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OBJECTIFS







Chapitre I:

Objectifs du travail

Le sujet de ce travail s’inscrit dans le cadre du projet de recherche
R.W. Respivet qui est financé par la Direction Générale des Technologies,

de la Recherche et de I'Energie du Ministére de la Région Wallonne.

Le projet Respivet a été inspiré par le cas de I'asthme félin, pathologie
relativement commune affectant prés d‘un chat sur 200. En effet, les
praticiens ont constaté qu’il était particulierement difficile d’administrer par
inhalation un bronchodilatateur & un animal, lors d’'une crise d’asthme
aigué. Cependant I'inhalation est la voie d’administration a privilégier pour
éviter la survenue d’effets indésirables systémiques. Deés lors, afin
d’améliorer la compliance en diminuant le nombre d’administrations mais
également de prévenir certains épisodes asthmatiques aigus, le
développement de  formes a libération prolongée d’agents
bronchodilatateurs destinées a I'administration par inhalation a été
suggéré. L'intérét d’'une telle forme en médecine humaine est également
évident principalement dans la prophylaxie des épisodes asthmatiques

aigus nocturnes ou liés a I'effort.

Le volet « technologie pharmaceutique » du projet Respivet consistera
en la mise au point d’'une forme galénique destinée a I'administration
pulmonaire qui libérerait de fagon prolongée un agent anti-asthmatique. Ce
domaine de recherche présente un intérét grandissant, en médecine
vétérinaire et en médecine humaine, dans la mesure ou il n’existe

actuellement sur le marché aucune forme pharmaceutique destinée a



Objectifs

I'administration pulmonaire qui libérerait son principe actif de facon

prolongée.

Les microparticules lipidiques solides (MLS) ont été choisies comme
véhicule galénique pour la réalisation de ce travail, essentiellement pour
leur col(t de fabrication peu élevé et pour leur profil toxicologique
favorable. En dépit de leurs nombreux avantages, les MLS sont toujours
relativement peu étudiées a I'heure actuelle, particulierement dans le

domaine de I'administration pulmonaire.

L’'introduction théorique de ce travail détaillera dans un premier temps
les avantages et inconvénients de la voie d’administration pulmonaire, les
facteurs influencant la déposition pulmonaire seront envisagés et les
dispositifs d’administration par inhalation seront décrits. Les différents
moyens de prolonger la durée d’action d’un principe actif administré par
inhalation seront ensuite envisagés. Parmi ceux-ci, les avantages de
I'utilisation des MLS seront plus particulierement développés. Enfin, un
rappel de la physiopathologie de I'asthme et de ses traitements terminera

cette partie introductive.

La partie expérimentale débutera par la fabrication de MLS sans
principe actif et par I'optimisation de leurs paramétres de fabrication par
planification expérimentale, en vue d’obtenir un pourcentage maximal de

MLS possédant une taille adéquate pour I'administration pulmonaire.

Des essais in vivo de tolérance des MLS chez le rat aprées
administration intra-trachéale seront ensuite effectués.

Le salbutamol, un RB,-mimétique a courte durée d’action et qui n’est
plus soumis a brevet, avait été envisagé dans un premier temps comme
principe actif dans cette étude. Cependant, étant donné ses propriétés
physico-chimiques, il s’est avéré que cette molécule s’incorporait

difficilement dans un véhicule lipidique. Un dérivé plus lipophile du
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salbutamol, l'acétonide de salbutamol (AS) a donc été synthétisé. Les
caractéristiques physico-chimiques de cette molécule seront ensuite
déterminées et une méthode de dosage par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP) sera mise au point et validée. L’évaluation de
I'activité pharmacologique de I'AS sera réalisée par des essais in vitro de
bronchodilatation sur bronches isolées ainsi que par des essais in vitro
d’affinité vis-a-vis de récepteurs R-adrénergiques humains (essais de
binding). Il convient dés a présent de signaler qu’en I'absence d’'une étude
compléte de l'efficacité pharmacologique et d’'une étude toxicologique de
I’AS, cette molécule sera tout au long de ce travail considérée comme une
molécule modéle pour le développement d'un véhicule destiné a
I'administration pulmonaire qui serait capable de libérer un composé de

facon prolongée.

Des MLS contenant I’AS seront ensuite produites et les parameétres de
production seront optimisés par utilisation de la méthodologie des plans
d’expériences. Ces MLS seront caractérisées en termes de taille, de charge
en AS et de forme. L’AS sera quant a lui caractérisé au sein des MLS par

analyse thermique différentielle et par diffraction des rayons X.

Des essais de libération de I'AS a partir des MLS seront ensuite

réalisés in vitro et ex vivo.

La derniére étape de la partie expérimentale consistera a développer
une poudre pour inhalation a partir des MLS chargées en AS. Les fractions
respirables de différents types de mélanges seront étudiées in vitro a 'aide

d’un impacteur en verre a double étage.
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Chapitre II:
L’administration de substances

meédicamenteuses par inhalation

11.1. Historique de I'administration par

inhalation

Les troubles du systéme respiratoire se traitent depuis plusieurs
milliers d’années par administration pulmonaire. Divers écrits et dessins
retrouvés a travers le monde en témoignent (Vanderbist, 2000). Ainsi, les
feuilles de I'Atropa belladona étaient déja fumées 2000 ans av. J-C par les
Indiens afin de traiter les crises de toux (de Boer, 2005; Labiris et al.,
2003b; O'Callaghan et al., 2002). 1000 ans plus tard, les Grecs fumaient
des extraits de pin afin de traiter la tuberculose (O'Callaghan et al., 2002).
Au 2°™ siecle aprés J-C, un médecin grec, Galien, proposa de soigner les
affections bronchiques (principalement la tuberculose) par inhalation d’eau
de mer.

L'inhalation fut redécouverte en Europe vers le 18°™ siécle. Des
plantes telles que I’Atropa Belladonna mais aussi le Datura Stramonium,
fumées en mélange au tabac, restérent jusqu’au début du 20°™® siécle les
traitements les plus efficaces de la crise d'asthme. Le mode
d’administration par inhalation fut longtemps destiné exclusivement a un
traitement loco-régional des pathologies pulmonaires. Toutefois la
découverte au 19°™ siécle des gaz médicaux anesthésiants permit
d’envisager linhalation comme un nouveau mode d’‘administration

systémique.
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Les premiers dispositifs pour inhalation sont apparus au 19%™ siécle et
sont depuis lors en constante évolution : le premier nébuliseur fut mis au
point en 1829 suivi d’'un nébuliseur portable en 1858 (Figure II-1). Avec le
développement de ces premiers dispositifs apparurent les premiéres vraies
thérapies par nébulisation : ainsi I'adrénaline (1925) et les corticostéroides
(1950) furent les premiers principes actifs administrés par voie pulmonaire
en vue d'une action locale. A noter que les premiers essais de nébulisation

d‘insuline porcine chez I'homme ont été réalisés en 1925 (Clark, 2004).

Figure I1-1 : Le premier nébuliseur portable du Dr Sales-Giron
(1858)
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11.2. Intérét de I’'ladministration par inhalation

L'administration par inhalation peut avoir pour but un effet local ou un

effet systémique.

I1.2.1 Administration par inhalation pour

l'obtention d’un effet local

A I'heure actuelle, ce sont essentiellement des agents anti-
asthmatiques (agonistes B,- adrénergiques, anticholinergiques, inhibiteurs
de la dégradation mastocytaire), des traitements de Ila BPCO
(corticostéroides), des agents anti-microbiens et des mucolytiques qui sont
administrés par la voie pulmonaire en vue d’exercer un effet local.

Les avantages de l'administration pulmonaire sur les autres voies
d’administration pour le traitement d’affections pulmonaires sont les
suivants (Courrier et al., 2002; de Boer, 2005; Labiris et al., 2003a):

o Déposition rapide au niveau du systéme respiratoire = réponse

clinique rapide

o Administration directe du principe actif au niveau de son site

d’action

o Diminution des effets indésirables systémiques

o Déposition de grandes quantités de principe actif au niveau du site

d’action, tout en réduisant la dose administrée au patient (10 a
20% de la dose administrée par voie orale) = l'effet thérapeutique
est supérieur a celui obtenu avec une dose identique administrée
par voie orale

o Pas de dépendance de la résorption gastro-intestinale et du

premier passage hépatique
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II.2.2 Administration par inhalation pour

I’'obtention d’un effet systémique

Actuellement de nombreuses molécules, principalement des peptides
et des protéines, sont testées en vue d’'une administration par voie
pulmonaire. Ainsi l'insuline, I'hormone de croissance humaine, I'ocytocine,
la calcitonine et l'oestradiol ont montré une bonne biodisponibilité apres
administration pulmonaire (Courrier et al., 2002; Groneberg et al., 2003;
Schulz, 1998). La voie pulmonaire est également de plus en plus souvent
citte comme voie d’administration pour des produits issus de la thérapie
génique (Hanes et al., 2004).

Le premier traitement a inhaler en vue d’un effet systémique, une
insuline sous forme de poudre pour inhalation, vient récemment de
recevoir |'autorisation de mise sur le marché en Europe et est, depuis peu,
déja commercialisé dans certains pays. Cette insuline porte le nom
d’Exubera® et est le résultat d’'un co-développement entre Pfizer (New-
York, USA) et Nektar Therapeutics (San Carlos, USA), ces derniers ayant
mis au point le dispositif pour inhalation (Voir page 38).

Les avantages de l'utilisation de la voie d'administration pulmonaire en
vue d’un effet systémique sont les suivants (Labiris et al., 2003a) :

o Voie d'administration non invasive

o Bien que contenant des protéases, les poumons sont également

riches en inhibiteurs de protéases, ce qui permettrait de protéger
la plupart des peptides et des protéines administrés par voie
pulmonaire (Courrier et al., 2002).

o Enorme surface d‘absorption (100 m?) et membrane trés

perméable au niveau alvéolaire (0,2 a 0,7 pm d’épaisseur)

o Faible activité enzymatique au niveau pulmonaire

o Contournement de la métabolisation hépatique et du pH acide de

I'estomac
o Cinétique d’absorption reproductible, indépendante du régime

alimentaire et de la vitesse du transit gastro-intestinal
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o Permet l'absorption de molécules trés petites autant que de trés
grosses protéines bien que le mécanisme d’absorption des grosses

molécules reste a I’heure actuelle mal compris (Patton, 1996).

11.3. Le systéme respiratoire

I1.3.1 Rappels anatomiques

Le systéme respiratoire humain est constitué des voies respiratoires
supérieures comprenant le nez, le pharynx et le rhinopharynx et des voies
respiratoires inférieures constituées du larynx, de la trachée, des bronches
et des poumons.

Sur le plan fonctionnel, le systéme respiratoire se divise en deux zones
(Courrier et al., 2002; Tronde, 2002):

o La zone conductrice qui consiste en un systéme de cavités et de
tubes interreliés (nez, pharynx, larynx, trachée, bronches et
bronchioles) qui conduisent I|'air dans les poumons et le
conditionnent en le filtrant, en I’humidifiant et en le réchauffant.

o La zone respiratoire (bronchioles, canaux alvéolaires et alvéoles)
ou s’effectuent les échanges gazeux entre le sang et 'air.

Depuis la trachée jusqu’en périphérie de l'arbre respiratoire, les voies
respiratoires se divisent répétitivement de facon dichotomique en deux
branches filles plus courtes et de diameétres inférieurs a la branche meére.
Ainsi pour chaque nouvelle génération de voies aériennes, le nombre de
branches est doublé et l'aire totale de la section augmente de fagon
exponentielle. Chez I'homme, on distingue 23 ordres de divisions
dichotomiques (Figure II-2) (Weibel et al., 1991). L'arborescence du

systéme respiratoire est représentée a la figure II-2.
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Figure 11-2 : Schéma de I'arborescence du systéeme respiratoire

II1.3.2 Rappels histologiques

humain (Patton, 1996)

L'épithélium du systéme respiratoire est composé de différents types

de cellules dont la distribution confere des fonctions spécifiques aux

différentes zones du systeme respiratoire (Hickey et al., 2004).

L'épithélium des voies aériennes est pseudostratifié dans la trachée et

dans les trongons les plus larges des bronches, puis il devient cylindrique

unistratifié¢ et enfin cubique dans les portions les plus étroites des

bronchioles.

L'épithélium pseudostratifié bordant la trachée et les bronches est

constitué principalement de cellules cylindriques ciliées mais aussi de

10
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cellules caliciformes (a mucus) et de cellules basales (cellules de
remplacement non différenciées capables de se diviser et qui n’atteignent
pas la face luminale) (Figure II-3). Quelques cellules en brosse sont
également présentes mais en plus petit nombre (Lombry, 2004). Ces
cellules en brosse sont des cellules en voie de différentiation qui possédent
guelques microvillosités a leur pble apical (Heinen, 2006).

L'épithélium cilié vibratile de la trachée participe tout comme celui des
bronches, a la constitution de "l'escalator muco-ciliaire". C'est en effet le
battement coordonné et orienté des cils qui entraine les plaques de mucus
vers la trachée et le pharynx. Les nombreuses particules inhalées, d'un
diametre égal ou supérieur au micron, sont projetées sur ces plaques de
mucus et ramenées vers l'oropharynx ou elles sont dégluties ou
expectorées. L'efficacité de ce systeme dépend du mouvement correct des
cils mais aussi des qualités viscoélastiques du mucus. La présence de ce
dernier est indispensable aux mouvements ciliaires ; en son absence, les
cils s'arrétent de battre et dégénérent. Il existe un équilibre idéal entre la
guantité de mucus et le nombre de cellules ciliées (Heinen, 2006).

Au niveau des bronchioles I’épithélium est unistratifié et présente une
forme qui devient progressivement cubique lorsqu’on descend vers les
bronchioles terminales (Figure II-3). Cet épithélium est composé de
cellules ciliées entre lesquelles s’interposent des plaques formées de
cellules non ciliées (cellules de Clara) qui secrétent une lipoprotéine
tensioactive intervenant dans la composition du surfactant. Des cellules
neuro-endocrines produisant des hormones et des oligopeptides sont
également présentes au niveau des bronchioles (Heinen, 2006).

11
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Figure 11-3 : Coupes latérales de I’épithélium au niveau trachéo-
bronchique, au niveau des bronchioles terminales et au niveau des

alvéoles pulmonaires (Patton, 1996).

Les parois alvéolaires sont formées d’un épithélium constitué d’une
couche unicellulaire reposant sur une lame basale (Figure II-3). Cette
couche comporte deux types de cellules : les cellules alvéolaires de type I
(ou pneumocytes I) et les cellules alvéolaires de type II (ou pneumocytes
II) (Figure II-4).

Les pneumocytes I sont des cellules squameuses relativement larges
et fines dites pavimenteuses qui couvrent approximativement 96% de la
surface alvéolaire. C'est au travers de la membrane de ces cellules que se
font par diffusion les échanges gazeux entre le sang et I'air (Dolovich et
al., 1987). Les pneumocytes II, bien qu‘aussi nombreux que les
pneumocytes I, ne couvrent que 3% de la surface alvéolaire (Tronde,
2002). Ce sont des cellules cubiques possédant des microvillosités, qui
sont plus épaisses mais beaucoup plus petites que les pneumocytes I. Les
pneumocytes II sont capables de se différencier en pneumocytes I afin de
régénérer ces derniers lorsqu’ils sont endommagés mais ont également
pour fonction la synthése et la sécrétion des phospholipides et des
lipoprotéines du surfactant alvéolaire (Courrier et al., 2002). Le surfactant

alvéolaire permet de réduire la tension superficielle du liquide alvéolaire au

12
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contact de l'air alvéolaire et diminue ainsi la tendance des alvéoles a se
collaber spécialement lors de I'expiration.

I\J-'p-a I calls
Macrophage

&5 >

Type | cell

Figure 11-4 : Représentation schématique de I’épithélium

alvéolaire pulmonaire (Patton, 1996)

Des macrophages sont également présents au niveau de la paroi
alvéolaire et ont un réle de défense vis-a-vis des particules et pathogénes

inhalés qui auraient atteint les alvéoles pulmonaires (Tronde, 2002).
11.4. Facteurs influencant I’efficacité

thérapeutique des substances administrées

par inhalation.

II.4.1 Introduction

L'efficacité thérapeutique d’'une substance administrée par inhalation
dépend :

o De la déposition pulmonaire des particules (ou gouttelettes)

administrées par inhalation et plus particulierement du site de

déposition ainsi que de la quantité déposée. Ces paramétres

sont eux-mémes influencés par :

13
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- Les propriétés des particules : taille, forme, densité, charge,
caractére hygroscopique
- La morphologie du systéme respiratoire de l'individu
- Le profil de respiration
o Du temps de rétention au niveau du site d’action (pour un
effet local) ou de la vitesse d’absorption dans le sang (pour un
effet systémique). Les mécanismes de clairance pulmonaire

peuvent influencer ces parameétres.

II.4.2 Influence de la déposition pulmonaire sur

I’efficacité thérapeutique
I1.4.2.1 Introduction : Les mécanismes de déposition

Les mécanismes conduisant une particule inhalée a se déposer sur les
parois des voies aériennes sont principalement limpaction, la
sédimentation et la diffusion (Schulz, 1998) et dans une moindre mesure
I'interception et la précipitation électrostatique (Gonda, 2004; Lippmann et
al., 1980; Martonen et al., 1996) (Figure II-5).

Diffusion

Impaction

Sédimentation

Figure I1-5 : Principaux mécanismes de déposition dans les voies
aériennes (Tronde, 2002)

11.4.2.1.1 L’'impaction

L'impaction (ou impaction inertielle) se produit lorsque les particules

possédant un moment (produit de la masse et de la vitesse) suffisamment

14
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grand sont affectées par les forces centrifuges régnant dans les voies
respiratoires lors de l'inhalation et, ne pouvant suivre les changements
brusques de direction du flux d’air, se déposent sur les parois des voies
aériennes (Martonen et al., 1996). L'impaction se produit le plus souvent
au niveau de la sphére oropharyngée et des 10 premiéres générations de
bronches, ou l'air est trés turbulent et ol les particules possédent une

énergie cinétique élevée (Gonda, 2004; Labiris et al., 2003a).
11.4.2.1.2 La sédimentation

La sédimentation intervient lorsque les particules ne sont plus
soumises a l'aspiration mais uniquement a la gravité. En effet, les
particules possédant une masse suffisante peuvent se déposer sous |'effet
de la gravitation lorsque le temps de séjour dans les voies respiratoires est
suffisant. Ce phénoméne se produit principalement a partir des six
derniéres générations de bronchioles ainsi que dans les alvéoles, ou la
vitesse du flux d’air est tres réduite (Labiris et al., 2003a; Martonen et al.,
1996).

11.4.2.1.3 La diffusion (ou diffusion brownienne)

La diffusion brownienne apparait lorsque les particules sont trés
petites et lorsque l'effet de la gravitation sur celles-ci devient négligeable.
Elles se déplacent alors de fagon aléatoire selon un mouvement de type
brownien, et ce jusqu’a impaction sur les parois respiratoires. C'est le

mode de déposition principal des trés petites particules (< 0,5 um).
11.4.2.1.4 L’interception

L’interception est un mécanisme de déposition plus anecdotique selon
lequel le centre de gravité de la particule se trouve dans le flux d’air
porteur tandis qu’une des extrémités de la particule est en contact avec
une surface. Ce mécanisme se rencontre plus fréquemment lorsque
I'espace dans lequel se trouve la particule a une taille comparable a celle
de la particule elle-méme. Ceci se produit le plus souvent lorsqu’on est en

présence de particules allongées, en forme d’aiguilles (Gonda, 2004).

15
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11.4.2.1.5 La précipitation électrostatique

Ce phénoméne moins fréquent de déposition survient lorsque les
particules se retrouvent chargées (cela peut survenir lors de
I'aérosolisation). Les charges des particules sont en grande partie
neutralisées par les ions de I'air environnant pour atteindre un équilibre de
distribution de charges. Toutefois deux types d’interactions électriques
peuvent se produire entre les particules selon que celles-ci sont chargées
identiquement ou de fagon opposée. Dans le premier cas, la répulsion
entre les particules chargées de la méme fagon peut provoquer un
mouvement des particules vers la paroi respiratoire. Dans le second cas,
les particules s’attirent et forment des agrégats qui, par une augmentation
de leur masse, se déposent prématurément dans le tractus respiratoire
(Gonda, 2004). Ce mécanisme de déposition est proportionnellement plus

marqué pour les particules submicroniques (Vanderbist, 2000).

