré de substitution ainsi que la masse molaire de I’agent encapsulant ont

été identifiés comme étant des facteurs significatifs.
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2. LA THERAPIE PAR VOIE ORALE

Dans la plupart des cas, I’efficacité d’un traitement par voie orale sera augmentée si on
parvient a augmenter la solubilit¢ d’un PA dans les fluides biologiques. Deux techniques
majeures d’amélioration de la solubilité d’un PA sont la réduction de la taille des particules
ainsi que la protection du PA par différents moyens (microparticules, CD, liposomes). Dans
certains cas, il peut étre aussi nécessaire de prolonger la durée d’action d’un PA. Nous avons
choisi de décrire des résultats obtenus pour différents PA couramment utilisés en pharmacie et
en fonction du but du traitement. Plusieurs études sont parfois disponibles pour un méme PA,
nous les décrirons les unes a la suite des autres en fonction de leur date de parution puis nous

essaierons d’en tirer les meilleures conclusions.

Les résultats in vitro obtenus par 1’utilisation de la technologie Formulplex® (79) prouvent de

I’intérét a opérer en conditions SC pour des médicaments faiblement solubles (Tableau 16).

Classe thérapeutique PA (avant) Apreés Formulplex ®
Anti-inflammatoire 0,2 824
Antifongique 274 4628
Hypocholestérolémiant 1 156
Cicatrisant 0 318
Antiseptique 80 2500
Veinotonique 5 10
Anti-inflammatoire 25 3887
Anti-inflammatoire 3,23 110,12
Statine 0 40
Anticancéreux 0 184
Anticancéreux 31 70
Antifongique 7700 17453

Tableau 16 : Résultats de solubilité in vitro de Formulplex ® (CD utilisée : B, y, méthyl-p RAMEB, HP-B ; Test de dissolution : Eau
tamponnée, 37°C, solubilité apres 15 mn, Unité de résultats : pg/mL) (79)

Les résultats obtenus montrent qu’une substance ayant une solubilité nulle sans traitement
(cas du cicatrisant, de la statine et d’un anticancéreux) peut devenir soluble une fois la
technique Formulplex® utilisée. La solubilisation du PA est au minimum multipliée par deux

apres traitement mais peut 1’étre jusqu’a plus de 4000 fois (dans le cas d’un anti-
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inflammatoire), ce qui rend alors le PA trés intéressant d’un point de vue thérapeutique. Des
résultats in vivo permettent aussi de prouver de 1’efficacité de Formulplex®, notamment sur
les molécules de classe I dans la classification BCS (rappel : classe II = faible solubilité, forte

perméabilité).

2.1. Le traitement de la douleur et de ’inflammation

2.1.1. L’aspirine

A travers 1’étude de Huang et al.(80) de 2005, on peut évaluer les performances des
paramétres du procédé RESS grace a I’analyse des caractéristiques des particules obtenues.
Ce procédé permet de produire des particules sphériques ultrafines d’aspirine (0,1 a 0,3 pum)

avec une distribution de taille de particules étroite, a des conditions douces : 70°C et 180 bar.

2.1.2. L’ibuproféne

Le travail mené par Charoenchaitrakool et al. (56) permet de produire des complexes
d’inclusion entre I’ibuproféne et la méthyl-p-CD. La biodisponibilit¢ du PA est alors
augmentée en raison du caractére amorphe du PA formé ainsi que de la mouillabilité des

particules formées.

L’étude de Kayrak et al. (81) est menée dans le but de déterminer les paramétres optimaux de
production de microparticules d’ibuproféne sur la taille et la morphologie des particules
produites : la pression (130 — 170 bar), la température (76 — 104°C), la longueur du capillaire
(8 — 12 mm), la distance d’atomisation (20 — 60 mm) et I’angle de collision (45 et 90°). Les
particules d’origine ont une taille de 45 um et sont de forme rectangulaire tandis que les
particules produites ont une taille comprise entre 2,85 um et 7,48 um et sont de forme
irréguliere. Le degré de cristallinité est réduit. 95 % des particules de I’ibuproféne d’origine
sont plus petites que 70 um et aucune n’est inférieure a 15 pm. Aprés mise en ceuvre du
procédé RESS, 45 % des particules sont inférieures a 2 um et 88 % sont inférieures a 5 pm

avec des distributions de taille plus étroites.

Le procédé breveté par Separex (cf chapitre 2, 3.4.3.1.2) (51) permet d’obtenir des particules
d’ibuprofeéne inclus dans une méthyl-B-CD. En travaillant avec 1’acétone comme solvant, a

une pression de 150 bar et a une température de 40°C pendant 1h, les particules obtenues ont
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un diametre moyen de 1,1 pm et 90% des particules ont une taille comprise entre 0,7 et 2,9
um. La composition massique des particules finale est de 8% de PA pour 90% de CD. La

teneur résiduelle en solvant organique est conforme aux normes.

En 2003, Cristini et al. (82) ménent une étude de micronisation de 1’ibuproféne par la
méthode RESS. Avec une température de 35°C et a 120 bar, des particules entre 1 et 2 pm

sont formées a partir de particules initiales de taille comprise entre 100 et 200 um (Figure 36).
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Figure 36 : a) Ibuproféne avant traitement ; b) Ibuproféne aprés tratement par RESS a 35°C et 110 bar (82)

En comparant les biodisponibilités de 1’ibuproféne formé avec le matériau initial, les
chercheurs se rendent compte que la libération du PA est plus lente dans le cas des petites
particules de quelques pm qu’avec les particules plus grosses de quelques centaines de pum.
Cette diminution de taille de particules conduit en fait a une libération de PA faible a cause de
grandes tensions de surface (cinétique de libération 4 fois plus faible dans le cas des particules
formées avec le procédé RESS). Le méme procédé a donc été utilisé dans des conditions
similaires pour produire des particules composites d’ibuproféne imprégnées de lactose ou
incluses dans une B-CD. Une nette amélioration de la vitesse de dissolution est observée dans
le cas de I’ibuproféne inclus dans une B-CD ou imprégné par le lactose plutot que dans le cas
de I’ibuproféne obtenu par le procédé RESS (Figure 37). Ceci est attribué a la capacité de ces
excipients a réduire les effets de tension de surface. Cependant, la vitesse de dissolution de
I’ibuproféne imprégné par le lactose est toujours plus faible que 1’ibuproféne de base. Pour
expliquer ce phénomene, il a fallu vérifier que des interactions entre le lactose et I’ibuproféne
existent. Or il existe peu d’interactions entre le PA et I’excipient utilisé, c’est pourquoi dés
que le lactose est solubilisé, I’ibuproféne ne se trouve plus dans un milieu protecteur et son
comportement est le méme que quand il n’est pas imprégné. En revanche, le comportement de

I’ibuprofene inclus dans une B-CD est différent, puisque les vitesses de dissolution du PA sont
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nettement améliorées. La raison est que les interactions entre 1’ibuproféne et la f-CD utilisée

sont plus fortes.
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Figure 37 : Profil de dissolution de I'ibuproféne original, ayant subi le procédé en FSC, imprégné avec du lactose ou avec une CD
L’étude de Wang et al. de 2008 (83) porte sur la formation de microsphéres d’ibuproféne dans
un lipide (acide myristique ou tripalmitine) par la méthode PGSS. Les chercheurs comparent,
a I’issue des expériences, les tailles des microsphéres obtenues avec celle des particules de
lipide seul. Ils concluent que les microspheres ibuproféne/acide myristique obtenues ont en
moyenne une taille plus petite que les particules d’acide myristique seul et sont 1égérement
plus grandes dans le cas ibuprofene/tripalmitine que les particules de tripalmitine seule. Les
études de dissolution montrent que les microspheres ibuproféne/acide myristique libérent le
médicament de fagcon améliorée : en 100 mn, 80 % de I’ibuproféne formulé avec 1’acide

myristique est dissous contre seulement 60 % dans le cas de I’ibuproféne seul.
2.1.3. Le paracétamol

Le but de I’¢tude de Kalani (84)est avant tout d’optimiser les différentes parameétres du
procédé (pression, température et concentration en polymere) de production de petites
particules sphériques de paracétamol encapsulé dans du PLA. Il s’agit d’obtenir une
distribution de taille de particules étroite en utilisant la méthode antisolvant. L’étude permet
de comprendre aussi les interactions entre les différents parametres. La pression de travail est
fixée a 120 bar, la température a 30°C, la concentration en polymere a 16 ppm. Les particules

obtenues ont un diamétre moyen de 30 nm et une distribution de taille étroite.

L’étude de Chong et al. de 2009 (85) propose I’encapsulation de paracétamol dans un

polymeére d’Eudragit® par la technique SAS. Les résultats montrent que les particules nues de
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paracétamol sont de forme irréguli¢re tandis que les particules encapsulées sont sphériques.
Le diamétre moyen de ces particules est estimé a 50 nm. Les essais de dissolution in vitro
montrent une dissolution plus lente pour les particules encapsulées par rapport aux particules
nues, ce qui est du a la couche de polymeére qui proteége le PA. En comparaison avec 1’étude
de Baykara et Karatas (86) qui ont formulé des microcapsules de paracétamol par la technique

de coacervation, les profils de dissolution sont semblables.
2.1.4. Le kétoprofeéne

Le kétoproféne est formulé par Formuldisp® avec trois excipients différents (87): le PVP
réticulé (Polyplasdone®) (Figure 38), la méthylcellulose (Metolose®) et 1’hydroxypropyl-
méthylcellulose (Benecel®) a 150 bar et 80°C pendant 2h. Les essais réalisés concernant
I’amorphisation de la substance active au cours du temps et la cinétique de dissolution sont
concluants : I’amorphisation est totale et stable entre 7 mois et 1 an (selon I’excipient) apres la
préparation et la cinétique de dissolution est largement augmentée par rapport & un mélange

classique, notamment avec ’HPMC comme excipient.

Figure 38 : Matrice de PVP imprégnée de kétoprofeéne (87)

En 2010, Hezave et al. (88) micronisent le kétoproféne par le procédé RESS avec une
pression comprise entre 140 et 220 bar, une température d’extraction entre 35 et 65°C, une
buse de longueur entre 2 et 15 mm et de diamétre entre 450 et 1700 pm et une distance
d’atomisation de 1 a 10 cm. Finalement, les particules obtenues, quasiment sphériques, en
forme d’aiguille ou de forme irréguliere, ont une taille moyenne entre 0,35 et 7,03 pm selon
les conditions opératoires, contre 115,42 pm pour le PA d’origine. Les plus petites particules,
uniformes, sont obtenues a une température de 40°C, une pression de 220 bar, une distance
d’atomisation de 1 cm, une longueur et un diametre de buse de 450 pm et 5 mm

respectivement.

113



Chapitre 3 : Etat de I’art en matiére de formulation supercritique

2.1.5. Le naproxene

Le procédé RESS (50) est utilisé pour la production de microparticules chargées de PA. Du L-
poly(acide lactique) (L-PLA), du naproxéne et une mélange de naproxeéne/L-PLA ont été
dissous dans du CO, SC puis précipités par le procédé RESS. On obtient alors des particules

de naproxéne encapsulées dans le polymere.

Kim et al. (44) ont utilisé le procédé RESS pour coprécipiter le naproxéne avec du L-PLA.
Les microparticules formées avec une pression de 190 bar sont sphériques et ont un diameétre

entre 20 et 90 um.

2.1.6. Le piroxicam

En 1999, Van Hees et al. (89) ont démontré la formation d’un complexe d’inclusion entre le
piroxicam et la f-CD. En maintenant un mode statique un mélange physique piroxicam/ B-CD
en proportion 1:2,5 au contact du CO, SC a 150 bar et 150°C pendant 6h, le rendement

d’inclusion obtenu est de 1’ordre de 94%.

En 2008, Sauceau et al. (90) préparent des complexes d’inclusion entre le piroxicam et une [3-
CD en utilisant un agent ternaire, la L-lysine. Finalement, les meilleurs complexes sont
obtenus pour un ratio piroxicam/ B-CD/L-lysine de 1:2:1,5 (agent ternaire en exces), et 27,5 %
d’eau, avec une durée de process de 2h, a 150°C et 150 bar. L’addition de L-lysine permet
d’augmenter l’inclusion dans la CD. Une explication possible serait la capacité de
mouillabilité de la L-lysine, qui permettrait une meilleure distribution de 1’eau dans la poudre
et donc une meilleure association. La dissolution en milieu aqueux est améliorée quand les

particules sont produites par le procédé en FSC plutdt que par mélange physique.