I1.4.2.2 Influence du diametre aérodynamique des

particules sur la déposition pulmonaire

11.4.2.2.1 La notion de diameétre aérodynamique

Comme décrit ci-dessus, les dépositions par impaction et par
sédimentation dépendent principalement de la masse des particules et
donc de leur taille et de leur densité. Or, comme les particules sont
habituellement décrites en termes de taille plutét que de masse, la notion
de diameétre aérodynamique a été introduite. Le diamétre aérodynamique
permet de caractériser la taille d’'une particule en tenant compte de sa
densité et se définit comme le diameétre d’une particule sphérique de
densité unitaire, ayant la méme vitesse de sédimentation (et donc la
méme masse) que la particule décrite. Il peut étre calculé selon la formule
suivante (Fiegel et al., 2004):

_ dgéom.'(p/pa)l/z

aéro —
e

d

OU daero = diametre aérodynamique
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dgeom= diameétre géométrique

p = densité de la particule

p.= densité de l'eau (= 1)

y = facteur de forme (= 1 dans le cas de particules sphériques)

Ainsi une particule ayant un diamétre géométrique de 1 um et une
densité de 1 se déposera de la méme facon dans le tractus respiratoire
gu’une particule de 10 ym ayant une densité de 0,01 (Hanes et al., 2004).

Le diamétre aérodynamique est l'unité de mesure adéquate pour
caractériser la taille des particules se déposant par impaction et
sédimentation. La diffusion brownienne qui est le mécanisme de déposition
prédominant pour les particules de moins de 0,5 pym dépend de la taille
des particules et non de leur densité. La notion de diameétre
aérodynamique ne sera donc pas utilisée pour définir ces petites particules
(Lippmann et al., 1980).

11.4.2.2.2 La déposition en fonction de la taille des particules

La figure II-6 représente les trois principaux mécanismes de
déposition des particules et leurs importances respectives selon la taille
particulaire (exprimé en diamétre géométrique pour des particules

sphériques de densité 1 ce qui équivaut au diamétre aérodynamique).

Mechanisms

Diffusion Diffusion + Impaction
sedimentation | + sedimentation

c

= o

[ %)

£ L

E 0.5 (] . -
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0 pl o otale n ® o .
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Figure I1-6 : Schéma des trois principaux mécanismes
de déposition en fonction du diameétre aérodynamique

des particules.
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Il est cependant difficile de prévoir avec certitude par quel mécanisme
et ou vont se déposer les particules en fonction de leur taille car d’autres
facteurs comme les variations anatomiques et les différences de profils
respiratoires inter-individus interviennent également (Labiris et al., 2003a)
(Voir pages 19 et 20).

Toutefois, il est généralement admis que la plupart des particules
ayant un diameétre aérodynamique =10 pm se déposent dans la zone
oropharyngée, principalement par impaction au niveau du larynx et plus
particulierement lorsque le flux respiratoire est important. Ces particules
sont ensuite avalées puis peuvent étre résorbées au niveau du tractus
gastro-intestinal et éventuellement participer a I'action thérapeutique.

Les particules possédant un diamétre aérodynamique compris entre 5
et 10 um se déposent par impaction mais également par sédimentation
dans les voies aériennes centrales (les plus larges) et dans la région
oropharyngée.

Entre 0,5 et 5 um, la déposition des particules s’effectue au niveau
des voies aériennes les plus étroites ainsi que dans les alvéoles
pulmonaires (Malcolmson et al., 1998). Ainsi, plus de 50% des particules
de diamétre aérodynamique compris entre 0,5 et 3 ym se déposent au
niveau alvéolaire (Folkesson et al., 1990; Patton, 1996).

Les particules < 0,5 pm seront exhalées ou se déposeront par
diffusion principalement au niveau alvéolaire.

Il est également important de noter que le tractus respiratoire
présente une humidité relative de 99,5% qui peut augmenter la taille des
particules hygroscopiques et ce, d'autant plus que les particules initiales
sont petites. Ainsi, le diamétre des fines particules (< 1 pum)
hygroscopiques peut étre multiplié par 5 tandis que celui des particules
supérieures a 2 ym peut étre augmenté d’un facteur 2 ou 3 (Labiris et al.,
2003a).

A l'inverse, les composants volatils peuvent s’évaporer et diminuer la
taille des particules ou gouttelettes administrées par inhalation (Courrier et
al., 2002; Gonda et al., 2003; Lippmann et al., 1980).
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I1.4.2.3 Influence du profil de respiration sur la

déposition pulmonaire

Méme lorsque |'ensemble des caractéristiques des particules est bien
contrélé, d'autres facteurs comme le profil de respiration et les variations
inter-individus, plus difficiles a déterminer et a contréler, influencent la
déposition particulaire dans le systéme respiratoire. C’est la raison pour
laquelle, les avancées dans le domaine de l'administration par inhalation
sont assez lentes (Brand et al., 2000). En effet, malgré une recherche
accrue, jusqu’il y a peu et avant l'arrivée de I'Exubera® (Voir page 8), il
n’existait sur le marché aucune molécule a effet systémique administrée
par inhalation.

Brand a démontré qu’en contrélant le profil de respiration de facon a
obtenir un flux respiratoire lent lors de l'inhalation, la déposition totale
était largement favorisée : £ 80% pour des particules monodispersées de
3 pm lorsque la respiration est lente contre £ 60% pour une respiration
spontanée. De méme les variations inter-individus sont trois fois plus
importantes lorsque la respiration n’est pas contrélée comparativement a
un flux respiratoire ralenti et ce, tant pour les patients sains que pour ceux
présentant une pathologie pulmonaire (Brand et al., 2000). A l'inverse, des
mouvements respiratoires rapides et saccadés favorisent I'impaction des
particules inhalées dans les voies aériennes centrales (Pavia et al., 1977;
Schlesinger et al., 1976). La standardisation des profils de respiration lors
de l'inhalation semble donc étre un facteur nécessaire a l'obtention de
fractions respirables reproductibles et donc au développement de formes a
administration pulmonaire (Brand et al., 2000; Labiris et al., 2003a).

De méme, il a été démontré que le blocage de la respiration durant
guelques secondes aprés l'inhalation d’un aérosol favorise la déposition par
sédimentation et par diffusion et augmente donc significativement Ia

déposition des particules fines (Newman et al., 1982).
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I1.4.2.4 Influence du patient sur la déposition

pulmonaire

Les variations anatomiques inter-individus sont également a prendre
en compte dans la déposition des particules. Ainsi le calibre des voies
respiratoires varie selon I'age (différences importantes de calibre entre le
jeune enfant et l'adulte) (de Boer, 2005; Schulz, 1998). De méme, les
pathologies pulmonaires caractérisées par une inflammation et/ou une
bronchoconstriction peuvent altérer la déposition dans le systéme
respiratoire (Labiris et al., 2003a; Lee et al., 1978; Lipworth et al., 1997;
Schulz, 1998).

En effet, I'accumulation de mucus et le rétrécissement du calibre des
voies aériennes augmentent les turbulences de l'air la ou le flux est
ordinairement laminaire, modifiant la déposition des particules. Certaines
zones sont ainsi obstruées et ne peuvent dés lors plus étre atteintes par
les particules, alors que ces zones sont la plupart du temps celles a

atteindre pour obtenir un effet thérapeutique (Labiris et al., 2003a).

I1.4.2.5 Les sites d’action des substances

médicamenteuses administrées par inhalation

Les sites d’action different selon I'affection a traiter et selon la
molécule administrée. Afin de favoriser la déposition a cet endroit en
optimalisant le diamétre aérodynamique, il est important de savoir quels
sont les sites d’action correspondant aux principes actifs administrés et ou

sont localisés ces sites.
11.4.2.5.1 Action locale

Les principales cibles des substances administrées par inhalation en

vue d'une action locale sont les suivantes (de Boer, 2005):
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Les cellules inflammatoires : Les éosinophiles et les lymphocytes
sont les cellules associées a I'inflammation des voies respiratoires chez le
sujet asthmatique (Carroll et al., 1997). Or les études menées jusqu’a
présent divergent quant a la localisation des cellules inflammatoires dans
le tractus respiratoire. Ainsi selon Saetta, les lymphocytes et éosinophiles
s’accumuleraient préférentiellement au niveau des bronchioles terminales
(de diamétre < 2 mm) (Saetta et al., 1991) tandis que Synek a mis en
évidence chez le patient asthmatique une augmentation des éosinophiles
dans les voies aériennes plus larges (> 2 mm) (Synek et al., 1996). Cela a
mené a des discussions quant a savoir si I'inflammation dans I'asthme était
prédominante au niveau central (Poutler, 1997) ou périphérique (Hamid,
1997). D’autres études ont montré que l'augmentation des cellules
infllammatoires se produisait de la méme fagon dans tout le tractus
respiratoire (Carroll et al., 1997; Chrystyn, 1997). Dans le méme ordre
d’idées, Pedersen a montré que le site d’action des corticostéroides
inhalés, a savoir les récepteurs intercellulaires aux glucocorticoides étaient
présents dans la plupart des types de cellules respiratoires (Pedersen et
al., 1997). Le consensus actuel recommande une distribution des stéroides

inhalés dans tout le systéme respiratoire (Leach, 1998).

Les récepteurs R,-adrénergiques : La localisation des récepteurs
B,-adrénergiques varie également selon les études. Ainsi, une haute
densité en récepteurs B-adrénergiques a été mise en évidence a la fois au
niveau des voies aériennes centrales (les plus larges) (Howarth, 1997)
ainsi que dans les plus petites voies aériennes (Chrystyn, 1997). En
descendant dans le tractus respiratoire jusqu’aux bronchioles de faible
diamétre, seuls les récepteurs B,-adrénergiques sont présents, tandis qu’a
partir des canaux alvéolaires on observe a la fois des récepteurs B; et B,
dont les prévalences relatives restent a déterminer (Carstairs et al., 1985).
Selon Labiris, 90% des récepteurs B-adrénergiques se situeraient au
niveau alvéolaire, une région ou il n’y a pas de muscles lisses (Labiris et
al., 2003a). Le rble des récepteurs B-adrénergiques situés a cet endroit

n‘est pas élucidé ; ce sont les récepteurs situés au niveau des muscles
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lisses des bronchioles non cartilagineuses et de faible calibre qui doivent

étre stimulés pour obtenir une bronchodilatation (Chrystyn, 1997).

Les récepteurs muscariniques M3 : Ils seraient situés
principalement au niveau de la zone de conduction du systeme respiratoire
et seraient quasiment absents au niveau alvéolaire (Howarth, 1997; Mak
et al., 1990).

Les bactéries pathogenes : La plupart des pneumonies affectent
simultanément tout l'arbre respiratoire. Les antibiotiques doivent donc
atteindre toutes les zones du systéme respiratoire. Il est toutefois
important de noter que les accumulations de mucus consécutifs a une
infection peuvent bloquer la déposition des substances médicamenteuses
au niveau des bronchioles les plus étroites et donc limiter I'efficacité du
traitement (Labiris et al., 2003a).

Au vu de ces considérations, la taille des particules et donc la zone du
systéme respiratoire dans laquelle elles se déposent semble influencer
I'efficacité thérapeutique des traitements administrés par inhalation.
Diverses études parfois contradictoires ont tenté de montrer la corrélation
entre taille des particules et efficacité du traitement (Johnson et al., 1989;
Padfield et al., 1983; Zanen et al., 1996; Zanen et al., 1994; Zanen et al.,
1995) .

11.4.2.5.2 Action systémique

Jusqu’il y a peu, les administrations de substances médicamenteuses
par inhalation étaient réservées au traitement d’affections locales. En effet,
les dispositifs pour inhalation ne permettaient de déposer au niveau
alvéolaire que 10 a 15% de la dose émise. Il était donc nécessaire
d’administrer de grandes quantités de principes actifs. Les progrés
effectués dans les dispositifs pour inhalation ont permis d’améliorer la
fraction déposée dans les alvéoles pulmonaires, la ou le principe actif peut

étre absorbé au niveau systémique (Labiris et al., 2003a).
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II.4.3 Influence du temps de rétention au niveau
du site d’action ou de la vitesse d’absorption dans

le sang

I1.4.3.1 Introduction

Lorsqu’un effet local est recherché, l'efficacité thérapeutique de la
substance administrée dépendra du temps de rétention au niveau du site
d’action tandis que pour un effet systémique, l'efficacité d’action sera
fonction de I'absorption du principe actif dans le sang.

Or, comme le systéme respiratoire constitue une surface d’échange
importante avec |'extérieur, il a élaboré différents mécanismes visant a
empécher la pénétration au sein de l'organisme de diverses particules
inhalées (poussiéres, bactéries, virus ..) mais qui peuvent également
constituer une barriere a l'efficacité thérapeutique des substances inhalées.

Tout d’abord, comme décrit a la page 9, la géométrie complexe des
voies aériennes constituées de nombreux embranchements dichotomiques
fait que la plupart des particules sont soit exhalées soit impactées bien
avant d’atteindre les voies aériennes périphériques.

Ensuite, différents mécanismes de clairance pulmonaire interviennent
pour empécher la pénétration de particules indésirables. Les deux
principaux mécanismes de clairance pulmonaire sont (a) le systéme muco-
ciliaire intervenant au niveau des voies respiratoires les plus larges et (b)
les macrophages alvéolaires présents a la fois au niveau des bronchioles et
des alvéoles (Groneberg et al., 2003).

Ainsi, une fois déposées au niveau pulmonaire, les particules peuvent
soit étre éliminées par les mécanismes de clairance, soit absorbées au

niveau systémique, soit dégradées (métabolisées).
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I1.4.3.2 La clairance muco-ciliaire

L'épithélium cilié constitue 30 a 65 % de I’épithélium pulmonaire
(Groneberg et al., 2003) et s’étend de la trachée aux bronchioles
terminales. Les particules insolubles qui se déposent dans cette partie de
I'arbre respiratoire sont piégées dans le mucus recouvrant I’épithélium
pulmonaire. Le mucus (et les particules) peuvent remonter vers le pharynx
puis I'oropharynx grace au mouvement coordonné des cils de I’épithélium
pour finalement étre avalé, voire expectoré si celui-ci est produit en
grande quantité : C'est ce qu’on appelle I'ascenseur muco-ciliaire (Dolovich
et al., 1987). Le pourcentage de cellules ciliées diminuant lorsqu’on
descend dans les voies respiratoires (53% de cellules ciliées dans la
trachée contre 15% au niveau des bronches de cinquiéme génération),
I'activité muco-ciliaire diminue en parallele (Serafini et al.,, 1977).
L'élimination des particules par transport muco-ciliaire peut prendre de
guelques minutes pour les particules déposées au niveau de la trachée
jusqu’a plusieurs heures lorsqu’elles se trouvent dans les voies aériennes
inférieures (Groneberg et al., 2003). Il est important de noter que la
clairance muco-ciliaire peut étre influencée par des facteurs
physiologiques, par |I'environnement (SO,, CO,, tabac,...) et par certaines
pathologies (asthme, fibrose kystique, BPCO, ...) (Courrier et al., 2002).

I1.4.3.3 La phagocytose par les macrophages

Les substances qui se déposent au niveau alvéolaire peuvent soit étre
absorbées au niveau systémique, soit étre phagocytées par les
macrophages qui sont au nombre de 5 a 7 par alvéole (Stone et al., 1992).

Les particules peuvent adhérer aux macrophages alvéolaires par
interaction électrostatique, ou via des récepteurs dans le cas de certaines
macromolécules telles les immunoglobulines. Apreés adhésion, les
macrophages internalisent les particules par formation de vacuoles, par

cavitation de surface ou formation de pseudopodes (Stossel, 1977).
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Les particules internalisées peuvent ensuite étre métabolisées ou
digérées par diverses enzymes (Groneberg et al., 2003). Le macrophage
activé peut étre éliminé par l'ascenseur muco-ciliaire ou traverser
I’épithélium respiratoire de fagon a rejoindre les tissus interstitiels puis
parfois au bout de plusieurs mois, la circulation lymphatique ou sanguine
(Folkesson et al., 1996; Martonen, 1993).

La capture et la vitesse de phagocytose des particules par les
macrophages dépendent de leur taille et de leur composition : ainsi, il
apparait que les particules de 6 um sont moins rapidement phagocytées
que celles de 3 um. De plus, il a été démontré que les particules de moins
de 0,26 um étaient moins fréquemment et moins rapidement phagocytées

que celles de 3 um (Courrier et al., 2002; Groneberg et al., 2003).
I1.4.3.4 L'absorption au niveau systémique

Un autre mécanisme d’élimination des particules est leur résorption,
qui se déroule principalement au niveau alvéolaire mais également dans le
reste du systeme respiratoire. Les molécules relativement lipophiles
peuvent, apres dissolution dans les fluides pulmonaires (Hochhaus, 2004),
diffuser facilement a travers |'épithélium respiratoire (transport passif)
tandis que les molécules hydrophiles traversent I'épithélium respiratoire
soit par diffusion au niveau des jonctions serrées intercellulaires (transport
paracellulaire) soit par transport actif (Patton, 1996). Les molécules
absorbées peuvent rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique. La
vitesse d’absorption est généralement inversement proportionnelle a la
taille des molécules (Effros et al., 1983). Toutefois, certaines protéines
seraient absorbées a travers [|'épithélium pulmonaire a des vitesses
indépendantes de leurs masses moléculaires, ce qui suggeéere l'intervention

de transporteurs spécifiques (Folkesson et al., 1996) .
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I1.4.3.5 La métabolisation des principes actifs

A I'heure actuelle, on ignore encore dans quelle mesure les activités
enzymatiques et de métabolisation pulmonaire affectent la concentration
et I'efficacité thérapeutique des principes actifs administrés par inhalation.
Les enzymes hépatiques sont également présentes au niveau pulmonaire
mais en concentrations beaucoup moins élevées (Labiris et al., 2003a; Ma
et al., 2006).

Les enzymes du cytochrome P450 y sont notamment en quantités 5 a
20 fois moindres que dans le foie. Ces enzymes métabolisent certains
acides gras, stéroides et autres composés lipophiles (Ma et al., 2006).

Les estérases non-spécifiques sont présentes en assez grandes
guantités et particulierement au niveau des alvéoles pulmonaires
(Dickinson et al., 1995; Labiris et al., 2003a; McCracken et al., 1993). Ces
estérases peuvent hydrolyser les principes actifs et notamment les pro-
drogues présentes sous formes d’esters, d’amides ou de thioesters
(Dickinson et al., 1995; Foe et al., 2000; Ma et al., 2006; Seville et al.,
2000).

Des protéases sont présentes au niveau pulmonaire surtout lors d’un
épisode inflammatoire (Labiris et al., 2003a). Ces enzymes jouent un rdle
dans la dégradation des peptides et des protéines administrés par
inhalation (Ma et al., 2006). Cette activité protéolytique est toutefois
limitée par la présence d’inhibiteurs de protéases endogénes (Courrier et
al., 2002) et peut également étre controlée par I'administration
concomitante d’inhibiteurs de protéases (ex.: bacitracine, sodium
glycocholate) (Morita et al., 1994). Parmi les mécanismes de clairance, la
dégradation par les protéases est relativement anecdotique : ainsi, plus de
95% des protéines (notamment I'insuline) restent intactes jusqu'a leur
absorption (Folkesson et al., 1996; Ma et al., 2006). Il a toutefois été
observé que certains peptides de petite taille tels le glucagon et la
somatostatine ont une biodisponibilité inférieure a 1% aprés administration
par inhalation, et ce, en raison d’une dégradation enzymatique au niveau

pulmonaire (Patton et al., 1994).
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Certains systémes microparticulaires qui seront décrits dans le
chapitre III permettent également de protéger les peptides et les protéines

de la dégradation enzymatique (Sundaram et al., 2004).

11.5. Les dispositifs pour administration

pulmonaire

II.5.1 Introduction

Les dispositifs pour inhalation utilisés a I'heure actuelle peuvent étre
séparés en trois grandes catégories : les nébuliseurs, les inhalateurs

doseurs pressurisés et les inhalateurs a poudre séche.
II.5.2 Les nébuliseurs

Ce type de dispositifs est le plus ancien des trois cités et a pour but
I’'aérosolisation de principes actifs en solution ou en suspension dans I'eau
(Gonda et al., 2003). Les nébuliseurs peuvent étre classés en nébuliseurs
pneumatiques ou ultra-soniques selon leur mode de fonctionnement
(Degobert, 2004; Labiris et al., 2003b; Timsina et al., 1994). En fonction
de la taille du réservoir, les nébuliseurs ultra-soniques sont dits soit « a
petite » soit « a grande » contenance (Degobert, 2004).

Ce dispositif reste celui de choix chez les jeunes enfants et chez les
personnes physiquement affaiblies car il ne nécessite ni coordination des
mouvements respiratoires ni force expiratoire importante (Gonda et al.,
2003). IIs permettent habituellement une humidification des voies
respiratoires (Degobert, 2004).

Toutefois les nébuliseurs présentent une série d’inconvénients
majeurs. C'est un appareillage encombrant et difficilement transportable
(Gonda et al., 2003) qui requiert une source d’énergie. Ces appareils sont
assez onéreux et nécessitent une dose de médicament plus importante
qu’avec les autres dispositifs pour inhalation (Degobert, 2004). Le temps

nécessaire a l'administration est relativement long (entre 10 et 15
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minutes) (Gonda et al., 2003). Il est a noter également que les nébuliseurs
ultra-soniques a petite contenance, bien que présentant I'avantage d’étre
moins encombrants, impliquent par leur principe de fonctionnement la
mise en contact de la substance a administrer et de la source a haute
fréquence qui provoque la nébulisation. Un échauffement de la substance
médicamenteuse peut dés lors se produire et provoquer une dégradation
du principe actif (notamment dans le cas des corticostéroides) (Degobert,
2004).

Seulement 10% de la dose initiale est déposée au niveau pulmonaire
(de Boer, 2005; O'Callaghan et al., 1997). Ceci s’explique par le fait
gu’une partie du liquide n’est pas aérosolisée (volume mort), que la
distribution granulométrique des gouttelettes générées est étendue mais
également que l'aérosolisation se produit en continu c’est-a-dire a la fois
lors de l'expiration et de linspiration : une partie de |'aérosol est donc
chassée dans I'environnement lors de I’'expiration.

Certains nébuliseurs ont toutefois été récemment développés afin de
pouvoir stopper |'aérosolisation lors de phase expiratoire. Ils sont désignés
par l|‘appellation « breath actuated nebuliser » (BAN), c’est-a-dire
« dispositif activé par la respiration » (de Boer, 2005; Denyer et al., 2004)
(ex. : Halolite® de Medic-Aid; AeroEclipse® de Trudell Medical

International).

I1.5.3 Les inhalateurs doseurs pressurisés-IDP
(« Metered dose inhalers- MDI »)

Le premier IDP, appelé Medihaler® a été développé en 1956 par Riker
Laboratories (ancien nom de 3M Pharmaceuticals, Saint-Paul, USA)
(Freedman, 1956; Rubin et al., 2005). Les IDP sont des dispositifs multi-
doses qui délivrent une quantité déterminée de principe actif a partir d’'une
suspension ou d’une solution de ce principe actif dans un gaz propulseur
sous haute pression. Ce type de dispositif, représenté a la Figure II-7, est

constitué de trois parties distinctes :
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o Un réservoir qui contient le principe actif en solution (directement
ou a l'aide d’un co-solvant tel I'éthanol) ou en suspension dans un
gaz propulseur liquéfié, le propellant (Atkins et al., 2004).

o Une valve doseuse qui permet de délivrer a travers un orifice de
sortie une quantité connue du contenu a partir du réservoir.

o Un embout buccal

Container en aluminium
aérosol

Suspension du \

principe actif
dans le propellant

Orifice R
valve doseuse LT

Figure 11-7 : Schéma d’un IDP

C'est le mode d’inhalation le plus fréquemment utilisé (Degobert,
2004; Timsina et al., 1994). En effet les IDP présentent les avantages
suivants :

Dispositifs portables et peu onéreux
Contamination limitée

o
o

o Dispositifs multi-doses

o Délivrance de doses reproductibles
o

Relative facilité d’emploi
Toutefois les IDP possédent plusieurs inconvénients a savoir :
o IlIs requierent une synchronisation entre le mouvement inspiratoire

et la délivrance de la dose (Timsina et al., 1994) désignée par le

terme « coordination main-bouche ».
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o La fraction qui se dépose dans les voies aériennes périphériques
est inférieure a 20% (Atkins et al., 2004; Labiris et al., 2003b;
Leach et al., 1998). Ceci est principalement d{ a la grande vitesse
(> 30 m/s) a laquelle I'aérosol est projeté hors du dispositif,
provoquant lI'impaction de plus de 50% des particules au niveau de
I'oropharynx (Newman et al., 1981).

o Des probléemes de stabilité ont également été rapportés
spécialement lorsque le principe actif est en suspension dans le
propellant (Atkins et al., 2004; de Boer, 2005).

Différentes solutions ont été proposées afin de pallier ces
inconvénients.

Ainsi, les chambres d’inhalation (ou d’expansion) qui sont placées
entre I'embout de l'inhalateur et la bouche du patient sont utilisées afin de
remédier au probléeme de synchronisation, notamment lors de
I'administration chez les jeunes enfants, mais également afin de ralentir la
vitesse des particules et donc de diminuer leur impaction dans
I'oropharynx (Figure II-8). Ces chambres d’‘inhalation ont prouvé leur
efficacité a diminuer l'impaction oro-pharyngée des particules et les effets
indésirables pouvant en découler (notamment dans le cas de
I'administration de corticostéroides) mais sans toutefois augmenter
vraiment la fraction respirable. En effet, I'impaction et la sédimentation se
produisant dans la chambre d’inhalation conduisent a des pertes en
particules (Bisgaard et al., 2002; de Boer, 2005). De méme, l'attraction
électrostatique qui survient lorsque la chambre d‘inhalation est en
plastique (ex : Babyhaler®), conduit également & des pertes en particules.
L'attraction électrostatique peut cependant étre réduite par |'utilisation de
chambres d’inhalation métalliques (Bisgaard et al., 2002) ou constituées
de matériaux antistatiques (ex. : Vortex®) (Voeurng et al., 2006). Notons
également que I'Idehaler®, une nouvelle chambre d‘inhalation qui se
positionne verticalement permet, par cette orientation, d’éviter une
déperdition médicamenteuse sur les parois a |'expiration (Dubus et al.,
2006).
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Afin d’éviter les probléemes de coordination des mouvements
respiratoires avec l'activation du systeme, des dispositifs activés par la
respiration ont été mis au point, avec par exemple I’Autohaler® (3M
Pharmaceuticals, Minnesota, USA) et I'Easi-Breathe® (Ivax Pharmaceuticals
UK, Londres, Angleterre) (de Boer, 2005; Labiris et al., 2003b).

En ce qui concerne les problémes de stabilité des suspensions, I'ajout

d’agents tensio-actifs peut y remédier (Atkins et al., 2004).

Figure 11-8 : IDP couplé a une chambre d’inhalation

Notons enfin que les découvertes de Molina et Rowland datant de
1974 et apportant la preuve de l'effet destructeur sur la couche d’ozone
des propellants utilisés jusque la, a savoir les CFC (gaz
chlorofluorocarbonés), ont conduit a la diminution de leur utilisation puis a
leur suppression a la suite de la signature du Protocole de Montréal en
1987 (Molina et al., 1974; Newman, 1990). IIs ont donc été remplacés par
des hydrofluorocarbones (HFA). Les propriétés physico-chimiques des HFA
étant différentes de celles des CFC, bon nombre de formulations ont d{

étre retravaillées (Atkins et al., 2004).
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II.5.4 Les inhalateurs a poudre séche-IPS (« Dry
powder inhalers- DPI)

I1.5.4.1 Introduction

Comme exposé dans le chapitre I, un des objectifs de la partie
expérimentale consistera a mettre au point une poudre pour inhalation a
partir de microparticules lipidiques solides préalablement produites. C’est
la raison pour laquelle les dispositifs pour inhalation a poudre séche seront
plus amplement détaillés.

Une formulation sous forme de poudre séche a été préférée aux autres
formes destinées a l'inhalation, principalement en raison de leur meilleure
stabilité (Voir page 33).

11.5.4.2 Les différents types d'IPS

Les inhalateurs a poudre seche permettent I'aérosolisation de principes
actifs a I’état solide. IlIs peuvent étre séparés en plusieurs catégories : Les
dispositifs unidoses, les dispositifs multidoses également appelés
réservoirs et les dispositifs a doses unitaires multiples (Srichana et al.,
1998).

o Les dispositifs unidoses : Ils nécessitent avant chaque utilisation
I'introduction d’une gélule qui contient une dose de poudre
conditionnée au préalable (Ex.: Spinhaler®, Cyclohaler®,
Rotahaler®).

0 Les dispositifs multidoses : Le principe actif est stocké dans un
réservoir, sous lequel se trouve un disque doseur. Par activation du
systéme doseur, une dose déterminée de principe actif est calibrée
grace a un araseur (Ex. : Turbohaler®, Autohaler® et Easyhaler®)

o Les dispositifs a doses unitaires multiples tels les systémes
Diskus® et Rotadisk®. Ils contiennent plusieurs monodoses de

principe actif préconditionnées en blisters.
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Le mécanisme de fonctionnement de base des IPS est représenté a la

figure II-9.
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Figure 11-9 : Mécanisme de base du fonctionnement d’un IPS
I1.5.4.3 Avantages et inconvénients des IPS

Les IPS présentent les avantages suivants (de Boer, 2005):

o Meilleure stabilité du principe actif a I'état solide

o Facilité d’utilisation: Les IPS sont déclenchés par l'inspiration et ne
nécessitent donc pas la coordination des mouvements main-
bouche

o Risques de contamination microbiologique limités comparativement
aux formes liquides

o Administration de doses plus importantes en une seule inspiration,
contrairement a la nébulisation

o Dispositifs de petite taille, facilement transportables et bon marché

o Meilleure reproductibilité des doses de particules fines

L'inconvénient principal de ce type de dispositif réside dans le fait que

le flux inspiratoire du patient doit étre compris entre 30 et 60 litres/minute

afin d’obtenir une pénétration optimale des particules inhalées, ce qui n’est
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pas le cas chez les jeunes enfants et les adultes présentant une
obstruction respiratoire (Degobert, 2004).

Des problémes d’humidité peuvent également survenir principalement
dans le cas des dispositifs multi-doses, provoquant une diminution de la
stabilité du principe actif, une redispersion moins aisée de la poudre
(Srichana et al., 1998) et éventuellement, lorsque les constituants de la
poudre sont hygroscopiques, une augmentation de la taille des particules

et une modification de la déposition.
I1.5.4.4 Formulation d’une poudre pour inhalation

Les poudres pour inhalation doivent étre formulées de facon a contenir
un principe actif micronisé (entre 0,5 et 5 pum de diamétre
aérodynamique). Cependant, dans cette zone de taille, les forces
électrostatiques interparticulaires sont importantes et la poudre est
généralement cohésive (Byron, 2006). En conséquence, ces poudres ont
de mauvaises propriétés d’écoulement, ce qui pose probleme lors du
remplissage des dispositifs. De plus, la redispersion d’une poudre cohésive

sous forme de particules individualisées est peu aisée.

Pour pallier cet inconvénient, deux types de formulation ont été
envisagées :

a. Formulation du principe actif sous forme d’agglomérats sphérigues :

Cette formulation consiste a « sphéroniser » ou « pelletiser » le
principe actif seul ou avec un excipient de dilution micronisé si la dose de
principe actif a administrer est trop faible. Ces « pellets sphériques »,
d’'une taille comprise entre 200 et 2000 pm sont le résultat d'une
agglomération controlée suivie d’'une sphéronisation de ces agglomérats
(Trofast et al., 2002). Ces sphéres sont poreuses et les forces de cohésion
entre les particules sont faibles (Figure 1II-10); l'agglomérat se
désagrégera donc facilement lors de linhalation afin de libérer les
particules micronisées (Boerefijn et al., 1998). Par contre, un choc

mécanique sur le dispositif peut provoquer une désagrégation avant
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administration avec pour conséquence une diminution de la reproductibilité
de la dose émise (de Boer, 2005). Le Pulmicort Turbohaler® est
notamment formulé de cette facon et contient des agglomérats sphériques

de particules de budésonide.

Figure 11-10 : Agglomérat sphérique de particules

de principe actif micronisé (Nakate et al., 2005)

b. Formulation d’une poudre par utilisation d’excipients porteurs

Le second type de formulation consiste a mélanger une faible
proportion de principe actif avec un excipient porteur de plus grande taille
particulaire (de 30 a 100 pm), tel le lactose (Staniforth, 1987). De cette
facon le principe actif adhére a la surface de I’'excipient.

Le mélange obtenu offre une certaine résistance a la ségrégation
particulaire (ce qui limite les problémes d’uniformité d’émission) mais aussi
a la désagrégation du principe actif a partir de I’'excipient porteur lors de
I'administration. Or, afin d’éviter une déposition accrue au niveau de la
sphére oropharyngée, il est important que la fixation du principe actif sur
I'excipient porteur soit réversible (Labiris et al., 2003b; Malcolmson et al.,
1998).

Staniforth a mis en évidence l'influence de la surface de I'excipient
porteur sur les forces d’adhésion entre les particules micronisées de
principe actif et I'excipient (Staniforth, 1987). Ainsi une particule porteuse

présentera a sa surface a la fois des sites a haute et a basse affinités pour
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le principe actif. Une particule rugueuse présentera plus de sites a haute
énergie qu’une particule lisse et libérera donc moins facilement le principe
actif micronisé fixé a sa surface (Kawashima et al., 1998; Staniforth,
1995).

Afin d’optimaliser la libération du principe actif a partir de I’'excipient
porteur et donc de favoriser la déposition dans les voies aériennes
inférieures, ce type de formulation a été amélioré. Ainsi, un excipient
micronisé sera ajouté afin d’obtenir un mélange ternaire. Cet agent
ternaire peut étre du stéarate de magnésium (Ganderton, 1992), de la L-
leucine (Lucas et al., 1999; Staniforth, 1996) ou peut étre de méme
nature que |'excipient porteur (Lucas et al., 1998; Staniforth, 1995; Zeng
et al., 1998). Cette derniere option est a préférer a l'ajout d’excipient
micronisé de nature différente de |'excipient porteur car elle ne requiert
pas d’essais toxicologiques complémentaires (Tee et al., 2000). Les
mélanges ternaires améliorent la déposition pulmonaire comparativement
aux mélanges binaires (Ganderton, 1992; Louey et al., 2002; Lucas et al.,
1998; Zeng et al., 1998). Toutefois le mécanisme d’‘action de ces
composés dits «ternaires » n’est pas clairement élucidé. Deux théories
s’opposent, a savoir (Louey et al., 2002):

o La théorie la plus communément admise, développée initialement
par Hersey, est celle de la saturation par I’'excipient micronisé des
sites a haute énergie de fixation de |'excipient porteur (Hersey,
1975). Dans ce cas, I’'excipient micronisé (ou agent ternaire) joue
le role d’excipient compétiteur. L'ordre d’ajout des composants y
est important. En effet I'excipient compétiteur devra d’abord étre
mélangé avec |'excipient porteur afin de saturer prioritairement les
sites a haute énergie et de laisser les sites a plus basse énergie
libres pour le principe actif qui sera ensuite ajouté. En présence de
I’excipient compétiteur, l'adhésion sera donc moindre entre
I'excipient porteur et le principe actif ce qui facilitera le
détachement de ce dernier lors de l'administration (Ganderton,
1992; Malcolmson et al., 1998; Zeng et al., 1999). Cette théorie
est schématisée a la figure II-11 et illustrée a la figure II-2.
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Excipient porteur Principe actif micronisé

Inhalation

Excipient compétiteur

Figure I1-11 : Représentation de la libération d’un principe actif
micronisé a partir d’un excipient porteur avec ou sans excipient

compétiteur (Bertholet, 2006)

Figure I1-12 : Image de microscopie électronique d’un excipient
porteur (lactose) en présence d’un excipient micronisé (L-leucine)
(Malcolmson et al., 1998)

o Une autre théorie suggére que l'ordre d’ajout des constituants du
meélange n’influence pas la déposition pulmonaire du principe actif
(Lucas et al., 1998). Ainsi, il a été observé par microscopie
électronique que le principe actif et I'excipient micronisé peuvent
s’‘arranger de facon a former des agrégats dénommés

« multiplets ». L'augmentation de la fraction respirable serait due
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soit a une diminution des forces adhésives entre le principe actif et
I’'excipient micronisé au sein d’'un multiplet (comparativement a
I'adhésion avec I'excipient porteur), soit a une déposition du
principe actif au niveau des voies respiratoires inférieures sous la

forme de multiplets.

Actuellement la FDA n'autorise que le lactose, le glucose et le mannitol
comme excipient pour la voie pulmonaire. Ce sont donc ces trois composés
qui sont essentiellement utilisés comme excipients porteurs et micronisés,
avec une préférence pour le lactose dont le profil toxicologique est mieux
connu. Toutefois, le lactose, en tant que sucre réducteur est plutot
inapproprié en présence de certains principes actifs tels les peptides, les
protéines, mais également le budésonide et le formotérol (Patton et al.,
1992; Steckel et al., 2004; Tee et al., 2000).

Il est également important de noter que la déposition dans l'arbre
respiratoire obtenue avec les IPS varie entre 12 et 40% selon le type de
dispositif utilisé tandis que 20 a 25% du principe actif est retenu dans le
systéme (Labiris et al., 2003b). Ces taux de déposition relativement peu
élevés peuvent étre dus a une mauvaise désagrégation de la poudre en
fines particules. Il a également été démontré qu’a l'inverse des IDP,
l'augmentation du débit inspiratoire favorisait la désagrégation et
améliorait la déposition pulmonaire. Ainsi, Borgstrom a pu montrer que
lorsque le débit inspiratoire & travers un Turbohaler® passait de 35 & 60
I/min., la déposition pulmonaire du principe actif étudié (en l'occurrence la
terbutaline) passait de 14,8 a 27,7% (Borgstrom et al., 1994). Afin de
limiter l'influence de la capacité respiratoire sur la désagrégation et donc
sur la déposition en facilitant la redispersion et l'inhalation profonde de la
poudre, des systémes de compression d‘air ont été intégrés dans les
nouveaux dispositifs (ex. : Spiros®, Dura Pharmaceuticals, San Diego,
USA ; Nektar Advanced Pulmonary Delivery®, Nektar Therapeutics, San
Carlos, USA; Aspirair®, Vectura, Cambridge, UK..). Ces nouveaux
dispositifs d’inhalation sont qualifiés de dispositifs actifs (Tobyn et al.,
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2004). Ainsi la premiére insuline inhalée mise récemment sur le marché
sous le nom d’Exubera® (Voir page 8) utilise le dispositif actif Nektar

Advanced Pulmonary Delivery®,

11.6. Evaluation des formes pharmaceutiques

destinées a I'inhalation

Comme cela a été décrit dans les paragraphes précédents, l'efficacité
d’un traitement administré par inhalation dépend de la quantité de principe
actif se déposant au niveau du site d’action ou disponible pour une
résorption (Weda et al., 2002). La déposition d'une substance aérosolisée
peut étre mesurée par des techniques in vitro et in vivo, ou peut étre
indirectement déduite d’études pharmacocinétiques. Enfin I'efficacité d'un

aérosol médicamenteux peut étre évaluée dans le cadre d’études cliniques.

II.6.1 Mesures in vitro de la déposition dans

I'arbre respiratoire

Il existe différents types d’appareillages permettant d’évaluer la
déposition in vitro de principes actifs délivrés au moyen d'un IDP ou d’un
IPS. Pour I'évaluation aérodynamique des particules fines, la Pharmacopée
Européenne 5°™ édition recommande I'utilisation des appareillages
suivants représentés a la figure 11-13:

L’'impacteur liquide multi-étages (MSLI) : Il est constitué de 4
étages de séparation et d’un étage de filtration. Les diameétres de coupure
de chaque étage dépendent du débit auquel se fait la mesure. Un liquide
de récupération est placé au niveau des 4 étages afin de mimer I'’humidité
des voies respiratoires. Toutefois son utilisation en routine est fastidieuse :
C’est un appareil lourd, difficile @ manipuler et qui requiert beaucoup de
soin pour récolter quantitativement le liquide de récupération et les

particules qui s’y sont déposées.
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L’impacteur a cascade Andersen : Il comporte 9 étages dont un de
filtration, chacun simulant une zone du systéeme respiratoire. Ces
nombreux plateaux permettent de donner une distribution granulométrique
détaillée des particules constitutives de I’'aérosol, méme si les diamétres de
coupure de cet impacteur ne sont pas a intervalles réguliers. Etant donné
qu’il travaille a sec, la corrélation in vivo / in vitro est moins évidente a
établir.