2.1.7. La prednisolone

Le procédé d’inclusion dans une CD proposé par les laboratoires Separex (51) permet de
formuler des complexes de prednisolone et de méthyl-B-CD en utilisant I’éthanol comme
solvant, a 150 bar et 40°C, pendant 1h. Les particules obtenues ont un diametre moyen de 1,4
um avec 90 % des particules entre 0,8 et 3,5 um, composée a 11 % en masse de PA et a 85 %
en masse de méthyl-B-CD. La teneur résiduelle en solvant organique est conforme aux

normes.
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2.2. Le traitement des infections
2.2.1. Les antibiotiques

2.2.1.1. L’amoxicilline

Peu soluble dans I’eau, il est nécessaire de surdoser I’amoxicilline pour obtenir un effet
satisfaisant. La formation de microparticules d’amoxicilline permet donc de diminuer le

dosage de I’antibiotique et d’accélérer son délai d’action.

Selon les paramétres utilisés dans le procédé de Kalogiannis et al. (91) de 2005, la moyenne
et la distribution de taille des particules sont différentes. En revanche, dans chaque cas, les
particules sont sphériques, non agglomérées et de taille entre 0,2 et 1,6 um. Plusieurs études
sont menées, I’une en utilisant le DMSO comme solvant et 1’autre en ayant recours au
mélange ¢éthanol/DMSO. Les analyses montrent que les microparticules d’amoxicilline
deviennent amorphes apres traitement en milieu SC avec le DMSO. Avant la précipitation par
SAS, les particules d’amoxicilline ont une taille entre 5 et 50 um (Figure 39), une forme de
cristal et ont une distribution de taille assez aléatoire, ce qui implique une cinétique de
dissolution instable, mais surtout des propriétés physico-chimiques inconnues. Apres
traitement, les particules d’amoxicilline ont radicalement chang¢, puisqu’elles se présentent
alors sous forme de spheres régulieres (Figure 40). A une pression de 150 bar, on obtient des

particules de 0,49 pm et une distribution de taille étroite.

Figure 40 : Particules d'amoxicilline aprés traitement SAS avec du

DMSO et a une pression de 150 bar

Figure 39 : Particules d'amoxicilline avant traitement SAS

D’autres particules d’amoxicilline ont alors été produites en remplacant le DMSO par du

méthanol ou de I’éthanol, deux solvants moins dangereux. Les particules obtenues ont
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davantage tendance a coalescer, c’est pourquoi il a été décidé de travailler avec un mélange

éthanol/DMSO.

En 2000, Reverchon (92) a tenté¢ de produire des particules d’amoxicilline par précipitation
SAS en utilisant comme solvant le DMSO. Cependant la précipitation a entrainé la formation
d’agglomérats, entre autres. Il n’est parvenu a obtenir une précipitation satisfaisante qu’en

utilisant le N-méthylpyrrolidone, qui est un solvant trés toxique et dangereux.

Des microparticules d’éthylcellulose et d’amoxicilline ont été précipitées par SAS (93) a
I’aide de dichlorométhane ou de DMSO. Tous les paramétres de travail ont été maintenus
constants sauf la pression et la température. Les particules co-précipitées montrent une
cinétique de libération plus lente que celle des particules de PA seul. Les particules formées
sont sphériques tandis que celles des matériaux d’origine (éthylcellulose et amoxicilline) sont
de forme irréguliere ou parallélépipédique. Leur taille est aussi inférieure a celle des

particules d’éthylcellulose d’origine : de 0,35 a 2,66 um (contre 3,8 — 5,0 um)

2.2.1.2.  L’ampicilline

La méthode utilisée est la méthode SAS (94). Trois solvants ont été utilisés (N-
méthylpyrrolidone, DMSO et éthanol) mais c’est avec le N-méthylpyrrolidone que la
précipitation est la meilleure : les particules produites ont un diametre moyen de 0,26 um avec
une distribution de taille étroite. La forme sphérique ainsi que la coalescence des particules

peut étre controlée par les parameétres du procédé.

2.2.1.3.  Le sulfaméthoxazole

Le sulfaméthoxazole est une molécule peu soluble dans 1’eau et avec une demi-viede 8 a 12 h
dans I’organisme. La micronisation du PA a été réalisée par 1’équipe de Chang et al. (95) par
les méthodes antisolvant en batch et en continu. La méthode en continu a révélé des résultats
plus satisfaisants puisqu’elle permet d’obtenir des particules plus petites que le PA d’origine.
La concentration en sulfaméthoxazole, le débit de la solution de PA, la pression et la
température ont un effet sur la taille de particule. Dans cette étude, le solvant utilisé est
I’acétone. Apres avoir déterminé la solubilité du sulfaméthoxazole dans les conditions
ambiantes, il est possible de I’extrapoler aux conditions de températures souhaitées. Le

groupe de recherche décide de travailler a 35°C avec une solution concentrée a 30 % m/m de
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sa concentration a saturation. Les particules du matériau initial (de 41,7 um) s’agglomerent en
blocs de taille supérieure a 100 um. Les particules obtenues par le procédé batch et par le
procédé en continu sont respectivement de 41,2 et 5,1 um. L’étude de la structure cristalline
avant et apres le traitement par la méthode antisolvant montre que la cristallinité est préservée
mais avec différentes intensités : une forme cristalline différente est obtenue avec le procédé
batch. En conclusion, les particules les plus petites ont été obtenues en utilisant le procédé
continu a 100 bar, 35°C, avec un débit de fluide de 0,25 mL/mn avec une concentration a 30
% m/m de la saturation. Les particules obtenues sous ces conditions sont ensuite testées pour
connaitre leur dissolution dans les fluides intestinaux. La dissolution est trois fois plus rapide
dans le cas du PA micronisé par rapport au matériau d’origine, ce qui est du a la réduction de
la taille des particules. Enfin, la co-précipitation du sulfaméthoxazole avec un polymere

hydrophile, I’hydroxypropylcellulose permet une dissolution encore meilleure (Figure 41).
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Figure 41 : Profil de dissolution du sulfaméthoxazole (A : original ; B : sulfaméthoxazole micronisé par SAS ; C : sulfaméthoxazole co-
précipité avec HPC)

Or, les particules obtenues sont pourtant des agglomérats d’hydroxypropylcellulose et de
sulfaméthoxazole. La vitesse de dissolution de ces particules serait en fait augmentée de par la

nature hydrophile du polymeére d’imprégnation.
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2.2.2. Les antifongiques

2.2.2.1. L’itraconazole, I’éconazole et le fluconazole

La solubilité de I’itraconazole, de 1’éconazole et du fluconazole dans le CO, SC est la
suivante : fluconazole > éconazole > itraconazole. Les chercheurs (96) observent une
complexation partielle de I’itraconazole dans la B-CD tandis qu’elle est compléte dans le cas
des deux autres PA. Ceci peut étre du a la taille moléculaire plus petite de 1’éconazole et du
fluconazole et donc a une plus grande probabilité d’étre inclus dans la CD. Les deux cycles
pyrrole du fluconazole augmentent aussi la probabilité d’inclusion et résulte en une plus

grande interaction entre le PA et la CD.