L’'impacteur de type E : Il s'agit d'un impacteur nouvelle génération,
constitué de 7 étages et d’'un collecteur terminal permettant de séparer
des particules de diamétre compris entre 0,24 um et 11,7 ym a intervalles
réguliers. L'appareil est formé de coupelles d'impaction amovibles situées
sur un méme plan. La récolte du principe actif est y plus aisée qu’avec les
impacteurs Andersen ou MSLI.

Impacteur a cascade en verre (Twin Impinger) : Cet impacteur
est plus ancien que les trois précédemment cités. Il est toutefois encore
couramment utilisé surtout en routine dans le développement des formes
pulmonaires (Najafabi et al., 2004; Steckel et al., 1997a; Steckel et al.,
1997b). 1l est constitué de 2 étages et permet de séparer les particules en
2 fractions, I'une supérieure et l'autre inférieure a 6,4 pm. Son colt est
relativement peu élevé, sa manipulation est aisée et il est facile de récolter
quantitativement le liquide de récupération et les particules qui se sont
déposées au niveau des 2 étages d'impaction.
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II.6.2 Mesures in vivo de la déposition dans I’arbre

respiratoire par y-scintigraphie

La y-scintigraphie consiste a faire inhaler a un sujet un aérosol
marqué par un radioélément (généralement du technétium 99). Les zones
de déposition et les quantités de particules radiomarquées déposées
peuvent ensuite étre visualisées (Fok et al., 1999; Newman et al., 2002).
Ces études peuvent étre réalisées a la fois chez des sujets sains ou
malades, ce qui peut notamment permettre d’évaluer l'influence d’une
pathologie broncho-pulmonaire sur la déposition particulaire. Certaines
données pharmacocinétiques (clairance muco-ciliaire et macrophagienne,
résorption,...) peuvent étre mesurées en suivant ['évolution du
radioélément apres déposition (Dolovich et al., 1987; Newman et al.,
1998).

Cette technique comporte toutefois certains inconvénients : ainsi, elle
mesure |'évolution du radioélément et non de la substance active ; si le
radioélément et le principe actif ne sont associés que physiquement (par
mélange) et non pas chimiquement, ils peuvent se dissocier lors de
I'administration ou aprés déposition, biaisant ainsi les résultats (Dolovich,
2001). De plus comme |'étape de marquage est susceptible de modifier les
propriétés des particules, notamment la distribution granulométrique, il est
important de valider le processus de radiomarquage (Sebti et al., 2006).

Tout comme I’'étude de déposition in vitro utilisant les impacteurs,
I’évaluation de la déposition par utilisation de radiomarqueurs est une
technique intéressante, notamment pour comparer différents dispositifs
et/ou formulations pour inhalation. Il convient toutefois de garder a I'esprit
que la corrélation entre les résultats de déposition obtenus par ces deux
techniques et les résultats des essais d’efficacité clinique n’est pas
clairement établie (Weda et al., 2002).

42



Chapitre 11: Administration de substances médicamenteuses par inhalation

II.6.3 Etudes pharmacocinétiques

L'étude pharmacocinétique consiste a déterminer la quantité de
principe actif ayant été résorbée en fonction du temps. Cette démarche est
logique lorsqu’un effet systémique est attendu, mais est moins évidente
lorsqu’il s’agit d’'une administration visant un effet local. Dans ce dernier
cas, les études pharmacocinétiques ne devraient étre utilisées qu’avec
précaution. En effet, lorsqu’un effet local est recherché, les dosages du
principe actif aprés résorption ne peuvent étre corrélés avec certitude a
I'efficacité d’action de la molécule active. En effet, en administrant du
propionate de fluticasone par voie orale et par inhalation, Hogger a montré
que pour des taux plasmatiques comparables, seule |‘administration
pulmonaire avait un effet sur I'inflammation des voies aériennes (Hogger
et al., 1995; Hogger et al., 1996). A I'opposé, d'autres auteurs ont réussi a
corréler les taux plasmatiques ou urinaires d’agents antiasthmatiques
(notamment de certains B,-mimétiques) avec une mesure d’efficacité
(Lotvall, 1997; Silkstone et al., 2002). Ceci démontre que les études
pharmacocinétiques peuvent apporter des informations concernant
I'efficacité ou la bioéquivalence des préparations pour inhalation.

Cependant, pour les molécules a visée thérapeutique locale, c’est-a-
dire lorsque I'étude pharmacocinétique est utilisée comme outil de mesure
indirecte de la déposition pulmonaire, il convient de rester prudent dans
I'analyse des résultats si aucune étude d’efficacité clinique n‘est menée en

paralléle.
II1.6.4 Etudes cliniques d’efficacité

Les études cliniques d’efficacité sont généralement lourdes, coliteuses
et nécessitent le recours a des sujets volontaires sains et/ou malades qu'il
n‘est pas toujours aisé de recruter. De plus, les résultats obtenus sont
tributaires de variations inter- et intra-individus qui peuvent étre
importantes (Weda et al., 2002). Ce type d’étude est toutefois nécessaire
dans les phases ultimes du développement d’une forme pharmaceutique.
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Chapitre III:
Prolongation de la durée d’action d’une

substance administrée par inhalation

I11.1. Introduction

Comme décrit dans le chapitre II, le systéme respiratoire utilise de
nombreux mécanismes de défense afin d’éviter la déposition de corps
étrangers. En effet, les ramifications de l'arbre trachéo-bronchique, les
mécanismes de clairance tels I'escalator muco-ciliaire et la clairance
alvéolaire macrophagienne, la métabolisation enzymatique contribuent
tous a I'élimination des particules ou des micro-organismes étrangers.

Ces mécanismes de défense ont notamment pour effet de limiter la
durée d'action des substances administrées par inhalation, ce qui
nécessite des administrations répétées. C'est la raison pour laquelle de
nombreux travaux de recherches sont actuellement menés dans le but de
prolonger la durée d’action des principes actifs administrés par inhalation.

Pour obtenir une prolongation de la durée d’action, les molécules
actives devront séjourner plus longtemps au niveau de leur site d’action
ou étre libérées de fagon prolongée afin d'étre disponibles plus longtemps
soit pour une action locale soit pour une résorption si un effet systémique

est visé.
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Deux approches peuvent étre envisagées pour prolonger la durée
d’action d’un principe actif administré par inhalation, a savoir :

o Approche pharmaco-chimique
- Synthése de molécules a longue durée d’action par
pharmacomodulation
- Utilisation de pro-drogues

o Approche galénique
- Modifications des propriétés physico-chimiques du principe
actif
- Incorporation du principe actif dans un véhicule ou un
systeme particulaire (ex.: liposomes, microparticules
biodégradables, cyclodextrines, microparticules lipidiques

solides)

Une autre approche consiste a altérer le microenvironnement autour
des particules déposées, en modifiant le micro-pH ou en augmentant la
viscosité. Cette méthode qui comporte des risques est a éviter
spécialement chez les personnes souffrant de pathologies pulmonaires
(Gupta et al., 2003).

111.2. Prolongation de la durée d’action par

voie pharmaco-chimique

111.2.1 Pharmacomodulation

Parmi les molécules administrées par inhalation, la classe des
agonistes B,-adrénergiques (ou B,-mimétiques) (Voir page 95) a fait
I'objet de pharmacomodulations dans le but d’obtenir des molécules a
longue durée d’action. Actuellement deux molécules pouvant étre
qualifiées de B,- mimétiques a longue durée d’action et destinées a
I'administration par inhalation sont commercialisées : le formotérol et le

salmétérol.
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Deux théories s‘opposent actuellement afin d’expliquer les
mécanismes de prolongation de la durée d’action des B,-mimétiques, a
savoir la théorie de la microdiffusion et celle des exosites (Coleman et al.,
1996).

D'aprés la théorie de la micro-diffusion (ou diffusion micro-
cinétique), la durée d’action serait dépendante de la lipophilie du principe
actif (Anderson, 1993; Anderson et al., 1994; Lotvall, 2001). Au vu de sa
courte chaine hydrocarbonée, le salbutamol est hydrophile (Figure III-1)
et s’associe dés lors directement aux récepteurs a partir de la phase
aqueuse extracellulaire contigué aux membranes cellulaires puis il diffuse
a travers les membranes et est éliminé plus rapidement, ce qui explique
sa courte durée d’action. La longue chaine hydrocarbonée du salmétérol
(Figure III-1) Iui confere une lipophilie accrue qui lui permet de
s’'accumuler tel un réservoir dans les membranes des muscles lisses
bronchiques, au voisinage des récepteurs p,-adrénergiques. Les composés
sont ainsi disponibles pour les récepteurs et ce, pour une période
prolongée. IIs peuvent diffuser latéralement a I'intérieur des membranes
pour atteindre les récepteurs.

Le formotérol, un composé de lipophilie intermédiaire, peut a la fois
interagir immédiatement avec le récepteur B,-adrénergique en se
concentrant dans l'espace aqueux extracellulaire, mais également se
distribuer dans les membranes cellulaires afin de prolonger sa disponibilité
pour les récepteurs B,-adrénergiques (Leemans, 2003).

La théorie de la micro-diffusion est illustrée a la figure III-2.
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Figure I11-1 : Structures chimiques du salbutamol,

du formotérol et du salmétérol

Espace extracellulaire aqueux

Membrane
cellulaire avec
récepteurs
B.-adrénergiques

Formoterol

Figure I11-2 : Représentation de la théorie de
la micro-diffusion appliquée au salbutamol, au

formotérol et au salmétérol (Anderson et al., 1994)
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La théorie des exosites ou des exorécepteurs requiert quant a
elle la présence d’un site additionnel de liaison pour le principe actif, situé
dans le voisinage immeédiat du site d’action du récepteur B,-adrénergique
(Coleman et al., 1996). Dans le cas du salmétérol, la théorie des exosites
voudrait que la chaine hydrocarbonée lipophile de cette molécule s’ancre
en un site adjacent ou intégré au récepteur B,-adrénergique et, de la
sorte, confére a la téte de la molécule la possibilité d’interactions répétées
avec le récepteur par un effet de type charniére (Leemans, 2003) (Figure
I11-3).

Cette théorie est assez controversée (Lotvall, 2001; Teschemacher et
al., 1999) du moins en ce qui concerne le formotérol. En effet, cette
molécule ne semble pas présenter une structure suffisamment longue
pour s’ancrer au niveau d’un site adjacent au site d’action tout en agissant

au niveau de celui-ci (Anderson et al., 1994; Linden et al., 1996).

I HO-CH:
B
=]

HO

=
H
CHESEH
‘ CH -CH,-0-CH, - CH, - CH, - CHz

Récepteur B2- adrénergigue Exosite

Figure I11-3 : Représentation de la théorie des exosites

appliquée au salmétérol (Anderson et al., 1994)
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111.2.2 Utilisation de pro-drogues

La présentation sous forme de pro-drogues suppose l'introduction
dans la molécule initiale d'un groupement de nature variable fixé par un
lien covalent bioréversible (c’est-a-dire susceptible d’étre supprimé par
métabolisation pour régénérer le principe actif parent au niveau de
I'organe cible).

Les groupements introduits sur le composé parent pourront étre
hydrolysés de fagon non enzymatique ou enzymatique (notamment par
des estérases non spécifiques) pour restituer le principe actif de départ.

Comme il s'avére qu’au niveau pulmonaire l'activité enzymatique est
relativement importante (estérases,...), les pro-drogues pourraient donc
agir comme des systémes réservoirs qui libéreraient de fagon prolongée le
composé actif parent aprés clivage enzymatique (Zeng et al., 1995).
L'ibuterol, par exemple est un ester de la terbutaline qui, aprés
administration par inhalation est hydrolysé de facon enzymatique

relarguant ainsi progressivement la terbutaline (Zeng et al., 1995).

111.3. Prolongation de la durée d’action par

voie galénique

111.3.1 Modification des propriétés physico-

chimiques du principe actif

La modification des propriétés physico-chimiques du principe actif
administré peut avoir des répercussions tant sur la cinétique de
dissolution que sur la perméabilité vis-a-vis des membranes biologiques.
La dissolution d'un principe actif peut notamment étre ralentie en co-
précipitant celui-ci avec une substance trés peu soluble (ex. hydroxyde

métallique) dans le surfactant pulmonaire (Zeng et al., 1995).
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111.3.2 Utilisation de véhicules et de systémes

microparticulaires

II1.3.2.1 Introduction

L'utilisation de véhicules pourrait permettre au principe actif a la fois
d’étre libéré progressivement mais aussi d’étre protégé vis-a-vis d'une
éventuelle dégradation enzymatique. Certains artifices seront également
utilisés afin de réduire la phagocytose par les macrophages (Voir page
63).

IT11.3.2.2 Les liposomes

Les liposomes constituent un des systémes les plus étudiés en vue de
prolonger la durée d’action de principes actifs administrés par inhalation.
Les liposomes sont des vésicules formées d’une ou plusieurs bi-
membranes lipidiques concentriques qui alternent avec des compartiments
agueux.

Ce type de structure permet |'encapsulation tant de composés
hydrophiles que lipophiles. La composition et les techniques de production
influencent la taille des liposomes.

Les liposomes sont composés le plus souvent de phospholipides mais
aussi de sphingolipides qui peuvent étre d’origine naturelle (ceuf, soja) ou
synthétique. Le cholestérol est fréquemment utilisé pour stabiliser les
membranes liposomiales (Meisner et al., 1995; Taylor et al., 1993). Au vu
de leur composition, les liposomes sont particulierement appropriés a
I'administration pulmonaire ; les phospholipides utilisés sont soit
constitutifs du surfactant pulmonaire soit apparentés aux phospholipides
endogeénes, ce qui rend négligeable le risque de toxicité de ce véhicule.
Plusieurs études ont en effet montré que I'administration pulmonaire de
lipides utilisés pour la production de liposomes ne provoque pas
d’apparition d’effets secondaires (Morley et al., 1981; Obladen et al.,
1979). Pettanazo a montré que les liposomes se rompent au niveau des
alvéoles pulmonaires, restituant les lipides constitutifs et que ces derniers
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intégrent le pool de surfactant pulmonaire endogéne (Pettenazzo et al.,
1989).

Plusieurs études ont prouvé que l'utilisation de formes liposomiales
permettait de prolonger le temps de résidence pulmonaire
comparativement a I'administration du principe actif seul mais également
de diminuer certains effets secondaires (Allen et al., 1991; Juliano et al.,
1980).

Les liposomes présentent toutefois un certain nombre
d'inconvénients, qui limitent actuellement leur utilisation :
o Il est difficile d’obtenir une reproductibilité au niveau de la
taille des liposomes.
o Les dispersions liposomiales présentent des problémes de
stabilité :

- Instabilité physique : Des phénomeénes de fusion et de
formation d’agrégats peuvent apparaitre, modifiant la
taille des liposomes (Storm et al., 1998). Une rupture
des vésicules peut également survenir lors du
stockage ou de la nébulisation, libérant le principe
actif prématurément (Darwis et al., 2001; Niven et
al., 1990). Lors du stockage des dispersions
liposomiales, la diffusion du principe actif a partir des
vésicules vers le solvant représente également une
forme d'instabilité physique.

- Instabilité chimique due a I'hydrolyse des fonctions
esters ou a l'oxydation des acides gras insaturés.
L'hydrolyse peut étre limitée en stockant les
dispersions a basse température ou en ajustant le pH
a 6,5. L'oxydation peut étre évitée par ajout d'un
agent antioxydant telle la vitamine E ou en utilisant
exclusivement des lipides a chaines d’acides gras
saturés (Storm et al., 1998).
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L'utilisation de liposomes sous forme séche peut également
permettre de résoudre certains problémes d’instabilité. Les
suspensions liposomiales peuvent étre lyophilisées en
présence d‘agents cryoprotecteurs tels les disaccharides
(Storm et al., 1998).

o L'efficacité d’encapsulation des principes actifs hydrophiles
dans les compartiments aqueux des liposomes est assez
faible.

o Les phospholipides synthétiques utilisés pour la préparation
des liposomes sont relativement co(iteux.

o Le processus de production des liposomes a [|échelle

industrielle est long et difficile.
IT1.3.2.3 Les microparticules biodégradables

Les microparticules biodégradables sont composées de polymeéres
d’origine naturelle (ex.: albumine, alginates, chitosan) ou synthétique
(ex. : polyesters dont les plus communément utilisés sont les polymeres
d’acide lactique - PLA, d’acide glycolique - PGA ou les copolymeres d’acide
lactique et glycolique- PLGA) (Gupta et al., 2003). Le choix du polymére
et/ou de la technique de production influence les propriétés physiques des
particules (taille, densité, porosité,..) et le devenir in vivo des
microparticules (Gupta et al., 2003).

Ce type de véhicule présente les avantages suivants (Courrier et al.,
2002):

o Les microparticules polymériques sont plus stables que les
liposomes a la fois in vivo, ce qui permet d’obtenir une
libération prolongée du principe actif, mais également durant
le stockage.

o De nombreux principes actifs, tant hydrophiles que lipophiles
peuvent étre encapsulés dans des microparticules

polymériques, et ce, avec un bon rendement d’encapsulation.
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Toutefois les microparticules polymériques ont également quelques
inconvénients :

o La plupart des techniques de production impliquent
I'utilisation de solvants organiques. Des résidus de ces
solvants peuvent donc se retrouver dans les microparticules.

o Il est difficile de produire des microparticules polymériques a
I’échelle industrielle (Schwarz et al., 1994).

o La dégradation de certains polymeres comme les PLGA crée
un micro-pH acide qui peut endommager certains principes
actifs comme les peptides et les protéines (O'Hara et al.,
2000).

o Il a été démontré que les particules polymériques constituées
de PLGA subissent au niveau pulmonaire une opsonisation
rapide et donc une clairance alvéolaire rapide (Tabata et al.,
1988). Ce probleme peut étre contourné par l'utilisation de
polymeéres tels le chitosan et la cellulose.

o Le profil toxicologique de bon nombre de polyméres est
incertain.

En effet, la biodégradation peut étre lente (jusqu’a 4 semaines) et des
effets toxiques systémiques peuvent étre causés par altération du
systéme réticulo-endothélial (Schwarz et al., 1994). Il est important de
noter que la durée de la biodégradation du polymere est généralement
bien plus longue que la durée de libération du principe actif a partir des
microparticules polymériques (Fu et al., 2002). La biocompatibilité des
PLA, PGA et PLGA a été démontrée dans le cas d'implants constitués de
ces polymeéres (El-Baseir et al., 1998) ; par contre lorsque ces mémes
polyméres sont utilisés sous forme de microparticules et par voie
pulmonaire, celles-ci peuvent étre internalisées et dégradées par les
macrophages, ce qui conduit a des effets cytotoxiques (Armstrong et al.,
1996; Courrier et al., 2002). Armstrong a effectivement montré chez le
lapin que I'administration par inhalation de microparticules de polyméres

d’acide lactique (PLA) provoquait des dommages histologiques, des
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hémorragies pulmonaires ainsi qu’une infiltration d’éosinophiles et de

neutrophiles (Armstrong et al., 1996).

La capacité des microparticules polymériques pour inhalation a libérer
de facon prolongée le principe actif qui y est incorporé a été mise en
évidence par des études in vitro (El-Baseir et al., 1998; Fu et al., 2002;
Martin et al., 2002) et in vivo (Lai et al., 1993; Poyner et al., 1995).

Certaines recherches se sont axées sur la modification des propriétés
(composition, taille, densité, surface) des particules afin de réduire la
phagocytose par les macrophages alvéolaires.

Evora et Jones ont tout d’abord montré qu’il était possible de réduire
la phagocytose des particules polymériques (PLGA) ayant une taille de 2 a
3 ym en les enrobant de 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), le
constituant majeur du surfactant pulmonaire (Evora et al., 1998; Jones et
al., 2002).

Edwards a quant a Iui développé des particules de PLGA de
« grande » taille (diametre géométrique > 5 ym) et poreuses de faible
densité (< 0,1), possédant donc un diametre aérodynamique adéquat
pour une déposition pulmonaire périphérique (Edwards et al., 1997;
Edwards et al., 1998; Ungaro et al., 2006). Ces particules poreuses de
grande taille (« Large porous particles — LPP ») ne sont pas phagocytées
par les macrophages alvéolaires ce qui leur permet de libérer leur principe
actif avant d’étre évacuées (Ben Jebria et al., 1999). De plus, les
particules plus grosses ont une plus faible tendance a s’agglomérer
(Edwards et al., 1998).

Dans le méme ordre d’idées, Fu a produit des microparticules de
poly(éther-anhydrides) qui sont constituées a la fois d’acide sébacique et
de polyéthylene glycol (PEG) (Fu et al., 2002). Le PEG est utilisé pour
diminuer la densité particulaire, afin d’obtenir un diamétre géométrique
plus important tout en conservant un diamétre aérodynamique adéquat,
ce qui permet de diminuer la clairance alvéolaire (Voir page 17) (Fiegel et
al., 2004; Fu et al., 2002).
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I11.3.2.4 Les cyclodextrines

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques constitués de
6, 7 ou 8 unités glucopyranoses, dont la cavité interne est hydrophobe et
la surface externe est hydrophile. Cette particularité structurale permet
aux cyclodextrines de complexer dans leur cavité des molécules peu
polaires, ce qui augmente la solubilité aqueuse de celles-ci.

Uekama a montré que les cyclodextrines étaient susceptibles de
prolonger la libération de principes actifs administrés sous forme de
complexes par voie orale ou subcutanée (Uekama et al., 1987b; Uekama
et al., 1987a; Uekama et al., 1989; Uekama et al., 1990).

In vivo, il a été démontré que I'hydroxypropyl B- cyclodextrine (HP-B-
CD), la B-cyclodextrine méthylée aléatoirement (RAMEB) ou la y-
cyclodextrine (y-CD) ne présentent pas de toxicité au niveau du systéme
respiratoire et peuvent de ce fait étre considérées comme des excipients
adéquats pour les formes pharmaceutiques destinées a l'inhalation (Evrard
et al., 2004). Certaines études menées sur des cultures cellulaires ou sur
des modeéles animaux ont toutefois mis en évidence un effet ciliostatique
des cyclodextrines. Cependant, cet effet s’est révélé étre modéré et
réversible (Fukaya et al., 2003; Uchenna Agu et al., 2000).

Les essais réalisés dans le but de former des complexes a libération
prolongée avec des principes actifs destinés a Iinhalation (ex.: le
salbutamol) ont été fructueux in vitro (Gupta et al., 2003) mais n’ont pas
connu le méme succes in vivo (Cabral Marques et al., 1991a; Cabral
Marques et al., 1991b; Wall et al., 1994). Une des hypothéses pouvant
expliquer les résultats peu encourageants obtenus in vivo est que certains
composants du surfactant pulmonaire entreraient en compétition avec le
principe actif complexé par la cyclodextrine, provoquant sa libération
rapide.

La constante de stabilité du complexe formé par la cyclodextrine et le
principe actif doit étre suffisamment élevée afin que la dissociation soit

lente et donc que, deés lors, la libération du principe actif soit prolongée au
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sein des milieux biologiques (Cabral Marques et al., 1991a; Cabral
Marques et al., 1991b; Fukaya et al., 2003).

Actuellement, on tend a considérer les complexes cyclodextrines-
principe actif comme inefficaces pour I'obtention d’une libération

prolongée aprés administration pulmonaire (Wall et al., 1994).
IT11.3.2.5 Les microparticules lipidiques solides

Les microparticules lipidiques solides (MLS) sont actuellement de plus
en plus étudiées en tant que véhicule potentiellement capable de libérer
de facon prolongée le principe actif qui y est incorporé.

Dans le cadre de ce travail de recherche, nous avons choisi d’utiliser
ce type de véhicule en vue de développer une forme a libération
prolongée destinée a I'administration par inhalation. C’est la raison pour
laguelle les MLS feront I'objet d’un chapitre spécifique dans l'introduction
théorique de ce travail (Chapitre IV).

L'intérét croissant envers les MLS s’explique par les nombreux
avantages qu’elles présentent par rapport aux autres véhicules plus
communément utilisés. Ceux-ci seront également détaillés dans le

chapitre 1V.

65



Introduction

111.4. Références bibliographiques

Allen T.M., Hansen C., Martin F., Redemann C., Yau-Young A., 1991.
Liposomes containing synthetic lipid derivatives of poly(ethylene glycol)
show prolonged circulation half-lives in vivo. Biochim.Biophys.Acta 1066
(1), 29-36.

Anderson G.P., 1993. Formoterol: pharmacology, molecular basis of
agonism, and mechanism of long duration of a highly potent and selective
beta 2-adrenoceptor agonist bronchodilator. Life Sci 52 (26), 2145-2160.

Anderson G.P., Linden A., Rabe K.F., 1994. Why are long-acting beta-
adrenoceptor agonists long-acting? Eur.Respir.J. 7 (3), 569-578.

Armstrong D.J., Elliott P.N., Ford J.L., Gadsdon D., McCarthy G.P., Rostron
C., Worsley M.D., 1996. Poly-(D,L-lactic acid) microspheres incorporating
histological dyes for intra-pulmonary histopathological investigations.
J.Pharm.Pharmacol. 48 (3), 258-262.

Ben Jebria A., Chen D., Eskew M.L., Vanbever R., Langer R., Edwards
D.A., 1999. Large porous particles for sustained protection from
carbachol-induced bronchoconstriction in guinea pigs. Pharm.Res. 16 (4),
555-561.

Cabral Marques H.M., Hadgraft J., Kellaway I.W., Taylor G., 1991a.
Studies of cyclodextrin inclusion complexes. III. The pulmonary absorption
of [beta]-, DM-[beta]- and HP-[beta]-cyclodextrins in rabbits. Int.J.Pharm.
77 (2-3), 297-302.

Cabral Marques H.M., Hadgraft J., Kellaway I., Taylor G., 1991b. Studies
of cyclodextrin inclusion complexes. IV. The pulmonary absorption of
salbutamol from a complex with 2-hydroxypropyl-[beta]-cyclodextrin in
rabbits. Int.J.Pharm. 77 (2-3), 303-307.

Coleman R.A., Johnson M., Nials A.T., Vardey C.]J., 1996. Exosites: their
current status, and their relevance to teh duration of action of long-acting
Bo-adrenoreceptor agonits. Trends in Pharmacological Sciences 17, 324-
330.

Courrier H.M., Butz N., Vandamme T.F., 2002. Pulmonary drug delivery
systems: Recent developments and prospects. Crit.Rev.Ther.Drug
Carr.Syst. 19 (4,5), 425-498.

Darwis Y., Kellaway I.W., 2001. Nebulisation of rehydrated freeze-dried
beclomethasone dipropionate liposomes. Int.J.Pharm. 215 (1,2), 113-121.

66



Chapitre 111: Formulations pour inhalation a libération prolongée

Edwards D.A., Ben Jebria A., Langer R., 1998. Recent advances in
pulmonary drug delivery wusing large, porous inhaled particles.
J.Appl.Physiol 85 (2), 379-385.

Edwards D.A., Hanes J., Caponetti G., Hrkach J]., Ben Jebria A., Eskew
M.L., Mintzes J., Deaver D., Lotan N., Langer R., 1997. Large porous
particles for pulmonary drug delivery. Science 276, 1868-1871.

El-Baseir M.M., Kellaway I.W., 1998. Poly(L-lactic acid) microspheres for
pulmonary drug delivery: release kinetics and aerosolization studies.
Int.J.Pharm. 175, 135-145.

Evora C., Soriano I., Rogers R.A., Shakesheff K.N., Hanes J., Langer R.,
1998. Relating the phagocytosis of microparticles by alveolar
macrophages to surface chemistry: the effect of 1,2-
dipalmitoylphosphatidylcholine. J.Control Release 51 (2-3), 143-152.

Evrard B., Bertholet P., Gueders M., Flament M.-P., Piel G., Delattre L.,
Gayot A., Leterme P., Foidart ].-M., Cataldo D., 2004. Cyclodextrins as a
potential carrier in drug nebulization. J.Control.Release 96 (3), 403-410.

Fiegel J., Fu J., Hanes J., 2004. Poly(ether-anhydride) dry powder aerosols
for sustained drug delivery in the lungs. J.Control.Release 96 (3), 411-
423.

Fu J., Fiegel J., Krauland E., Hanes J]., 2002. New polymeric carriers for
controlled drug delivery following inhalation or injection. Biomaterials 23
(22), 4425-4433.

Fukaya H., Iimura A., Hoshiko K., Fuyumuro T., Noji S., Nabeshima T.,
2003. A cyclosporin A/maltosyl-alpha-cyclodextrin complex for inhalation
therapy of asthma. Eur.Respir.J. 22 (2), 213-2109.

Gupta P.K., Adjei A.L., 2003. Modulated-release aerosol. In: Inhalation
delivery of therapeutic peptides and proteins, chap.23, Gupta P.K. et Adjei
A.L. (Eds), New York, pp 667-702.

Jones B.G., Dickinson P.A., Gumbleton M., Kellaway I.W., 2002. The
inhibition of phagocytosis of respirable microspheres by alveolar and
peritoneal macrophages. Int.J.Pharm. 236 (1-2), 65-79.

Juliano R.L., McCullough H.N., 1980. Controlled delivery of an antitumor
drug: localized action of liposome encapsulated cytosine arabinoside
administered via the respiratory system. J.Pharmacol.Exp.Ther. 214 (2),
381-387.

67



Introduction

Lai Y.L., Mehta R.C., Thacker A.A., Yoo S.D., McNamara P.J., DelLuca P.P.,
1993. Sustained bronchodilation with isoproterenol poly(glycolide-co-
lactide) microspheres. Pharm.Res. 10 (1), 119-125.

Leemans J., 2003. Contribution a I'étude de la fonction respiratoire du
chat sain par pléthysmographie barométrique corporelle. Mémoire de
stage de troisieme doctorat en médecine vétérinaire, Université de Liege,
Belgique.

Linden A., Rabe K.F., Lofdahl C.G., 1996. Pharmacological basis for
duration of effect: formoterol and salmeterol versus short-acting beta 2-
adrenoreceptor agonists. Lung 174 (1), 1-22.

Lotvall J., 2001. Pharmacological similarities and differences between
beta2-agonists. Respiratory medecine 95 (Suppl. B), S7-11.

Martin T.M., Bandi N., Shulz R., Roberts C.B., Kompella U.B., 2002.
Preparation of budesonide and budesonide-PLA microparticles using
supercritical fluid precipitation technology. AAPS PharmSciTech 3 (3),
Article 18.

Meisner D., Mezei M., 1995. Liposome ocular delivery systems. Adv.Drug
Deliver.Rev. 16 (1), 75-93.

Morley C.J., Bangham A.D., Miller N., Davis J.A., 1981. Dry artificial lung
surfactant and its effect on very premature babies. Lancet 1, 64-68.

Niven R.W., Schreier H., 1990. Nebulization of liposomes. 1. Effects of lipid
composition. Pharm.Res. 7 (11), 1127-1133.

O'Hara P., Hickey A.]., 2000. Respirable PLGA microspheres containing
rifampicin for the treatment of tuberculosis: manufacture and
characterization. Pharm.Res. 17 (8), 955-961.

Obladen M., Brendlein F., Krempien B., 1979. Surfactant substitution.
Eur.J.Pediatr 131, 219-228.

Pettenazzo A., Jobe A., Ikegami M., Abra R., Hogue E., Mihalko P., 1989.
Clearance of phosphatidylcholine and cholesterol from liposomes,
liposomes loaded with metaproterenol, and rabbit surfactant from adult
rabbit lungs. Am.Rev.Respir.Dis. 139 (3), 752-758.

Poyner E.A., Alpar H.O., Almeida A.J., Gamble M.D., Brown M.R.W., 1995.
A comparative study on the pulmonary delivery of tobramycin
encapsulated into liposomes and PLA microspheres following intravenous
and endotracheal delivery. J.Control.Release 35 (1), 41-48.

68



Chapitre 111: Formulations pour inhalation a libération prolongée

Schwarz C., Mehnert W., Lucks J1.S., Muller R.H., 1994. Solid lipid
nanoparticles (SLN) for controlled drug delivery: 1. Production,
characterization and sterilization. J.Control.Release 30 (1), 83-96.

Storm G., Crommelin D.J.A., 1998. Liposomes: quo vadis? Pharmaceutical
Science & Technology Today 1 (1), 19-31.

Tabata Y., Ikada Y., 1988. Effect of the size and surface charge of polymer
microspheres on their phagocytosis by macrophage. Biomaterials 9 (4),
356-362.

Taylor K.M.G., Farr S.J., 1993. Liposomes for drug delivery to the
respiratory tract. Drug Dev.Ind.Pharm. 19 (1,2), 123-142.

Teschemacher A., Lemoine H., 1999. Kinetic analysis of drug-receptor
interactions of long-acting beta2 sympathomimetics in isolated receptor
membranes: evidence against prolonged effects of salmeterol and
formoterol on receptor-coupled adenylyl cyclase. J.Pharmacol.Exp.Ther.
288 (3), 1084-1092.

Uchenna Agu R., Jorissen M., Willems T., Van den Mooter G., Kinget R.,
Verbeke N., Augustijns P., 2000. Safety assessment of selected
cyclodextrins -- effect on ciliary activity using a human cell suspension
culture model exhibiting in vitro ciliogenesis. Int.J.Pharm. 193 (2), 219-
226.

Uekama K., Arima H., Irie T., Matsubara K., Kuriki T., 1989. Sustained
release of buserelin acetate, a luteinizing hormone-releasing hormone
agonist, from an injectable oily preparation utilizing ethylated beta-
cyclodextrin. J.Pharm.Pharmacol. 41 (12), 874-876.

Uekama K., Hirashima N., Horiuchi Y., Hirayama F., Ijitsu T., Ueno M.,
1987a. Ethylated beta-cyclodextrins as hydrophobic drug carriers:
sustained release of diltiazem in the rat. J.Pharm.Sci 76 (8), 660-661.

Uekama K., Matsubara K., Abe K., Horiuchi Y., Hirayama F., Suzuki N.,
1990. Design and in vitro evaluation of slow-release dosage form of
piretanide: utility of beta-cyclodextrin:cellulose derivative combination as
a modified-release drug carrier. J.Pharm.Sci 79 (3), 244-248.

Uekama K., Otagiri M., 1987b. Cyclodextrins in drug carrier systems. Crit
Rev.Ther.Drug Carrier Syst. 3 (1), 1-40.

Ungaro F., De Rosa G., Miro A., Quaglia F., La Rotonda M.I., 2006.
Cyclodextrins in the production of large porous particles: Development of
dry powders for the sustained release of insulin to the lungs. European
Journal of Pharmaceutical Sciences 28 (5), 423-432.

69



Introduction

Wall D.A., Marcello J., Pierdomenico D., Farid A., 1994. Administration as
hydroxyl-p-cyclodextrin complexes does not slow rates of pulmonary drug
absorption in rat. S.T.P.Pharma Sciences 4 (1), 63-68.

Zeng X.M., Martin G.P., Marriott C., 1995. The controlled delivery of drugs
to the lung. Int.J.Pharm. 124, 149-164.

70



Chapitre 1V:

Les microparticules lipidigues solides (MLS)

IV.1. Composition des MLS

Les microparticules lipidiques solides (MLS), également appelées
microsphéres lipidiques solides ou liposphéres désignent des
microparticules possédant un diameétre généralement compris entre 0,2 et
500 pm, composées d’'une matrice hydrophobe dans laquelle les composés
actifs (le plus souvent lipophiles) sont dissous ou dispersés (Esposito et al.,
2005). Les lipides utilisés pour la production de MLS peuvent étre des tri-,
di- ou mono- glycérides, des acides gras, du cholestérol, des cires,...

Les MLS peuvent étre administrées par voie orale, intramusculaire,
sous-cutanée, topique,...(Esposito et al., 2005). La voie d’administration

pulmonaire n’a été, jusqu’a présent, que trés peu investiguée.
1V.2. Avantages et inconvénients des MLS

Les MLS sont considérées comme avantageuses a plusieurs égards :

o0 Les lipides utilisés dans la fabrication de MLS sont proches ou
similaires aux lipides physiologiques (notamment ceux du
surfactant pulmonaire) et sont donc considérés comme
biocompatibles.

0 Les MLS sont physico-chimiquement stables.

0 Les colts de production des MLS et des matieres premieres

sont relativement peu élevés.
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o Selon le mode de fabrication utilisé, il est possible d’éviter de
recourir a l'utilisation de solvants organiques.
0 La production a I’échelle industrielle est possible.
0 Leur nature hydrophobe permet de réduire la tendance a
I'agglomération et a I'adhésion des particules (Sebti, 2006).
L’'inconvénient principal de ce type de formulation réside dans le fait
que les principes actifs doivent de préférence étre suffisamment lipophiles
afin d’étre incorporés efficacement dans les MLS.
Comme décrit dans le paragraphe suivant, certaines techniques
particulieres de production permettent toutefois d’incorporer dans des MLS

des principes actifs plus hydrophiles sous forme dispersée et non dissoute.
1V.3. Méthodes de production des MLS

Différentes études ont montré qu’'un simple mélange physique du
principe actif avec les constituants lipidigues ne prolongeait pas la
libération du principe actif. La technique de production doit deés lors
permettre a la substance active de se dissoudre ou de se disperser dans la

matrice lipidique (Malamataris et al., 1991; Savolainen et al., 2002).

Les méthodes de production des MLS sont nombreuses. Voici un

apercu des techniques les plus couramment utilisées :

o La méthode par évaporation de solvants (Figure 1V-1):

Les lipides et le principe actif sont dissous dans la phase organique. La
solution organique obtenue est émulsifiée dans une phase aqueuse
contenant le tensioactif. On laisse évaporer le solvant sous agitation
(Cortesi et al., 2002; Reithmeier et al., 1998; Reithmeier et al., 2001b) .
Cette technique offre I'avantage d’éviter une étape de chauffage et est
recommandée pour les principes actifs thermosensibles mais nécessite
I'utilisation de solvants organiques avec le risque de retrouver des résidus

de solvants dans le produit fini.
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o L’émulsification H/E a chaud suivie d’'un mélange a haute vitesse

de cisaillement (« Melt dispersion technique ») (Figure 1V-1):

Le principe actif est dissous dans les lipides fondus. Le tensioactif est
dissous dans l'eau et la solution obtenue est chauffée a une température
supérieure au point de fusion des lipides. La phase lipidique chaude est
émulsifiée dans la solution aqueuse a l'aide d’'un agitateur a haute vitesse
de cisaillement (Bodmeier et al., 1992a; Cortesi et al., 2002; Giannola et
al., 1993; Masters et al., 1998; Sanna et al., 2003; Yener et al., 2003).
Cette technique trés fréguemment utilisée est simple et offre de bons

rendements d’encapsulation de molécules lipophiles dans les MLS.

o L’homogénéisation sous haute pression a chaud ou a froid:

L’homogénéisation sous haute pression a chaud consiste a forcer
une ou plusieurs fois le passage sous pression d’'une pré-émulsion a
travers un homogénéisateur préchauffé. L’homogénéisation sous haute
pression a froid est une variante qui permet de limiter I'exposition des
principes actifs a la chaleur. Cette technique consiste a dissoudre le
principe actif dans les lipides fondus, a laisser solidifier 'ensemble puis a le
porphyriser dans un mortier. Les particules obtenues sont dispersées dans
une phase aqueuse contenant un tensioactif. La taille des particules de la
suspension obtenue sera réduite par un ou plusieurs passages sous
pression a travers I’homogénéisateur (Demirel et al., 2001; Frederiksen et
al., 2003).

o L’émulsification par microcanal:

Cette technique ne comporte pas d’étape de pré-émulsion. Ainsi, les
lipides et la phase aqueuse sont chauffés simultanément dans deux
modules séparés de l'appareil a microcanal. Une pression croissante est
appliquée sur les lipides fondus afin de passer a travers un microcanal vers
la phase aqueuse. Lorsque la pression de rupture est atteinte, il y a
formation de gouttelettes lipidiques a la sortie du microcanal et sous un
flux de phase aqueuse, générant une émulsion H/E, qui apres

refroidissement donnera lieu & une suspension de MLS (Kawakatsu et al.,
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2001; Sugiura et al., 2000). Cette technique présente l'avantage de se
faire en une seule étape et de fournir des particules monodispersées
(Sugiura et al., 2000). Toutefois elle nécessite [I'utilisation d'un

appareillage spécifigue complexe.

Les suspensions aqueuses de microparticules obtenues par les
techniques décrites ci-dessus sont généralement filtrées afin d’isoler les

MLS. Celles-ci sont ensuite rincées a I'eau puis séchées sous vide.