L’étude de Hassan et al. (97) de 2007 propose d’inclure 1’itraconazole dans une B-CD. En
comparant les caractéristiques des particules obtenues par la méthode en FSC utilisée avec
celles obtenues par le mélange ou par des méthodes de coprécipitation traditionnelles, de plus
grand taux d’inclusion sont obtenus avec les particules obtenues par la méthode en FSC. De
plus, 1’étude montre que le taux d’inclusion est meilleur en augmentant le temps d’exposition,
c’est pourquoi les chercheurs ont choisi de travailler sur une durée de 3h avec un rapport
PA/CD de 1:4. Le mélange physique ne permet pas de former des complexes satisfaisants
puisque les taux d’inclusion sont nuls, la méthode par coprécipitation quant a elle permet
d’obtenir des taux de 3,46 %. En revanche, en procédant avec le CO, SC avec une
température de 130°C sous 450 bar, le taux d’inclusion est de 33,53%. Les études in vivo sur
le rat montrent que la biodisponibilit¢ de I’itraconazole complexé avec la B-CD par la
méthode en CO, SC est augmentée en comparaison avec 1’itraconazole produit par mélange

physique ou par coprécipitation traditionnelle (Figure 42).
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Figure 42 : Profil de concentration plasmatique aprés administration orale d'itraconazole-B-CD (rapport 1:2 ; méthode en FSC a 50°C, 250
bar et pendant 3h) (97)
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Peters et al. montrent que la solubilité de 1’itraconazole dans les solutions aqueuses augmente

encore quand on utilise la HP-B-CD.

Une autre étude (98) de 2008 montre que les complexes d’itraconazole et de hydroxypropyl-
B-CD formés par ASES présentent une meilleure dissolution que I’itraconazole non complexé
(90% de I’itraconazole est dissous en 5 a 10 mn). Les études de solubilité montrent une
solubilité¢ de 753,6 pg/mL a pH 1,2 lorsque le rapport molaire PA/CD est de 1:3, tandis que
I’itraconazole non soumis au procédé en FSC montre une solubilité inférieure a 5 pg/mL en
solution acide. Les particules d’itraconazole obtenues par le procédé ASES sont de taille
micrométrique, agglomérées et incluses dans la HP-B-CD. La dissolution du complexe est
plus forte compareé¢ a celle obtenue par I’itraconazole non complexé et par le mélange
physique. Les cristaux d’itraconazole pur sont en forme d’aiguille, de 10-30 um de long et 5-
10 um de large. Les particules de HP-B-CD sont quant a elles sphériques avec un diametre
entre 50 et 100 um. En utilisant le procédé ASES, les complexes formés ont un diamétre entre

30 et 50 pm.

2.3. Le traitement des maladies neurologiques et psychiatriques

2.3.1. Le milnacipran

Le milnacipran est formulé par Formuldisp®, procédé breveté par Pierre Fabre (cf chapitre 2,
3.2.3.4.2), avec deux types d’excipients dérivés de la cellulose : la méthylcellulose et le
HPMC, dans le but d’obtenir un effet différé du PA. On obtient une formulation avec un

relargage différé, dans le cas d’un traitement avec du CO, SC a 150 bar et 80°C pendant 2h.
2.3.2. La carbamazépine

La biodisponibilit¢é de la carbamazépine ne dépasse habituellement pas 70 a 85 %. La
carbamazépine, avec une solubilité dans I’eau de 12 pg/mL (a 25°C), appartient a la classe II
de la classification BCS. Elle peut étre cristallisée sous forme de 4 polymorphes et la forme

IV, la plus stable est recommandée par ’USP.

En 2001 puis en 2003, Moneghini et al. (99)(100) réduisent la taille des particules de
carbamazépine de 284 a 31 um par le procédé GAS et obtiennent une dissolution dans 1’eau

augmentée.
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En 2004, Sethia et Squillante (101) formulent une dispersion solide de carbamazépine dans du

PVP, formulation qui permet une dissolution améliorée du PA.

L’¢tude de Bolten et Tiirk (102) de 2011 concerne la micronisation de la carbamazépine par le
procédé RESS. Les particules obtenues sont environ 60 fois moins grosses que les particules
du matériau d’origine, avec une moyenne de taille comprise entre 0,43 et 0,9 um. La forme IV
est préférentiellement obtenue pour une température de travail supérieure a 90°C. A pH acide
de 2 et a 37°C, les études de dissolution montrent un profil amélioré (deux fois plus rapide)

par rapport au matériau d’origine.

2.3.3. La phénytoine

En 2006, Thakur et Gupta (24) produisent des particules de phénytoine (un anticonvulsivant
utilisé dans le traitement de 1’épilepsie) grace au procédé RESS. Ce procédé étant peu
applicable aux molécules peu solubles dans le CO, SC, ils choisissent d’utiliser le menthol
comme cosolvant solide. L’utilisation de ce cosolvant permet alors d’augmenter la solubilité
du PA dans le CO, SC de 400 fois a 196 bar et 45°C. Les particules d’origine, rectangulaires,
ont une longueur de 4 um et une largeur de 3 pm. De par I’utilisation du procédé RESS a 196
bar et 45°C, ils observent non seulement une diminution de la taille des particules a 200 nm
mais aussi une modification de leur forme qui devient sphérique. A des pressions supérieures
a 196 bar, la taille des particules diminue a 105 nm. L’utilisation de menthol comme co-
solvant permet de diminuer encore la taille des particules a 120 nm a 196 bar et a75 nm a

pressions plus élevées.