5 1Y Fhase aqueuse + Agent
tersioactil

2. Phase aqueusa chaude + Agent
tersioactif

1. Bvaporation de solvant
dans conditions

o ~ amblantes (T, p) =

\Q F 2. Refroidissernent a T 0

armbiante ou dars bain

Ermulsification

(—

de glace

Suspension de particules
lipldiques =aolides

1. Emulsion H/E

1. Lipldes et principe actlf dissous dars 2. Emulsion H/E
solvant organique

2. Principe actif dissous dars les lipides
fordus

Figure IV-1 : Représentation schématique de la production
de MLS par : (1) évaporation de solvants, (2) émulsification
H/E a chaud suivie d’'un mélange a haute vitesse de

cisaillement. Schéma modifié d’apres (Cortesi et al., 2002)

D’autres techniques de production des MLS peuvent également étre
citées :

o La micronisation cryogénigue :

Cette technique consiste a congeler une matrice lipidique dans laquelle
le principe actif a été dissous par chauffage préalable de I'excipient

lipidique ou obtenue par dissolution des lipides et du principe actif dans un
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solvant organique suivie d’'une évaporation du solvant a l'air libre. La
matrice lipidique est ensuite broyée dans un moulin ; la poudre obtenue

est finalement tamisée. (Del Curto et al., 2003).

o _L’atomisation par « spray-congealing » :

Le mélange liquide composé des lipides et du principe actif qui s’y est
dissous par chauffage est atomisé sur les parois d’un récipient refroidi. Les
MLS se forment par la solidification du liquide atomisé lors du contact avec
les parois froides (Akiyama et al., 1993; Eldem et al., 1991; Passerini et
al., 2002; Rodriguez et al., 1999; Savolainen et al., 2002). Les

rendements d’atomisation sont généralement assez faibles.

o0 L’atomisation par « spray-drying »

C’est un procédé permettant la transformation d’'une solution ou d’'une
suspension du principe actif en une poudre seche en une étape unique
(Eldem et al., 1991; Pilcer et al., 2006; Sebti, 2006). Dans le cas de
I'atomisation de lipides, ceux-ci sont généralement dissous ou dispersés
dans un solvant organique puis atomisés sous forme de gouttelettes dans
une chambre de séchage contenant un gaz inerte chauffé. Au contact de la
chaleur, le solvant des gouttelettes s’évapore donnant ainsi naissance a
des particules solides. Ce type d’appareillage n’est cependant pas étudié
pour atomiser des substances telles que les corps gras ayant une
température de fusion peu élevée. La température de sortie doit étre
suffisamment basse pour éviter la fusion ou le ramollissement des
particules lipidiques séchées, ce qui nécessite quelques adaptations de
I'appareillage (Sebti, 2006). De plus, bien que I'exposition aux hautes

températures soit de courte durée, cette technique est de préférence a

éviter pour les composés thermosensibles.

o L’utilisation des fluides supercritigues

Les fluides supercritiques (FSC) constituent une des alternatives les
plus prometteuses en vue du développement de nouvelles techniques

d’encapsulation minimisant ou évitant l'utilisation de solvants organiques
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(Ribeiro Dos Santos et al., 2002). On appelle fluide supercritique tout
fluide porté a une pression et une température supérieure a celles de son
point critique. L’état supercritique est présenté comme un état
intermédiaire entre celui des liquides et des gaz. Ainsi les FSC ont une
viscosité faible et une diffusivité élevée comme les gaz et une densité
proche de celle des liquides. Ces propriétés peuvent étre modulées par
ajustement de la température et de la pression.

Les avantages du CO, supercritique (le FSC le plus utilisé) sont
nombreux : il est inerte chimiquement, non toxique, ininflammable, non
explosif et peu colteux. Actuellement, le principal facteur limitant son
utilisation est le colt d’investissement de I'appareil (Charbit et al., 2003).

On distingue trois familles de procédés utilisant les FSC :

o Celle ou le FSC joue le role de solvant (procédé RESS- « Rapid
Expansion from Supercritical Solutions ») (Debenedetti et al.,
1993)

o Celle ou le FSC joue le rble danti-solvant (procédé ASES-
« Aerosol Solvent Extraction System ») (Bleich et al., 1996)

o0 Celle ou le FSC sert principalement d’agent d’expansion
(procédé PGSS- « Particle Generation from Gas Saturated
Solutions »)

Ce dernier procédé (PGSS) est particulierement intéressant pour
microniser des composés a bas point de fusion tels les polyméres mais
également les excipients lipidiques (tels ceux utilisés dans la fabrication
des MLS) (Fages et al., 2003). En effet, cette technique consiste a fondre
I'excipient et & y dissoudre le CO, sous pression. Le mélange obtenu est
ensuite détendu a travers une buse pour produire des particules de taille
micronique. Lorsqu’un principe actif est dissous ou dispersé dans
I'excipient fondu, cette technique permet de réaliser son encapsulation
(Charbit et al., 2003).

L’'atomisation par « spray congealing » et par « spray drying », ainsi

que l'encapsulation par le procédé PGSS ont pour avantage principal

qu’aucune phase aqueuse n’est utilisée. Il n'y a donc pas de partage du
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principe actif entre les phases, ce qui permet dobtenir de trés bons
rendements d’encapsulation. Pour la méme raison, ces techniques de
production ou des variantes de ces techniques peuvent étre utilisées dans
le but d’incorporer des principes actifs hydrophiles sous forme dispersée et
non plus a I'état dissous dans une matrice lipidique (Cook et al., 2005).

L'utilisation de MLS dans le but d’obtenir une libération prolongée de
substances hydrophiles peut donner des résultats intéressants lorsque le
principe actif est dispersé a l'intérieur des MLS. Il convient cependant de
garder a I’esprit que les principes actifs hydrophiles tendent souvent a se
retrouver sous forme de cristaux en surface des particules si les méthodes
de production habituelles sont employées. Mais si un principe actif
hydrophile est dispersé a l'intérieur d’'une matrice lipidique, il diffusera
moins facilement a l'intérieur de celle-ci qu’un principe actif lipophile, ce
qui permettra de ralentir le libération (Cavalli et al., 1999). Des résultats
similaires ont été obtenus en complexant des molécules lipophiles dans des
cyclodextrines puis en introduisant le complexe dans des MLS (Scalia et
al., 2006).

Une autre technique a également été développée dans le but
d’introduire des principes actifs hydrophiles dans des MLS, a savoir :
o La technique de la double émulsion (ou émulsion multiple)
E/H/E:

Il a été démontré que la solubilité du principe actif dans la phase
continue (externe) doit étre la plus basse possible si on veut minimiser le
partage de cette molécule entre les phases dispersée et continue et ainsi
optimaliser la charge dans les MLS (Bodmeier et al., 1992a). Dans la
technique de la double émulsion, une phase aqueuse interne contenant le
principe actif dissous est séparée de la phase continue aqueuse par une
phase lipidique (Bodmeier et al., 1992b). Pour ce faire, la phase aqueuse
contenant le principe actif dissous est chauffée puis émulsionnée dans les
lipides fondus. L’émulsion primaire E/H obtenue est ensuite émulsionnée
dans une phase continue aqueuse préalablement chauffée. L'émulsion

double formée est refroidie rapidement de facon a obtenir une suspension
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de microparticules. A noter que la charge en principe actif diminue
lorsqu’on augmente le volume de la phase aqueuse interne. De plus les
MLS obtenues par cette technique libérent le principe actif de facon moins
prolongée par comparaison avec la libération d’'un méme principe actif a
partir de microparticules polymériques obtenues par une technique

similaire (Bodmeier et al., 1992b).

1V.4. Caractérisation des MLS

1V.4.1 Taille des MLS

La taille des particules est un des parametres de caractérisation les
plus importants pour les MLS. La taille est en effet un parametre critique
susceptible d’'influencer I'activité biologique (Bunjes, 2005).

Lorsque l'administration par inhalation est visée, comme décrit a la
page 16, la taille des MLS revét une importance particuliére. Dans ce cas,
c'est la détermination du diameétre aérodynamique qui prévaut. Les
techniques permettant d’évaluer ce diametre aérodynamique ont été
détaillées a la page 39.

Dans les autres cas, mais également en tant qu’étude préliminaire de
la taille des particules destinées a I'inhalation, le diamétre géométrique des
MLS peut étre déterminé par les techniques suivantes:

o Diffractométrie laser: Clest la technique Ila plus
fréquemment utilisée qui permet de mesurer la taille des
particules sous forme séche mais également des particules en
suspension dans un liquide, ainsi que la taille des gouttelettes
dans le cas des émulsions. La taille est déterminée en fonction
de la quantité de lumiére diffractée par la particule et de
I'angle de déviation de la lumiére diffractée. C’est la technique
de choix lorsque les particules ont une taille
approximativement comprise entre 500 nm et 500 pm. Les
résultats peuvent étre exprimés en D50 (diamétre médian) ou

plus précisément en D(v;0,5) (diamétre médian volumétrique)
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ou D(m ;0,5) (diamétre médian de masse). A noter que,
lorsque la densité de la particule mesurée est indépendante de
la taille (est c'est presque toujours le cas), les termes
diameétre médian volumétrique et diamétre médian de masse
sont équivalents et donc interchangeables (Washington,
1992).

o Electrorésistance par compteurs Coulter : Technique
basée sur la mesure de la variation de la résistance entre deux
électrodes lorsqu’une particule en suspension dans un
électrolyte passe a travers lorifice séparant ces deux
électrodes. Cette variation de la résistance est dépendante de
la taille de la particule.

o Tamisage : Cette technique est a éviter pour les particules de
moins de 40 um, pour les particules fragiles et susceptibles
d’étre altérées par le stress mécanique, pour les particules en
forme d’aiguilles, pour celles chargées électrostatiquement ou

pour les particules collantes et qui tendent a I'agglomération.

1V.4.2 Forme des MLS

La forme des MLS peut étre visualisée par les techniques de
microscopie optique et/ou électronique en fonction de la taille des
particules et selon les détails qu’on désire observer.

Outre la forme, il est possible de caractériser par microscopie la
surface des particules et de déterminer si celle-ci est lisse ou poreuse,
réguliere ou irréguliere. La morphologie de surface des MLS s’est
effectivement révélée étre influencée a la fois par les techniques de
production mais également par les matiéres premiéres utilisées
(Savolainen et al., 2002).

Il peut également étre intéressant de visualiser d’éventuels cristaux de
principes actifs qui seraient situés en surface des particules ou en dehors
des particules. Ces observations pourront, le cas échéant, permettre

d’expliquer certains profils de libération du principe actif a partir des MLS.
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A noter que la taille et la forme des particules peuvent étre appréciées
par les nouvelles techniques d’analyse d'image (Pharmavision® 830,
Malvern, Royaume-Uni; Alpaga®, Occhio, Belgique). Ce type
d’appareillage fonctionne sur le principe de la microscopie électronique
mais de fagon automatisée. L ‘appareil mesure simultanément divers
parameétres de taille et de forme (diamétre, circularité, convexité,
allongement,...) et ce, sur un grand nombre de particules afin d’obtenir un
échantillon statistiguement valable. L’utilisation de I'analyse d’'images n’est
actuellement pas trés répandue car elle est limitée par le co(t élevé des

équipements.

1V.4.3 Charge en principe actif et efficacité
d’encapsulation (ou d’incorporation) du principe

actif dans les MLS

La détermination de la charge en principe actif est un parameétre
important de I'’évaluation des formes pharmaceutiques et notamment des
MLS.

Il est bien évidemment préférable de produire des MLS ayant une
charge élevée en principe actif et un bon rendement d’encapsulation, pour
ne pas gaspiller le principe actif mais également pour éviter de devoir
administrer de trop grandes quantités de MLS et ce, quelle que soit la voie
d’administration (Jaspart et al., 2005).

L’incorporation d’un principe actif dans des microparticules peut étre
exprimée en termes de charge théorique, de charge réelle ou d’efficacité
d’encapsulation :

o0 La charge théorique en principe actif (26) correspond a la
quantité totale théorique de PA par rapport a la quantité totale
de phase lipidique (Excipients lipidiques + PA)

o La charge réelle en principe actif (96) correspond a la

quantité en principe actif déterminée par dosage par rapport a
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la quantité totale de phase lipidique (Excipients lipidiques +
PA)

L’efficacité d’encapsulation (ou d’incorporation) ou
rendement d’encapsulation (ou d’incorporation)
(EE) (96) correspond au rapport entre la charge réelle et la

charge théorique en principe actif.

La charge en principe actif et I'EE d’un principe actif dans des MLS

peuvent étre influencées par les facteurs suivants :

[0}

La solubilité du principe actif dans la phase lipidique si la
technique de production nécessite I'utilisation d’'une phase
externe aqueuse. Dans certains cas, lorsque les molécules
sont hydrophiles, il est possible de modifier le pH de la phase
aqueuse externe de fagon a diminuer la solubilité du PA dans
celle-ci et donc d’augmenter la charge en PA dans les MLS
(Reithmeier et al., 1998; Reithmeier et al., 2001b).

La méthode de production choisie : ainsi, les techniques ne
nécessitant que l'utilisation d’'une phase lipidique fourniront de
bons résultats en termes d’EE. A noter aussi que la méthode
d’émulsification H/E a chaud donne généralement de meilleurs
résultats que la technique par évaporation de solvants
(Reithmeier et al., 2001a; Reithmeier et al., 2001b). De
méme, I’homogénéisation a froid donne des rendements
d’encapsulation plus élevés que la technique
d’homogénéisation a chaud (Demirel et al., 2001).

La taille des particules : l'augmentation de la taille des
particules méne a des charges plus élevées en principe actif. 1l
a également été mis en évidence que dans un lot de MLS,
certaines parmi les plus petites microparticules ne contenaient
que de I'excipient et étaient dénuées de principe actif (MLS
vides) (Passerini et al., 2002; Rodriguez et al., 1999).

La charge théorique initiale : il est évident que I'EE diminue
lorsque la charge théorique initiale est élevée. Ainsi, lorsqu’on

tente d’introduire de (trop) grandes quantités de PA, le

81



Introduction

rendement d’encapsulation s’en trouve affecté. Afin d’obtenir
une charge réelle en PA optimale, il est nécessaire de partir
d’'une charge initiale théorique suffisamment importante, en
évitant toutefois le gaspillage de PA qui serait généré par une
faible EE. A l'inverse, des recherches ont mis en évidence une
augmentation de I'EE lorsque la charge initiale en PA était
augmentée, et ce pour les principes actifs peu solubles en
phase aqueuse ; cela peut s’expliquer par une saturation de la
phase aqueuse en PA qui résulterait en une diminution de la
perte relative en PA dans la phase lipidigue (Bodmeier et al.,
1992a).

Au vu des nombreux parametres susceptibles d’influencer la charge en
PA et 'EE dans les MLS, il convient d’optimaliser la composition des MLS
ainsi que les techniques de production en fonction du PA choisi et de la
voie d’administration visée afin d’obtenir une charge et/ou une EE

optimale.
1V.4.4 Analyse de I’état cristallin

Cette étape de caractérisation est nécessaire pour détecter
d’éventuelles modifications des propriétés physiques tant du principe actif
incorporé dans les MLS que des excipients lipidiques.

Il a en effet été démontré que, bien que les MLS soient produites a
partir de matieres premieres solides et cristallines, la présence d’agents
tensio-actifs et la méthode de préparation peuvent étre responsables de
modifications de I'état cristallin des MLS comparativement aux matiéres
premieres. La présence de principe actif peut également provoquer des
modifications dans la structure cristalline des excipients lipidiques
constituant les MLS (Bunjes et al., 2001).

Des cristallisations retardées ont ainsi été observées lorsque des MLS
de triglycérides a courtes chaines étaient préparées par émulsification H/E

a chaud. Les particules ne pouvaient acquérir I'état solide que par
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application de conditions thermiques particulieres (Westesen et al., 1995).
Or, comme l'intérét majeur des microparticules lipidiques (a savoir la
possibilité de libérer un PA de fagon prolongée) tient a I'état solide des
microparticules, il est important de pouvoir suivre et étudier le processus
de cristallisation (Bunjes, 2005).

Des phénomeénes de polymorphisme peuvent également survenir
durant la préparation des MLS (notamment durant la phase de
refroidissement-solidification aprés fusion) mais également durant le
stockage. Les triglycérides et les acides gras sont, parmi les excipients
lipidiques, les composés les plus susceptibles de subir une transformation
polymorphique. La composition des excipients lipidiqgues ainsi que la
vitesse de refroidissement lors de la production auront donc une influence
sur I'apparition de phénomeénes de polymorphisme ainsi que sur le type de
polymorphes obtenu.

Le phénomene de polymorphisme peut affecter certaines des
propriétés des particules lipidiques, comme par exemple leur capacité a
incorporer le principe actif, leur point de fusion (Westesen et al., 1997). La
solubilité du principe actif peut également étre modifiée. De plus, si on
considére que I'état cristallin et les modifications possibles de I'état solide
des lipides ainsi que du principe actif sont corrélés avec la vitesse de
libération de ce dernier a partir de la matrice lipidique, il est nécessaire de
tenir compte de ces parametres (Mehnert et al., 2001; Savolainen et al.,
2002).

L’état cristallin des lipides et du principe actif sera principalement
étudié a l'aide des techniques de calorimétrie différentielle (« Differential

Scanning Calorimetry »- DSC) et de diffraction des rayons X.
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IV.5. Les voies d’administration des MLS :

Etudes de libération in vivo, biocompatibilité

Bien que considérées comme des systémes prometteurs en vue de
moduler la libération d’un principe actif, jusqu’a présent, les MLS n’ont été
que tres peu étudiées in vivo.

En ce qui concerne leur biocompatibilité, les MLS au méme titre que
les nanoparticules lipidiques (NLS) sont généralement supposées étre bien
tolérées au vu de leur composition proche des lipides physiologiques
(Mehnert et al., 2001). Il serait néanmoins intéressant d’évaluer leur
éventuelle toxicité in vivo surtout lorsque leur mode de fabrication
implique l'utilisation de tensio-actifs et/ou de solvants organiques.

Ce paragraphe reprend les différentes voies d’administration ayant été
envisagées pour les MLS ainsi que les éventuelles études de libération et

de biocompatibilité s’y rapportant (Jaspart et al., 2005).
IV.5.1 Administration de MLS par voie orale

La voie d’administration orale est celle la plus fréquemment visée dans
le cadre de I'étude des MLS (Akiyama et al., 1993; Demirel et al., 2001;
Giannola et al., 1993; Giovannelli et al.,, 2005; Lewis et al., 1998;
Passerini et al., 2003; Rodriguez et al., 1999; Savolainen et al., 2003;
Vilivalam et al., 1994; Vippagunta et al., 2002).

Etant donné que les MLS sont composées de lipides physiologiques ou
proches de ceux-ci et que les éventuels tensioactifs utilisés ont déja été
administrés auparavant par voie orale, [l'intérét d'une étude de
biocompatibilité n’a été soulevé par aucun auteur.

De méme, peu d’études de libération de principes actifs ont été
réalisées in vivo. EI-Gibaly a toutefois mis en évidence apres
administration orale chez le rat une libération prolongée de I'allopurinol
incorporé dans des MLS (composées de cire d’abeille et d’hexacosanol)

comparativement a I'allopurinol administré tel quel (El Gibaly et al., 2005)
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1V.5.2 Administration de MLS par voie parentérale

Les MLS peuvent également étre administrées par voie parentérale (a
I'exception de la voie intraveineuse a cause de la taille supramicronique
des MLS).

La biocompatibilité de MLS composées de tripalmitate de glycérol et
d’'un tensioactif, le PVA (polyacétate de vinyle) administrées sous forme
d'implant sous-cutané a été étudiée chez la souris par Reithmeier
comparativement a un implant de microparticules polymériques
(composées de PLGA). Les résultats de cette étude ont montré une légére
réaction inflammatoire dans la zone d’implantation tant dans le cas des
MLS que des microparticules polymériques. Ces derniéres ayant été
approuvées pour I'administration parentérale, il a été conclu que les MLS
étudiées présentaient une biocompatibilité acceptable, comparable a celle
des microparticules de PLGA (Reithmeier et al., 2001b).

D’autre part, Del Curto a produit des MLS a base de monobéhénate de
glycérol contenant une hormone antagoniste de la gonadoréline et les a
administrées chez le rat par voie sous-cutanée. Une libération prolongée
de cette hormone a partir des MLS a été mise en évidence (Del Curto et
al., 2003).

1V.5.3 Usage topique des MLS

L'usage topique de MLS est jusqu'a présent peu répandu. La plupart
des applications concernent les écrans solaires. Yener a notamment
incorporé un agent anti-UV (octylméthoxy-cinnamate ou «OMC) dans des
MLS composées de cire d'abeille ainsi que d'un agent tensioactif, le
polysorbate 80. Les MLS obtenues ont été incorporées a leur tour dans
différents véhicules a usage dermatologique, a savoir une creme H/E, un
gel de carbomeére et une creme E/H. L’incorporation de I'OMC dans des
MLS a permis de ralentir sa libération et donc de prolonger sa durée
d’action (Yener et al., 2003). L’incorporation dans des MLS a également

permis d’améliorer la photo-stabilité de certains agents anti-UV ainsi que
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de la mélatonine (lannuccelli et al., 2006; Scalia et al., 2006; Tursilli et al.,
2006).

1V.5.4 Administration de MLS par voie pulmonaire

Bien que I'étude des MLS soit considérée a I'heure actuelle comme un
domaine de recherches trés prometteur, les applications de leur
administration par inhalation sont a ce jour trés limitées. Seules quelques
études trés récentes ont envisagé d’administrer les MLS par voie
pulmonaire (Cook et al., 2005; Pilcer et al., 2006; Sanna et al., 2003;
Sebti, 2006; Sebti et al., 2006b; Sebti et al., 2006a), nhotamment dans le
but d’obtenir une libération prolongée et donc une action prolongée du
principe actif (Cook et al., 2005). Aucune donnée in vivo concernant le
potentiel des MLS administrées par inhalation a libérer de fagon prolongée
le principe actif qui y est incorporé n’est disponible pour I'instant.

La biocompatibilité des excipients constituant les MLS n’a également
fait I'objet d’aucune étude, leurs auteurs s’appuyant sur le fait que les
lipides utilisés ont des compositions proches des lipides physiologiques.

Au vu des nhombreux avantages que présentent les MLS (Voir pages 71
et 72), nous avons décidé d’utiliser ceux-ci en vue de développer une
forme pour inhalation a libération prolongée incorporant une molécule

destinée au traitement de 'asthme (Voir chapitre V).
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Chapitre V:

L'asthme

V.1. Définition et physiopathologie de I'asthme

L'asthme constitue une des affections chroniques les plus fréquentes,
touchant entre 100 et 150 millions de personnes dans le monde selon
I'OMS et serait responsable d’au moins 180000 décés par an
(http://www.who.int). 5 a 10% de la population des pays industrialisés
serait touchée par cette affection (Rang et al., 1999).

L'asthme a longtemps été envisagé comme une maladie dont la
principale lésion était une hypertrophie et une hypercontractilité des
muscles lisses bronchiques (American Thoracic Society Commitee on
Diagnostic Standards, 1962). Actuellement, I'asthme est considéré comme
une maladie inflammatoire et la réponse musculaire serait une
conséquence du processus inflammatoire plutét que le point de départ de
la maladie méme dans le cas de |'asthme léger (Frew et al., 1993).

L'asthme peut donc se définir comme une affection inflammatoire
chronique des voies respiratoires se traduisant par une augmentation de
I’nyperréactivité  bronchique, menant a des épisodes récurrents
d’oppression respiratoire, d’essoufflement, de respiration sifflante et de
toux, et survenant plus particulierement la nuit ou tét le matin. Ces
épisodes de dyspnée sont habituellement associés a une obstruction des
voies respiratoires, la plupart du temps réversible soit spontanément soit

sous l'effet d’un traitement (Global Initiative for Asthma, 1996).
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L'inflammation chronique des voies aériennes est associée a une
hyperréactivité bronchique et a une limitation du flux d’air due au
phénoméne de remodelage. Le remodelage désigne |'ensemble des
modifications structurelles du tissu pulmonaire survenant chez le patient
asthmatique, a savoir une hyperplasie et une hypertrophie des muscles
lisses bronchiques, une fibrose sous-épithéliale (épaississement de la
membrane basale), des cedémes de la muqueuse et de la sous-muqueuse
bronchique faisant suite a une infiltration de cellules inflammatoires
(principalement des éosinophiles mais aussi quelques neutrophiles,
mastocytes et lymphocytes T), une vasodilatation et enfin une production
excessive de mucus due a une augmentation du nombre et de la taille des

cellules a mucus (Bjermer, 2001) (Figure V-1).
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Figure V-1 : Représentation du phénomeéne de

remodelage bronchique (Global Initiative for Asthma, 1996)
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V.2. Les traitements de I’'asthme par inhalation

Les traitements actuels de I'asthme par inhalation font appel aux B,-
mimétiques (a courte ou a longue durée d’action), aux anticholinergiques,
aux corticostéroides et au cromoglicate sodique. La distinction entre les
substances ayant des propriétés bronchodilatatrices et celles ayant des
propriétés anti-inflammatoires n’est pas absolue car certaines d’entre elles
présentent a la fois une composante bronchodilatatrice et anti-

inflammatoire.

V.2.1 Agonistes des récepteurs pr-adrénergiques

(f>-mimétiques) a courte durée d’action

Exemples: Salbutamol, fénotérol, terbutaline

Les B,-mimétiques, par leur action relaxante sur les muscles lisses
bronchiques, restent le traitement symptomatique de choix du
bronchospasme aigu pouvant survenir chez les patients asthmatiques. Les
B-mimétiques a courte durée d’action sont également administrés en
prophylaxie de I'asthme lié a I'effort et avant une exposition attendue a un
allergéne. Ils ne doivent étre utilisés que dans ces indications et non pas
selon un schéma fixe (Centre belge d'information pharmacothérapeutique,
2005). On considére généralement que s’il devient nécessaire
d’administrer un B,-mimétique a courte durée d’action plus d’une fois par
jour, il convient d’instaurer ou de réévaluer le traitement de fond (par des
corticostéroides) (Barnes et al., 1999).

Les B,-mimétiques sont administrés par inhalation afin de limiter les

effets indésirables au niveau cardiaque.

V.2.2 Agonistes des récepteurs pr-adrénergiques

(f>-mimétiques) a longue durée d’action

Exemples : Formotérol, salmétérol
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Les B,-mimétiques a longue durée d’action (au moins 12 heures)
(LABA - « Long acting B,-agonist ») sont utilisés par inhalation dans le
traitement d’entretien de I'asthme. Ils constituent chez I'adulte le premier
choix comme traitement adjuvant en cas de contrble insuffisant de
I'asthme avec un traitement par des corticostéroides a inhaler (Barnes et
al., 1999).

Le salmétérol ne convient pas au traitement des symptémes aigus car
il présente un début d’action lent (10 a 20 minutes aprés I'administration).
Le formotérol agit quant a lui aussi rapidement que les B,-mimétiques a
courte durée d’action mais son utilisation en tant que traitement de la crise
asthmatique aigué doit toujours faire l'objet d’études complémentaires

(Centre belge d'information pharmacothérapeutique, 2005).
V.2.3 Les anticholinergiques

Le seul anticholinergique recommandé pour le traitement de I'asthme
est le bromure d’ipratropium (Centre belge d'information
pharmacothérapeutique, 2005).

Ce composé est un dérivé synthétique a ammonium quaternaire de
I'atropine qui agit comme antagoniste compétitif de I'acétylcholine au
niveau des récepteurs muscariniques des muscles lisses bronchiques
(Murphy et al.,, 1998). Il inhibe donc le bronchospasme médié par
I'acétylcholine, mais diminue également les secrétions de mucus et peut
faciliter la clairance muco-ciliaire.

Son action bronchodilatatrice dans l'asthme aigu sévere est moins
importante que celle des B,-mimétiques et apparait moins rapidement
qu’avec les B,-mimétiques a courte durée d’action. Mais, lorsqu’on associe
le bromure d’ipratropium aux B,-mimétiques, l'effet bronchodilatateur de
ces derniers augmente. Le bromure d’ipratropium est principalement utilisé
comme alternative au traitement par les B,-mimétiques a courte durée

d’action lorsque ceux-ci sont contre-indiqués ou mal supportés.
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Ces anticholinergiques sont administrés par inhalation et, vu leur
faible résorption, ont trés peu d’action sur les récepteurs muscariniques

autres que bronchiques. IIs présentent donc peu d’effets indésirables.

V.2.4 Les corticostéroides

Exemples de corticostéroides a inhaler : Dipropionate de béclométhasone,
budésonide, propionate de fluticasone

Les corticostéroides ne possédant pas d’action bronchodilatatrice, ils
ne sont pas utilisés dans le traitement de la crise asthmatique aigué. Par
contre, leur role est indéniable dans le traitement de fond de I'asthme pour
lequel ils constituent le traitement de base car ils permettent de réduire
linflammation du tissu pulmonaire, responsable de ['obstruction
bronchique.

La plupart du temps, dans le traitement de I|'asthme, les
corticostéroides sont administrés par inhalation. Toutefois I'administration
temporaire de corticostéroides par voie orale ou parentérale peut étre
nécessaire en cas d'asthme grave persistant (Centre belge d'information
pharmacothérapeutique, 2005).

Leur effet anti-inflammatoire résulte d’actions conjuguées a différents
niveaux, parmi lesquels (Gould et al., 1995; Rang et al., 1999):

o Inhibition de la phospholipase A2 et donc diminution de la
production de prostaglandines et de leucotriénes

o Inhibition de la transcription de certains génes codant pour
des agents chimiotactiques (notamment les cytokines); d’ou
diminution du recrutement et de l'activation des éosinophiles,
mais aussi de la production d’Ig E

o Augmentation du taux de transcription des récepteurs B,-
adrénergiques, d’ou amélioration de [I'efficacité des B,-
mimétiques inhalés

Les effets indésirables sont limités lorsque les corticostéroides sont
administrés par inhalation. Cependant, des candidoses oro-pharyngées

peuvent survenir. Leur incidence peut étre réduite en utilisant I’'aérosol
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doseur avec une chambre d’expansion (Voir pages 30 et 31) et/ou en

ringant la cavité buccale aprés inhalation.
V.2.5 Le cromoglicate sodique

Le mécanisme d’‘action de cette molécule n’est pas encore
completement élucidé. II semble résulter d'une action combinée a
différents niveaux parmi lesquels :

o Inhibition de la dégranulation mastocytaire par stabilisation de
la membrane des mastocytes
o Inhibition de la bronchoconstriction réflexe

Le cromoglicate de sodium n’exerce pas d’action bronchodilatatrice sur
les muscles lisses bronchiques et ne constitue donc pas un traitement de la
crise aigué. Administré en prophylaxie notamment avant I'exposition a un
allergéne ou avant un effort susceptible de déclencher une crise d’asthme,
il peut réduire ces crises en fréguence et en intensité.

Le cromoglicate sodique peut provoquer une irritation des voies

respiratoires et un exanthéme.

V.3. Traitements de I’'asthme a action

prolongée administrés par inhalation

V.3.1 Intéréts et indications des traitements de
I’'asthme a action prolongée administrés par

inhalation

La prolongation de la durée d’action de certaines molécules ainsi que
la mise au point de formes a libération prolongée destinées au traitement
de l'asthme a pour but de réduire la fréquence des administrations et
d’augmenter la compliance.

Dans le cas des substances administrées par inhalation en tant que

traitement de fond de la pathologie asthmatique (corticostéroides), la
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posologie journaliere usuelle est répartie sur deux prises. La prolongation
de la libération ou de la durée d’action de ces principes actifs pourrait
permettre une amélioration de la compliance.

En ce qui concerne les substances destinées a traiter les épisodes
aigus d’asthme et qui peuvent également étre administrées avant un effort
ou une exposition a un allergéne, la possibilité d’obtenir une action
prolongée (principalement par prolongation de la libération a partir d’un
véhicule porteur ou prolongation de la durée d’action par modulation

pharmaco-chimique) serait intéressante a plusieurs égards:
V.3.1.1 Prophylaxie des épisodes d’asthme nocturne

Il a été mis en évidence chez bon nombre de patients une
exacerbation des symptémes liés a l'asthme durant la nuit (Bjermer,
2001). En effet, il s’est avéré que, la nuit, les éosinophiles et les
macrophages tendaient a s’accumuler préférentiellement dans les alvéoles
et les voies aériennes périphériques (Kraft et al., 1996).

L’administration au coucher d’un traitement prophylactique des crises
d’asthme qui agit toute la nuit est donc particulierement intéressante.

V.3.1.2 Prophylaxie des épisodes aigus d’asthme chez

l'animal

C'est le cas de l'asthme félin qui a motivé et constitué le point de
départ de la recherche faisant I'objet de cette thése. C’est la raison pour
laguelle cette pathologie est plus particulierement développée dans ce
paragraphe.

L'asthme félin constitue la pathologie respiratoire la plus fréquente
chez le chat et affecte les chats de tout age mais principalement les jeunes
adultes. Un chat sur 200 en souffrirait. Cette pathologie affecte plus
fréquemment certaines races comme les siamois et les orientaux
(Corcoran et al., 1995; Dye, 1992).
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L'asthme félin se définit comme une maladie respiratoire caractérisée
par des épisodes aigus paroxystiques de dyspnée expiratoire et de toux. La
symptomatologie de I'asthme félin résulte d’'une hyperréactivité bronchique
suite a une exposition a un aérogene, qui se traduit par une contraction
réversible des muscles lisses bronchiques et une inflammation des voies
respiratoires inférieures. Ces symptomes s’expriment par une
augmentation des sécrétions de mucus, un cedéme de la muqueuse
bronchique et un rétrécissement des voies aériennes di0 a
I’nyperexcitabilité des muscles lisses bronchiques et a [linfiltration de
diverses cellules inflammatoires, en particulier les éosinophiles (Corcoran
et al., 1995; Padrid, 2000). L'asthme félin est évalué selon la fréquence et
la sévérité des symptoémes. Il a été suggéré que l'asthme félin se
rapproche de la forme extrinseque de l'asthme humain (parfois appelée
asthme allergique) (Moses et al., 1985).

Chez le chat en particulier, le principal médiateur responsable de la
bronchoconstriction dans I'asthme allergique est la sérotonine, libérée par
dégranulation mastocytaire (Dowling, 2001).

A l'heure actuelle, les animaux sont souvent traités pour des
pathologies respiratoires par voie orale ou parentérale car ces voies
d’administration sont plus commodes pour le praticien. En effet, en
clinique, il s'avere difficile d’administrer a un animal un traitement
médicamenteux via un dispositif pour inhalation. Or cette voie
d’administration est préférable afin de limiter les effets indésirables
systémiques. Il conviendrait dans ce cas d’utiliser un dispositif pour
inhalation approprié, généralement un IDP muni d'une chambre
d’expansion (Voir page 31) voire un IPS de nouvelle génération activé par
les mouvements d’inspiration (dispositif actif) (Voir pages 38 et 39).

L'intérét d’obtenir des traitements a action prolongée est donc évident
en médecine vétérinaire. En ce qui concerne |'asthme félin, il est aisé de
comprendre qu’une action ou une libération prolongée de B,-mimétiques
présentent un intérét tout particulier dans la prévention des crises aigués

de bronchospasme. En effet, I'administration d‘un traitement (tel un B,-
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mimétique a courte durée d‘action) pendant une crise aigué est

particuliéerement laborieuse.

V.3.2 Cas des R-mimétiques a longue durée

d’action : Intéréts et inconvénients

En prolongeant la durée d’action des B,-mimétiques, leur champ
d’action s’est élargi. Ainsi, comme décrit a la page 96, les « LABA » sont
utilisés en traitement d’entretien, en tant qu’adjuvant des corticostéroides
lorsque ceux-ci ne permettent pas de contrdler suffisamment I'asthme. Il a
été démontré que leur utilisation permettait une diminution des épisodes
aigus d’asthme nocturne, une amélioration de la fonction pulmonaire et
une diminution du nombre d’exacerbations asthmatiques (Kesten et al.,
1991; Pearlman et al., 1992; Shrewsbury et al., 2000; Wenzel et al.,
1998). De plus, ils offrent une plus longue protection contre les crises de
bronchospasmes induites par l'effort (Nelson et al., 1998). Les résultats
obtenus avec les LABA utilisés en tant que traitement adjuvant des
corticostéroides sont meilleurs que lorsque la dose de ces corticostéroides
est doublée (Greening et al., 1994; Woolcock et al., 1996).

Toutes ces raisons ont poussé au développement de dispositifs pour
inhalation combinant un corticostéroide et un B,-mimétique a longue durée
d’action, qui permettent une meilleure compliance du patient. De plus
I'association de ces deux types de substances actives est moins colteuse
gue l'administration séparée des deux principes actifs (Global Initiative for
Asthma, 1996).

Toutefois la FDA (« Food and Drug Administration » américaine) a
récemment publié un avertissement concernant un risque possible de
bronchospasme sévére avec augmentation de mortalité lors de I'utilisation
de LABA. Ceci fait suite a une étude dans laquelle une légére augmentation
de la mortalité d’origine respiratoire a été observée chez les patients sous
salmétérol (Nelson et al., 2006). Notons cependant que dans cette étude
moins de 50% des patients étaient traités simultanément par des

corticostéroides a inhaler alors que les LABA devraient toujours étre
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utilisés en association avec ceux-ci. Une autre étude de plus petite
envergure n'a pas décelé ce risque lors de |'utilisation du formotérol (Wolfe
et al., 2006). Ces études concluent toutefois que les LABA restent
indispensables pour la prise en charge de I'asthme chronique lorsque les
corticostéroides utilisés seuls ne suffisent pas a contréler I'asthme.

Si par la suite, le risque d’augmentation de la mortalité lié aux LABA
était confirmé, l'intérét de développer une forme galénique qui libérerait de
facon prolongée un B,-mimétique a courte durée d’action et dont le profil
toxicologique est connu, n’en serait que plus grand. C’est précisément le

but de notre travail de recherche.
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Chapitre VI:
Formulation de microparticules lipidiques solides

et optimisation des parametres de production

VI1.1. Introduction

Ce chapitre décrit la production de microparticules lipidiques solides
(MLS) vierges, c’est-a-dire non chargées en principe actif, ainsi que
I'optimisation des paramétres de fabrication par utilisation de la
méthodologie des plans d’expériences, et ce, afin d’obtenir une taille de
particules convenant a I'administration par inhalation (Jaspart et al.,
2004a; Jaspart et al., 2004b).

VI1.2. Formulation de MLS vierges

VI1.2.1 Matériel

VI1.2.1.1 Les lipides

Le Compritol® 888 ATO, choisi pour la réalisation des MLS a été
généreusement fourni par Gattefossé (Saint Priest, France). C'est un
béhénate de glycérol, c’est-a-dire un mélange de mono-, di- et tri- esters
de glycérol et d’acide béhénique (acide gras saturé a 22 atomes de
carbone). Ce composé est décrit dans la Pharmacopée Européenne 5°™¢
édition (monographie 1427) (Pharmacopée Européenne, 2005). Le

Compritol® 888 ATO se présente sous la forme d’une poudre blanche fine
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et sa plage de fusion se situe entre 69 et 74 °C. Le certificat d’analyse

correspondant est repris a I’Annexe 1 (page 267).

VI1.2.1.2 Le tensioactif

Le tensioactif choisi est le Lutrol® F68, fourni par BASF AG
(Ludwigshafen, Allemagne) dont la dénomination chimique est le
poloxamer 188. C’est un copolymeére séquencé d’oxyde d’éthyléne et
d’oxyde de propyléne dont la structure générale est la suivante :

CHj
HO—(CH2—CH2—O)X-((|3H—CHZ—O)y—(CHZ—CHZ—O)X-H

ou x et y valent respectivement
et approximativement 79 et 28.

Ce composé, décrit dans la Pharmacopée Européenne (Monographie
1464), se présente sous la forme de microspheres de couleur blanche a
légérement jaunatre (Pharmacopée Européenne, 2005). Sa valeur de HLB
est égale a 29. Le certificat d’analyse correspondant est repris a I’Annexe 2

(page 268).
VI1.2.1.3 L’eau
L’eau utilisée est I'’eau purifiée du laboratoire.

VI1.2.2 Méthodes

Parmi les différentes méthodes de préparation décrites au paragraphe
1IV.3 (pages 72 a 78), la méthode d’homogénéisation a chaud suivie d’'un
mélange a haute vitesse de cisaillement a été choisie. C'est une technique
relativement simple qui permet |'obtention de particules de l'ordre du
micromeétre.

Le Compritol® 888 ATO est d’'une part fondu au bain-marie & 90°C,
tandis que I'eau et le Lutrol® F68 sont portés ensemble & cette méme
température. La phase aqueuse est versée dans la phase lipidique sous
agitation a l'aide d’'un mélangeur a haute vitesse de cisaillement. Une

émulsion huile dans eau est ainsi obtenue par inversion de phase. Aprés
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refroidissement on obtient une suspension de particules lipidiques dans

I'eau (Figure VI-1).