2.4. Le traitement des troubles endocriniens

2.4.1. La simvastatine

Un complexe d’inclusion entre la simvastatine et I’HP-B-CD réalisé par la méthode SAS en
2007 par Jun et al. (103) montre une meilleure performance en termes de réduction du taux de
cholestérol et de triglycéride, en comparaison avec la simvastatine non complexée. Ceci serait
du & une meilleure solubilité et dissolution du complexe. L’étude menée montre la présence

de liaisons intermoléculaires hydrogeéne entre la simvastatine et la CD ce qui entraine la
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formation de la forme amorphe. La solubilité aqueuse et le profil de dissolution du complexe

augmentent considérablement en comparaison du PA seul et du mélange simple.
2.4.2. L’éflucimibe

En 2003, I’équipe de Fages travaille pour les laboratoires Pierre Fabre et met au point le
procédé Formulplex® (cf chapitre 2, 3.4.3.1.1) qui permet, entre autres, I’augmentation de la
biodisponibilit¢ de I’éflucimibe. Les résultats (Figure 43) montrent 1’efficacit¢ de la
technologie Formulplex® en terme d’augmentation de la solubilité (et par conséquent de la
biodisponibilit¢) de I’éflucimibe : le pic de concentration est atteint environ 2h apres
administration quelle que soit la méthode de mise en forme, mais la valeur de la concentration
est environ 6 fois supérieure dans le cas de Formulplex® par rapport au Nanocrystal®
(nanocristaux) par exemple. Cela prouve une meilleure efficacit¢ du PA sous cette forme

complexée, une fois administré dans 1’organisme.

 FormJplex®
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Figure 43 : Résultats in vivo (sur le chien) de biodisponibilité obtenus avec I'éflucimibe formulée par Formulplex ® (y-CD) : comparaison
avec la formulation initiale et d'autres technologies (57)

Enfin, d’autres essais comparent la solubilit¢é du PA formulé de trois manieres différentes
(Figure 44) : seul, inclus dans un complexe de CD par cristallisation conventionnelle et enfin
formulé en CO, SC. On voit bien que le PA formulé en CO, SC se solubilise bien mieux, en

comparaison avec ce méme PA formulé différemment.
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Figure 44 : Profil de dissolution de I'éflucimibe formulé par 3 méthodes différentes

(58)

Enfin, différentes technologies ont pu étre comparées avec I’obtention des résultats suivants

(Tableau 17) :

Technologie Biodisponibilité (ng/mL)
PA seul 231
Mélange 1714
FSC 2351
Broyage 519
DDT1 (non précisé) 621
DDT2 (non précisé) 795

Tableau 17 : Comparaison de la biodisponibilité de 1'éflucimibe par différents types de formulations (57)

La-encore, la méthode d’inclusion dans une CD a I’aide de FSC prouve de son efficacité en

termes d’augmentation de [D’efficacité par amélioration de la biodisponibilit¢ du PA

(augmentation de la biodisponibilité d’un facteur 10).
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2.5. Le traitement des cancers

2.5.1. La vinflunine

Par la formulation de la vinflunine base avec une carboxyméthylcellulose (croscarmellose de
sodium) avec du CO, SC a 150 bar et a 50°C pendant 2h (technologie Formuldisp® (cf
chapitre 2, 3.2.3.4.2)), les laboratoires Pierre Fabre ont obtenu une forme avec une
amélioration de la biodisponibilité orale de la vinflunine base et une amélioration de la

cinétique de dissolution du PA.

2.6. Les immunosuppresseurs

2.6.1. La cyclosporine

Tandya et al. (104) étudient la micronisation de la cyclosporine, de la classe 11 (BCS) dans le
but de rendre le PA plus soluble dans les milieux aqueux et donc d’augmenter sa dissolution
dans les fluides organiques. Ils utilisent pour cela deux méthodes : RESS et PGSS. Apres
micronisation, ils obtiennent des particules de taille inférieure a 1 pm contre une taille initiale
entre 40 et 100 um, ainsi qu’une diminution du degré de cristallinité. Dans le procédé PGSS,

la cyclosporine est micronisée a des pressions entre 160 et 200 bar et des températures entre

25 et 45°C.

2.7. Les anti-anémiques

2.7.1. L’érythropoiétine (EPO)

L’EPO est une hormone glycosylée dont 1’action est la croissance hématopoiétique. Elle est
utilisée pour maintenir ou élever un taux de globules rouges du patient, dans le cas d’anémie,
lors de I’hémodilayse d’insuffisants rénaux chroniques, en parallele a une chimiothérapie,
chez les malades du VIH ou ayant une intervention chirurgicale. Le traitement nécessite au

moins trois injections par semaine.

Cette invention (105) permet de produire des microspheres d’EPO destinées a é&tre
administrées par voie injectable, sous-cutanée ou intramusculaire, qui ont pour but de
prolonger la libération du PA et qui sont dépourvues de toute trace de solvant organique. Dans

cette invention, I’agent enrobant, soluble dans le CO, SC, est le Gelucire®, un mélange de
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mono-, di- et triglycérides, d’esters d’acides gras et de polyéthyléne glycol. Cette invention
consiste a mettre en suspension sous agitation dans un autoclave I’EPO, insoluble dans le
FSC, dans une solution de Gelucire® dissoute dans le FSC. La modification des conditions de
travail (pression de 100 a 250 bar ; température de 35 a 80°C) ajoutées a I’agitation du milieu
(450 tours/mn pendant 1 h) conduisent a la diminution de la solubilité de 1’agent enrobant
dans le FSC, I’affinité de 1’agent enrobant pour le PA s’accroit, et I’enrobant s’adsorbe autour
du PA. Les microparticules peuvent étre récupérées grace au placement d’un insert
cylindrique a D’intérieur de 1’autoclave, dont le frittage est inférieur a la taille des
microparticules désirées. Les particules obtenues ont un diametre compris entre 0,1 et 150 um
et une teneur en PA entre 0,5 et 50%. Ces particules sont dénuées de toute trace de solvant

résiduel.

3. LA THERAPIE PAR VOIE PARENTERALE

Le chapitre 2 nous a permis de comprendre les nombreux avantages que peuvent avoir des
systémes a libération controlée (spatiale ou temporelle) en terme de concentration en PA dans
I’organisme, qui permettent ainsi de réduire la fréquence d’administration, améliorant

I’observance du patient et le colt du traitement.

3.1. Le traitement du déficit en hormone de croissance

L’hormone de croissance humaine (ou somatropine) est peu absorbée par voie orale, c’est
pourquoi elle est habituellement administrée par injections. Les patients souffrant de déficit en
hormone de croissance sont traités pendant plusieurs années par une injection quotidienne
unique de la somatropine, ce qui a un impact considérable sur la vie des patients. Une
administration bimensuelle (réduction du nombre d’injections) aurait des avantages
significatifs par rapport aux traitements actuels, notamment I’amélioration des résultats
thérapeutiques par amélioration de I’observance du patient et par réduction de la survenue
d’effets secondaires. Cette libération prolongée du PA peut étre envisagée par I’encapsulation
de ’hormone dans des polymeres tels que le PLGA ou le PLA. Cette idée a été développée
puis le médicament a été mis sur le marché en 1999 par Genentech, mais il a été retiré du
marché en 2004 a cause de sa non-compétitivité par rapport au traitement quotidien : la
formulation de ce produit était trés coliteuse et la production d’un batch ne pouvait se faire

qu’en deux semaines.
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La technologie CriticalMix® des laboratoires Critical pharmaceuticals (utilisée pour des
injectables a libération prolongée) dérive du procédé PGSS et a été exploitée par Jordan et al.
(106) en 2010 pour I’encapsulation d’hormone de croissance humaine dans du PLGA/PLA.
Le taux d’encapsulation de ’hormone dans le PLGA est compris entre 97,1 et 100 % (en
comparaison, le taux d’encapsulation obtenu par le procédé en émulsion est de 50%), sans
dégradation du PA ou baisse de I’activité protéique in vitro, ni agrégation des particules
obtenues. Pour une des formulations obtenues (ratio PLGA/PLA de 90/10), 90% des
particules obtenues sont inférieures a 100 um avec un diamétre moyen de 61 um, ce qui
convient & une injection sous-cutanée si les particules sont dispersées dans un vecteur adapté.
Les essais sur des primates montrent une libération prolongée sur une période de 7 a 14 jours
aprés une injection sous-cutanée unique (sans inflammation sous-cutanée ni réponse
inflammatoire chronique), ce qui permet d’envisager des taux plasmatiques maintenus
pendant plusieurs jours a plusieurs semaines. Cette formulation est actuellement en phase |

d’essai clinique.

3.2. Le traitement des troubles psychiatriques

La rispéridone est le médicament le plus prescrit de sa catégorie pour le traitement de la
schizophrénie et autres troubles psychiatriques et est le seul médicament approuvé par la FDA
pour le traitement de la schizophrénie chez les adolescents puisqu’elle produit moins d'effets

secondaires que les médicaments antipsychotiques classiques.

La technologie CriticalMix® permet de formuler la rispéridone sous forme d’une injection a
action prolongée. Le médicament permettrait de ne réaliser qu’une administration toutes les

deux semaines et s’appréte a entrer en phase de développement préclinique.

3.3. Le vaccin anti-tétanique

L’utilisation de polymeres biodégradables pour encapsuler et libérer des produits injectables a
libération contrélée comme les protéines recombinantes, les peptides et ’ADN est tres
développée. L’un des axes de recherche est le développement de vaccins a dose unique et a
libération controlée. Jusqu’a présent, la plupart des vaccins s’administrent en plusieurs fois et

en I’espace de plusieurs mois, dans le but de développer une réponse immunitaire efficace.
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Mais I’observance des patients est parfois faible, c’est pourquoi 1’idée de développer des
vaccins a dose unique est intéressante. Les avantages sont multiples : meilleure observance du
patient, colit du traitement plus faible et diminution du nombre d’administrations. Les vaccins
actuellement mis sur le marché utilisent généralement des adjuvants tels que des sels
d’aluminium pour générer des réponses immunitaires fortes. Cependant, cet adjuvant a une
compatibilit¢ limitée avec les antigénes, et est incapable d’induire une réponse des
lymphocytes T importante dans les infections virales et parasitaires. Les vaccins a base de
microparticules sont intéressants puisqu’ils permettent d’encapsuler une large gamme
d’antigénes, induisent une réponse des lymphocytes T et suffisamment stables pour envisager
une administration orale, nasale ou parentérale. La taille des particules influe sur le taux de
libération des antigénes et I’immunogénicité. Les particules de taille supérieure a 10 um
agissent comme une réserve apres 1’injection tandis que les particules inférieures a 10 pm

peuvent étre phagocytées par les macrophages.

Le vaccin tétanos-toxoide est utilisé dans la prévention du tétanos. Il s’agit d’une suspension
stérile de toxoide (toxine inactivée) et d’un sel d’aluminium (adjuvant renforgant
I’immunogénicité) dans une solution de chlorure de sodium, et est administré par voie

intramusculaire en trois fois, généralement en méme temps que le vaccin contre la diphtérie.

Cette étude (107) permet de formuler ce vaccin a 1’aide de la technologie NanoMix®,
méthode d’encapsulation en FSC. Cette technologie exploite la facult¢ du CO, SC a se
dissoudre dans des polymeres tels que le PLA ou le PLGA, ce qui abaisse la température de
transition vitreuse et permet de liquéfier le polymere. Le PA est alors mélangé de maniere
homogene dans le polymere, avec pour avantage de travailler a des températures ambiantes et
sans utiliser de solvants organiques. Le but de 1’étude est alors de comparer le temps de la
réponse immunitaire obtenue avec cette formulation avec celle obtenue avec les formulations
commercialisées contenant de I’aluminium et a injection multiple. Sur les souris, la réponse
immunitaire est obtenue en 154 jours dans les deux types de formulations. Le taux
d’encapsulation du PA dans le PLA est d’environ 80%, avec un maintien de I’antigénicité et

de I’activité biologique.
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1. LIMITES DE LA TECHNOLOGIE

Le traitement du solide voit actuellement émerger les premiéres réalisations en Allemagne, en
France et aux Etats-Unis. D’importants groupes industriels rachétent de petites structures de
recherche parauniversitaires ou privées, ce qui constitue un indicateur pertinent du potentiel
de ce secteur, méme si une fois de plus les réalisations ne sont pas en adéquation avec
I’important travail de recherche qui lui est consacré. D’autres entreprises font appel a la sous-
traitance car ne possedent pas d’unités de production en FSC (1). Les limitations a 1’essor des

technologies SC sont de plusieurs ordres : financiers, technologiques ou intellectuels.

En premier lieu, le probléme des colits demeure I’obstacle majeur. Selon le type d’application,
les pressions mises en ceuvre sont de I’ordre de un a quelques centaines de bars, ce qui se
traduit inévitablement par un investissement important. Il a ét¢ montré que le prix de ces
équipements diminue plus rapidement avec leur capacité que celui des équipements
conventionnels. Malheureusement, un des créneaux les plus prometteurs, celui des
applications pharmaceutiques, est caractérisé par de faibles quantités de production en
comparaison a la chimie lourde par exemple. Le colt d’investissement, souvent présenté
comme un frein au développement industriel des FSC, semble pourtant de relative faible
importance en pharmacie, en raison de la valeur ajoutée des molécules traitées qui peut
atteindre plusieurs dizaines de milliers d’euros par gramme. Le probleme du changement
d’échelle reste pos¢ et rares sont les articles s’intéressant a ce probléme. Cependant, 1’échelle
industrielle peut aussi étre synonyme d’installations de petites tailles, dans la mesure ou la
production annuelle peut représenter des volumes de 1’ordre de la tonne, ce qui est le cas par

exemple pour certaines protéines thérapeutiques.

Au-dela des études de laboratoire, le développement et la commercialisation de médicaments
ainsi formulés requiérent la mise en place d'équipements adaptés, conformes aux Bonnes
Pratiques de Fabrication (BPF). Il faut assurer la sécurit¢ des installations fonctionnant a
haute pression (entre 50 et 300 bar) avec des risques d'émission de poudres fines ou d'aérosols
de produits actifs. La manipulation de solvants, de fluides combustibles, de poudres
organiques nécessitent parfois des installations opérant en atmosphere explosive. La
manipulation de poudres submicroniques a haute activité biologique doit étre sécurisée
puisque leur toxicité n'est pas toujours bien connue. Enfin, il est nécessaire de pouvoir étre

certain d’assurer la gestion de FSC. Dans le cas des installations SC, on rencontre des
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difficultés particulieéres dans la mise en place de systémes de nettoyage en place, de nombreux
dispositifs n'étant pas disponibles pour une utilisation a haute pression. Malgré ces
contraintes, les performances des procédés SC sont telles que de nombreuses formulations
sont actuellement en développement avancé. Elles permettent d'espérer une arrivée sur le
marché de médicaments novateurs formulés a l'aide d'un FSC dans les toutes prochaines

années.

En résumé, les problémes réglementaires, notamment de BPF, sont a considérer, mais ce sont
des domaines aujourd’hui bien maitrisés par les sociétés du secteur. Le fonctionnement des
installations ne constitue pas une limitation économique et s’aveére méme plutdt compétitif en
face des procédés traditionnels dans la mesure ou le FSC le plus couramment employ¢ (CO;)
est d’'un colt treés bas, et peut méme, dans la plupart des cas, étre recyclé. Les colits de
fonctionnement résident principalement dans la main d’ceuvre et les cycles de compression et
détente effectués pour isoler les produits formés. Une optimisation de ces étapes s’avere donc

étre une nécessité pour améliorer la rentabilité du procédé.

2. INDUSTRIALISATION

De facon a transposer de maniere convenable les technologies en FSC de la paillasse a
I’échelle industrielle, et a rendre les procédés en FSC fiables et rentables, il est nécessaire de
maitriser toutes les étapes et tous les parametres du proceédé (débits, pressions, températures,
...). La connaissance de ces caractéristiques doit étre effectuée a 1’échelle du laboratoire,
pendant laquelle on s’efforcera aussi d’optimiser la taille des particules obtenues ainsi que la

distribution granulométrique du PA.

On peut alors envisager un premier « scale-up » de facon a se rendre compte des résultats
obtenus sur des équipements de capacité supérieure. Des équipements de capacité
intermédiaire permettent alors de produire des lots tests qui pourront étre étudiés. Le fait de ne
pas transposer directement la technologie a I’échelle industrielle est une mesure de sécurité
qui permet de limiter des investissements parfois inutiles. Les essais réalisés a 1I’échelle semi-
industrielle permettent d’ajuster certains parameétres de travail, notamment en terme de
consommation de CO,, de pressions et de températures mises en ceuvre. Il sera aussi possible
a ce moment la de dimensionner les équipements de maniere plus précise pour les rendre
davantage performants. Enfin, suite a cette production test et si les résultats des lots tests sont

satisfaisants, la technologie peut étre envisagée pour une production industrielle. Comme pour
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toute installation industrielle, 1l faudra alors réfléchir a 1’environnement de 1’unité de

fabrication, a son ergonomie et a toutes les utilités qui doivent s’y trouver (7).

Le processus de production de médicaments micro- et nanoparticulaires commence par un
contrat de recherche pour déterminer les conditions dans lesquelles le PA peut étre fabriqué
sous forme de micro- ou de nanoparticules. On a vu précédemment qu’actuellement, la
plupart des industries pharmaceutiques souhaitant utiliser les procédés SC font appel a des
sous-traitants. Le client devra alors fournir le médicament en vrac ainsi que des informations
suffisantes pour identifier un solvant approprié. Le sous-traitant utilisera alors ce matériel et
les informations relatives au PA fourni pour produire des lots d'essai du médicament en tant
que matiére micro- ou nanoparticulaire. Le médicament formulé est ensuite retourné au client
pour évaluer sa biodisponibilité entre autres, et, dans un processus itératif, une formulation
optimale est développée. A ce stade, un deuxiéme contrat est négocié pour produire des
quantités suffisantes du médicament dans les conditions BPF (ou GMP) pour effectuer la
phase I et/ou la phase II des essais cliniques. Si ces essais sont concluants, la production est
réalisée a grande échelle de fagon a produire des quantités suffisantes pour les essais cliniques
de phase III. Enfin, si l'approbation est obtenue, un contrat pour la fabrication du produit

commercial est envisagé.

De fagon a pouvoir commercialiser le produit, il est indispensable d’avoir a disposition des
équipements de production destinés a fonctionner a grande échelle et capables de fournir des
quantités répondant a la demande. La technologie en FSC offre 1a plusieurs avantages : le
procédé se faisant en une €tape unique, 1’équipement est plus facile a modéliser et a envisager
que pour un procédé en plusieurs étapes. L’équipement doit étre fabriqué en acier inoxydable
et doit étre congu pour rendre la maintenance la plus simple possible. Il implique 1’utilisation
de peu de solvants. La compréhension des nombreux phénomenes mis en jeu lors du procédé
(mécanismes de formation des particules, transferts de masse, ...) permet de concevoir au
mieux [’installation et les utilités nécessaires. Thies et Muller (108) sont parvenus a
développer un procédé¢ ASES permettant de produire 200 g de particules de PLA tandis que
d’autres industriels, notamment Bradford Particle Design, parviennent a produire une tonne de

produit par an, dans les conditions GMP.
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3. LA TECHNOLOGIE EN FLUIDES SUPERCRITIQUES :
FUTURISTE OU SCIENCE-FICTION ?

En premier lieu, ces méthodes ont fourni, dans de nombreux cas, des solutions lorsque les

techniques traditionnelles n’étaient pas a méme d’apporter des réponses satisfaisantes.

En second lieu, les contraintes de cotit évoquées plus haut ont contraint, pour le court terme, a
cibler les recherches sur des molécules a haute valeur ajoutée, susceptibles de justifier les
surcotits. Cette orientation « obligée » a permis de mettre en évidence de nouvelles niches
d’application dans lesquelles ces technologies deviennent concurrentielles. Enfin, ces
techniques sont avant tout des techniques propres impliquant peu ou pas de solvants
organiques, alors que la législation en mati¢re de sécurité et de protection de I’environnement
évolue sans cesse vers des normes de plus en plus drastiques. En particulier, de fagon
graduelle mais inéluctable, la liste des solvants licites s’est considérablement réduite
récemment. Cette situation contraint les industriels a trouver des solutions alternatives, soit en
modifiant le procédé de fabrication, soit en trouvant un solvant de substitution pour celui
désormais interdit. Il est clair qu’a terme, cette évolution de la 1égislation ne peut qu’étre
favorable au développement des techniques SC qui deviennent ainsi une solution de recours.
En outre, il faut ajouter que la connotation de « procédé propre » devient dans 1’esprit des

industriels un argument de marketing.

En conclusion, les FSC offrent une alternative intéressante a [’usage des solvants
traditionnels, mais leur développement au stade industriel est a court terme freiné par leur
cott. L’évolution de la législation en matiere de protection de I’environnement constitue a
n’en pas douter un de leurs meilleurs atouts a moyen terme. En effet, si des limitations
technologiques subsistent toujours, l’intense recherche actuellement consacrée a leur

réduction devrait permettre I’émergence définitive de ces méthodes.

De nombreuses sociétés pharmaceutiques suivent activement ce domaine de recherches,
certaines d’entre elles sont citées dans le Tableau 18. Il est probable, en 2011, que nous
soyons proches de la premiere annonce d’une unité de production industrielle d’un

médicament utilisant I’un ou I’autre des procédés décrits précédemment (18).

131



Chapitre 4 : Limites de la technologie en fluide supercritique, industrialisation et conclusion

Société / Collaboration (C) ou

Référence du brevet si

Rachat (R) L existant(année)
Allied Corporation Enrobage
Liposomes de PA hydrophobes US 5776 486 (1998)
Aphios Corporation 1(\34;101{;25 BIEEZ:@ US 7147806 (2004)
Taxosomes®
E;ﬁfj}?éﬁ:{;f?é;bb /Bradford ¢ o rmulation WO 2001015664 (2001)
Critical Pharmaceuticals CriticalMix® US 20110172141 (2011)
Crititech Encapsulation US 7744923 (2007)
Crystec Pharma
Microparticules a libération WO 2001089481 (2001)
Ethypharm (Mainelab) prolongée pour injection FR 2 809 309 (2000)
Microcapsules FR 9 813 136 (1998)
Ferro Corporation Nano- et microparticules US 20060076293 (2006)
FeyeCon Co-cristal US 20100184744 (2010)
GSK / Lavipharm (R)
Inhale Therapeutic System /
Bradford Particle Design (R)
Johnson et Johnson / Inhale
Therapeutic System (C)
Lavipharm Particules
Lavipharm / Separex (R) Encapsulation WO 2001049407 (2001)
National Institute of Advanced Meéthodes et appareils de
Industrial Science and Technology  production de liposomes WO 2002032564 (2001)
Particules destinées a étre inhalées ~ US 6838076 (2002)
US 2004017639 (2004)
Nektar Therapeutics US 20060165606 (2006)

Particules

US 7 087 197 (2006)
US 7 150 766 (2006)

Pierre Fabre

Enrobage de poudres
Imprégnation
Inclusion

Formulplex®
Formuldisp®
Formulcoat®

FR 2 874 836 (2004)
FR 2 945 449 (2009)
FR 2 868 315 (2004)
US 20070270379 (2005)

RTP Pharma, Inc.

Particules submicrométriques, PA
hydrophobes, particules a surfaces
modifiées

US 6 177 103 (2001)

Encapsulation FR 2 803 539 (2000)
Separex Particules composites FR 2 943 543 (2009)
Inclusion US 7291 296 (2007)
Thar Technologies Nano- et microparticules
XSpray RightSize® Particle technology

Tableau 18 : Sociétés investissant dans la formulation galénique par le CO, supercritique (liste non exhaustive)
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RESUME :

A ce jour, de nombreuses molécules d’intérét pharmaceutique sont stoppées dans leur développement en
raison d’une trop faible solubilité dans les fluides biologiques et par conséquent une activité moindre au
sein de I’organisme. Plusieurs voies de recherche sont alors possibles : imaginer et développer de nouvelles
molécules plus solubles, améliorer les propriétés physico-chimiques des molécules déja existantes, ou offrir
aux substances actives un environnement favorable a leur dissolution dans I’organisme. Ces deux derniéres
solutions vont étre exploitées dans ce travail de thése, plus particuliérement en ayant recours a ’utilisation

de dioxyde de carbone supercritique.

Les techniques en fluides supercritiques ont plusieurs objectifs : certaines sont congues pour réduire la taille
des particules afin d’envisager une administration par des aérosols ou en vue d’améliorer leur solubilité et
donc leur biodisponibilité. D’autres sont développées dans le but d’obtenir une libération contrélée du
médicament, par encapsulation, par la formation de liposomes ou par inclusion du principe actif dans des

complexes de type cyclodextrine.

Nous verrons que ces techniques permettent en outre de limiter la présence de solvants résiduels dans les
particules finales, de travailler avec des procédés en une seule étape sous des conditions de travail douces,

de limiter 1’utilisation de solvants potentiellement dangereux, et enfin de recycler les solvants utilisés.

MOTS-CLES : dioxyde de carbone, supercritique, biodisponibilité, médicament, formulation galénique,

dissolution, absorption, principe actif, solubilité, micronisation, encapsulation, liposome, cyclodextrine
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