&
ag°C Melange Refroidisserment
> — —
Phase Eau + Emulsification par Ermulsion Suspension
lipidique tensioactif inversion de phase chaude froide

Figure VI-1 : Mode opératoire de fabrication des MLS

Deux types de mélangeurs a haute vitesse de cisaillement seront
utilisés et comparés.

Le premier est I'Ultra-Turrax® T25 IKA- Janke & Kunkel (Staufen,
Allemagne) (Figure VI-2). Cet agitateur est constitué d’'un axe central
(stator) relié a un moteur électrique et muni d'un rotor avec lames,
tournant a l'intérieur d’'une téte fixe. Cinq vitesses d’agitation différentes

peuvent étre sélectionnées, de 8000 a 24000 tours/minute.

Figure VI-2 : Ultra-Turrax® T25
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Le second est le Silverson® LR4 E.J. Payne Ltd (Longton, Angleterre)
(Figure VI-3). Ce type d’agitateur présente un mouvement axial rapide. Un

rhéostat permet d’ajuster la vitesse d’agitation.

Figure VI-3: Silverson® LR4

Une haute vitesse de rotation des lames du rotor produit une
puissante aspiration qui attire les liquides et les solides du fond du
récipient jusqu’au centre de la téte de travail (Figure VI-4a). La force de
cisaillement mécanique est produite grace a la force centrifuge qui pousse
les produits vers I'extrémité des lames du rotor (Figure VI-4b). Ceux-ci
sont également soumis a un cisaillement hydraulique intense au cours du
passage dans les perforations de la téte de travail puis sont expulsés a
haute vitesse, provoquant une forte circulation dans I’ensemble du liquide.
(Figure VI-4c)

Les produits expulsés sont enfin projetés radialement & grande vitesse
vers les parois de la cuve (Figure VI-4d). Dans le méme temps, le produit
est renouvelé dans la téte de travail, assurant le cycle de mélange. La
combinaison des deux, en maintenant une expulsion radiale et une
aspiration verticale, produit un courant de circulation sous la surface sans

turbulence.

110



Chapitre VI: Formulation de MLS et optimisation de la production

© (d)

Figure VI-4 : Mécanisme de mélange du Silverson®LR 4

L'étape de refroidissement est réalisée a température ambiante sans
agitation. En refroidissant, I’émulsion devient une suspension de particules
lipidigues dans une phase aqueuse. Quand la suspension est revenue a
température ambiante, la perte d’eau due a I’évaporation est compensée
par ajout d’eau distillée.

La suspension est finalement lyophilisée a I'aide d’un lyophilisateur de
type Heto® DW 8 de Heto—Holten (Allergd, Danemark) en vue de récupérer

et de caractériser les particules lipidiques directement sous forme seche.

VI1.3. Optimisation des parametres de
production des MLS par utilisation des plans

d’expériences

VI1.3.1 Introduction

L'optimisation des parametres de production des MLS dans le but
d’obtenir un pourcentage maximal (en terme de volume) de particules

possédant un diamétre géométrique compris entre 0,5 et 6 um a été
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réalisée en utilisant la méthodologie des plans d’expériences. La zone de
taille de 0,5 a 6 pm sera considérée comme la zone de diameétre
géomeétrique adéquate pour une administration pulmonaire. A la page 18, il
a été mentionné qu’un diameétre aérodynamique compris entre 0,5 et 5 um
permettait une déposition au niveau des voies aériennes basses. La zone
de diameétre géométrique correspondante (0,5 — 6 pm) a été calculée a
partir des valeurs de la zone de diametre aérodynamique (0,5 — 5 pm) en
tenant compte de la densité des particules étudiées. La détermination de la
densité vraie des MLS et de la zone de diamétre géométrique adéquate

pour I'administration pulmonaire sera décrite a la page 199.

VI1.3.2 Méthodes

V1.3.2.1 Introduction a la méthodologie des plans
d’expériences

La planification expérimentale sera utilisée pour étudier I'influence des
différents parametres de production sur le pourcentage de MLS possédant
un diameétre compris entre 0,5 et 6 um, tout en limitant le nombre
d’expériences a réaliser. La méthodologie des plans d’expériences propose
le recours a une suite d’expériences construite a priori et garantissant dés
le départ la meilleure qualité de [linformation qui sera exploitée
ultérieurement. Ainsi, contrairement a la méthode classique qui consiste a
étudier un seul facteur a la fois en fixant les autres & un niveau déterminé,
la méthodologie des plans d’expériences permet de faire varier tous les
facteurs simultanément a chaque expérience mais de maniéere
programmeée et raisonnée (Goupy, 1996; Lanteri et al., 1996).

Les avantages de cette méthode sont notamment une diminution du
nombre d’essais, un nombre plus important de facteurs étudiés, une
détection des interactions entre facteurs, une détection des optimums ainsi
qu’une optimisation et une modélisation des résultats (Servais, 2004).

Afin de construire la matrice d’expériences du plan et d’en analyser les
résultats, nous avons choisi d'utiliser le logiciel statistique MODDE® version
6.0 (Umetrics, Suede).
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V1.3.2.2 Parameétres de production des MLS

La concentration en Compritol® 888 ATO a été fixée & 5% par rapport
au poids total de la suspension et correspond a la phase dispersée.

Un screening préalable a été réalisé afin de déterminer les limites de
variation inférieures et supérieures des parametres critiques de production

qui seront étudiés, a savoir :

0 La vitesse d’agitation
0 La durée d'agitation
0 La concentration en tensioactif

Deux plans d’expériences distincts seront réalisés, le premier utilisant

comme mélangeur I'Ultra-Turrax® T25, le second utilisant le Silverson®

LR4.
Le tableau VI-1 résume les parametres de fabrication fixés, les
parameétres qui seront étudiés ainsi que leurs limites de variation.
Tableau VI-1 : Parameétres de fabrication des MLS
Tensio-actif . Durée
_Phase’ (%0) ’Vlt_ess_e d’agitation
Type de dispersée (o/p o) d’agitation (min.)
mélangeur (%) suspension (tours/ )
/| i min.
(P/Psuspension) Limite | Limite ) Limite | Limite
inf. sup. inf. sup.
Ultra-
Turrax® 5 0,1 1 1254%%8“ 1 10
T25
Silverson® 4500, 6200
LR4 5 0,1 1 ou 8900 1 10
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V1.3.2.3 Réponse mesurée

La réponse mesurée est le pourcentage de MLS dont le diameétre
géomeétrique est compris entre 0,5 et 6 pum. Cette mesure sera effectuée
par diffractométrie laser a Il'aide du module Scirrocco® 2000 du
Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments, Royaume-Uni). Chaque

échantillon de MLS sera mesuré trois fois.
V1.3.2.4 Réalisation des plans d’expériences

En fonction des parametres a étudier et de leurs limites de variation le
logiciel Modde® 6.0 a déterminé les expériences a réaliser. Le plan
d’expériences utilisant I'Ultra-Turrax® T25 (plan d’expériences n°l) est
détaillé dans le Tableau VI-2 tandis que celui utilisant le Silverson® LR 4
(plan d’expériences n°2) est décrit dans le tableau VI-3. Chaque

expérience sera réalisée deux fois (n=2).

Tableau VI-2 : Plan d’expériences n°1 utilisant

I'Ultra-Turrax® T25

Concentration Durée Vitesse

N° N° ordre Lutrol ® F68 L BEoe
expérience | expérience (%) d a}gltatlon d aglta_tlon
(min. et s.) (tours/minute)

(p/psuspension)
1 13 0,1 1 24000
2 2 1 1 24000
3 14 0,1 10 24000
4 7 1 10 24000
5 15 0,55 5 min.30 24000
6 9 0,1 1 24000
7 5 1 1 13500
8 4 0,1 10 13500
9 16 1 10 13500
10 6 0,1 7 13500
11 8 1 4 13500
12 12 0,4 1 13500
13 11 0,7 10 13500
14 1 0,55 5 min.30 13500
15 10 0,55 5 min.30 13500
16 3 0,55 5 min.30 13500
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Tableau VI-3 : Plan d’expériences n°2 utilisant

le Silverson® LR4

N°© N° ordre Concengation qué? Vitesse agitation
expérience | expérience Lutrol '"F68 d’a}gltauon (tours/minute)
(%) (P/Prota) | (Min. ets.)
1 17 0,1 1 4500
2 11 0,1 10 4500
3 16 1 10 4500
4 1 1 4 4500
5 14 0,7 1 4500
6 13 1 1 6200
7 5 0,1 7 6200
8 10 0,4 1 6200
9 4 0,7 10 6200
10 7 0,1 1 8900
11 6 1 1 8900
12 9 0,1 10 8900
13 15 1 10 8900
14 2 0,55 5 min.30 8900
15 8 0,55 5 min.30 8900
16 12 0,55 5 min.30 8900
17 3 0,55 5 min.30 8900

V1.3.3 Résultats

V1.3.3.1 Introduction

Le plan créé par le logiciel Modde® 6.0 est de type D-optimal et
respecte le critere d’efficacité-G. Ce critére d’optimalité est utilisé par
défaut par le logiciel Modde® et correspond & la valeur maximale de la
variance de prédiction dans le domaine et est exprimée en pourcentage
par rapport au meilleur plan possible suivant ce critéere.

Les résultats expérimentaux obtenus sont résumés dans le tableau VI-
4. Un exemple de distribution de taille fournie par le Mastersizer® 2000

lors d’'une mesure de MLS est illustré a la figure VI-5.
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Tableau VI-4 : Résultats expérimentaux des

plans d’expériences 1 et 2

MLS ayant un
diameétre compris entre
N° de I'’expérience 0,5 et 6 um (%)
Plan exp. n°1 | Plan exp. n°2

1 64,59 40,47

2 27,63 51,48

3 35,73 42,06

4 10,70 42,91

5 19,06 34,98

6 65,82 39,32

7 33,69 41,45

8 33,28 46,07

9 16,81 19,45

10 36,57 58,82

11 29,40 14,59

12 43,66 65,03

13 21,00 15,34

14 19,08 12,83

15 23,50 13,03

16 19,95 15,95

17 - 14,12

Distribution taille particulaire
. Z
£ 6
\J 5
c 4
23
> 2
1
Y01 1 o0 600

10
Taille particules (urm)

Intervalle de | volume (%) | Intervalle de | volume (%)
taille (umn) taille (urmn)

0,010 -0,5 | 3,06 6-10 21,55
0,5-6 55,52 10 - 100 19,87

Figure VI-5 : Exemple de mesure de MLS au Mastersizer® 2000
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V1.3.3.2 Analyse statistique

La qualité du modele fourni par l'analyse des données peut étre

estimée par deux grandeurs : R? et Q2.

[0}

R? exprime le pourcentage de variabilité de la réponse

expliqué par le modéle et est calculé au moyen de la formule

suivante :
R2 — %
SS

Ou SS rég est la somme des carrés des écarts des prédictions
a la moyenne (variance due au modele),

SS est la somme des carrés des écarts a la moyenne (variance
totale).

Q2 exprime le pourcentage de variabilité de la réponse qui
peut étre prédit par le modéle et est calculé au moyen de la

formule suivante:

_ PRESS

2
=1
Q SS

Ou PRESS représente la somme des carrés des écarts entre les

valeurs observées et les valeurs prédites selon le modele.

Les valeurs de R2 et Q2 sont habituellement comprises entre O et 1 et

plus elles sont proches de 1, plus le modele peut étre considéré comme

prédictif. Une valeur négative de Q2 peut parfois se rencontrer dans le cas

de modéles trés peu prédictifs. En pratique, on considérera qu’une valeur

positive de Q? permet de conclure & un modéle suffisamment prédictif
(Modde 6.0 Software, 2001).

Les valeurs de R? et Q? obtenues pour les plans d’expérience 1

(utilisant I'Ultra-Turrax® T25) et 2 (utilisant le Silverson® LR4) sont

présentées a la figure VI-6.
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1.00q

Plan n°1 Plan n°2

Figure VI-6 : Représentation des valeurs de R? et Q? pour les plans
d’expériences 1 et 2.

Au vu de ces résultats, nous pouvons déduire que les modeles choisis

expliquent en grande partie les variations observées. La qualité de

prédiction du modeéle est également bonne puisque dans les deux cas les

valeurs de Q? sont positives.

V1.3.3.3 Estimation des effets principaux, des effets

quadratiques et des interactions

V1.3.3.3.1 Plan d’expériences n°1 (Ultra-Turrax® T25)

La figure VI-7 représente les coefficients du modéle établi a partir de
I'analyse des données du premier plan d’expériences, a un niveau de
confiance de 90%. Ces coefficients sont considérés comme non significatifs

quand ils sont englobés par I'intervalle de confiance.
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Coefficients du modéle

¢ Effets principaux
@ Effets quadratiques

@ Interactions

T

10

—

Ho

Ccne., Lutrol F&8

Temps agitation

Y agitation (on passe de
24000 & 13500 t/min.)
Conc. Lutrol F&8

* Conc. Lutrol FE3

Temps agitation

*Temps agitation

Conc, Lutrol FE8

* Temps agitation

Conc. Lutrol F68

oY, agitation (on passe
de 24000 & 13500 t/min.)
Temps agitation

s\, agitation {on passe de
#24000 3 13500 t/min.)

M=16

Miveau de confiance: 90%

Figure VI-7 : Coefficients du modele du plan d’expériences n°1

(Ultra-Turrax® T25)

L’étude des effets principaux nous montre que :

[0}

La concentration en Lutrol® F68 influence significativement la
réponse, en lI'occurrence le pourcentage de particules ayant un
diamétre compris entre 0,5 et 6 pm : il diminue avec la
concentration en Lutrol® F68 dans la zone de concentration
comprise entre 0,1 et 1%.

Le temps d’agitation influence significativement le pourcentage
de particules de diameétre entre 0,5 et 6 um : celui-ci diminue
lorsque le temps d’agitation augmente entre 1 et 10 minutes.
La vitesse d’agitation n’influence pas significativement le
pourcentage de particules ayant un diamétre compris entre
0,5 et 6 pum. En fait celui-ci parait augmenter légérement
quand la vitesse passe de 24000 a 13500 tours/minute mais
cette augmentation n’est pas significative (au niveau de

confiance 10%).
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Deux effets quadratiques ont été observés. Ainsi, dans les limites
étudiées, on peut dire que le pourcentage n’évolue pas de facon linéaire en
fonction des deux parametres suivants :

o La concentration en Lutrol® F68
0 Le temps d’agitation

Deux effets d’interactions ont également été observés:

o Interaction entre la concentration en Lutrol® F68 et le temps
d’agitation.

o Interaction entre la concentration en Lutrol® F68 et la vitesse
d’agitation.

Ces interactions se traduiront par des torsions du plan représentant la

réponse.
V1.3.3.3.2 Plan d’expériences n°2 (Silverson® LR4)

La figure VI-8 représente les coefficients du modeéle établi a partir de
I'analyse des données du second plan d’expériences, également a un
niveau de confiance de 90%.

Effets principaux

Effets quadratiques

®®0

Interactions

20 4

Conc. Lutrol F&8
Temps agitation
Y agitation
Conc, Lutrol F68
*Temps agitation
Conc.Lutral F&8
* agitation

Coefficients du modéle

ol ]

Conc, Lutrol F68
*Conc.Lutrol F&8
Temps agitation
Y agitation

*Y agitation
Temps agitation
*W agitation

N=17

Miveau de confiance: 90%

Figure VI-8 : Coefficients du modele du plan d’expériences n°2
(Silverson® LR4)
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L’étude des effets principaux nous montre que:

o La concentration en Lutrol® F68 influence significativement la
réponse, en lI'occurrence le pourcentage de particules ayant un
diameétre compris entre 0,5 et 6 pm : ce pourcentage diminue
avec la concentration en Lutrol® F68 dans la zone de
concentration entre 0,1 et 1%.

o0 Le temps d’agitation n’influence pas de facon significative le
pourcentage de particules de diameétre entre 0,5 et 6 um dans
la zone du domaine expérimental.

o0 La \vitesse d’agitation influence significativement le
pourcentage de particules de diameétre entre 0,5 et 6 pum : |l
diminue légérement quand on passe de 4500 a 6200 puis a

8900 tours/minute.

Deux effets quadratiques ont été observés. Ainsi, dans les limites
étudiées, on peut dire que le pourcentage n’évolue pas de fagon linéaire en
fonction des deux parametres suivants :

o La concentration en Lutrol® F68.
0 Le temps d’agitation.

Un effet d’interaction a également été observé:

o Interaction entre la concentration en Lutrol® F68 et la vitesse

d’agitation.
V1.3.3.4 Représentation des résultats

V1.3.3.4.1 Plan d’expériences n°1 (Ultra-Turrax® T25)

La réponse étudiée (a savoir le pourcentage de particules dont le
diameétre est compris entre 0,5 et 6 pm) va étre représentée en 3
dimensions sous forme d'une surface de réponse en fonction de la
concentration en tensioactif et du temps d’agitation (Figure VI-9). Ce type
de représentation ne permet de visualiser que deux paramétres (ainsi que
la réponse choisie) simultanément. Il a donc fallu fixer un des facteurs

étudiés. La vitesse d’'agitation étant le seul facteur n’influencant pas
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significativement la réponse, celle-ci a été arbitrairement fixée a 13500

tours/ minute.

Wt e b aotre B 5 e G N (MY

Figure VI-9 : Représentation de la surface de réponse du plan
d’expériences n°1 (Ultra-Turrax® T25) pour une vitesse d’agitation

fixée & 13500 t/min
V1.3.3.4.2 Plan d’expériences n°2 (Silverson® LR4)

La figure VI-10 représente la surface de réponse du second plan
d’expériences en fonction de la concentration en tensioactif et de la vitesse
d’agitation. Le temps d’agitation n’exergant pas d’influence significative sur
la réponse, a donc été fixé a une valeur intermédiaire de 5 minutes et 30

secondes.
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Figure VI-10 : Représentation de la surface de réponse du plan
d’expériences n°2 (Silverson® LR4) pour une durée d’agitation

fixée & 5 min. 30 s.
V1.3.3.5 Optimisation des parametres de fabrication

Aprés traitement des résultats, le logiciel Modde® 6.0 a permis de
déterminer les conditions optimales de fabrication des MLS. Celles-ci sont
présentées dans le tableau VI-5 ainsi que le pourcentage optimal théorique

correspondant de MLS dont le diametre sera compris entre 0,5 et 6 pm.
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Tableau VI-5 : Conditions optimales de fabrication des MLS et

réponses optimales théoriques correspondantes

MLS de
) Concentration Vitesse Temps diamétre
Appareillage o o )
" en Lutrol d’agitation d’agitation compris
utilisé
F68® (%) (tours /min.) | (minutes) | entre 0,5 et
6 um (%)
Ultra-Turrax®
0,1 24000 1 65,178
T25

Silverson® LR4 0,1 8900 10 64,791

VI1.3.3.5.1 Plan d’expériences n°1 (Ultra-Turrax® T25)

La prédiction des valeurs optimales nous donne des valeurs attendues
pour la concentration en tensioactif et le temps d’agitation.

Par contre, la valeur optimale pour la vitesse d’agitation peut paraitre
en contradiction avec la conclusion quant a son effet principal sur le
pourcentage de MLS dont le diameétre est compris entre 0,5 et 6 um. En
effet, pour rappel, on avait observé que le pourcentage de particules ayant
un diameétre compris entre 0,5 et 6 pm semble augmenter légérement
quand la vitesse diminue de 24000 a 13500 tours/minute, mais toutefois
de facon non significative.

Cette «apparente contradiction» entre la valeur de vitesse attendue et
celle déterminée par le logiciel s’explique par l'interaction qui existe entre
la vitesse d’agitation et la concentration en tensioactif, quand cette

derniére est faible (Figure VI-11).
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Figure VI-11 : Interaction entre la concentration en Lutrol® F68
et la vitesse d’agitation : Influence sur le pourcentage de MLS

ayant un diametre compris entre 0,5 et 6 um
V1.3.3.5.2 Plan d’expériences n°2 (Silverson® LR4)

La prédiction des valeurs optimales nous donne des valeurs attendues
pour la concentration en tensio-actif et le temps d’agitation.

Par contre, la valeur optimale pour la vitesse d’agitation est en
contradiction avec la conclusion quant a son effet principal sur le
pourcentage de MLS dont le diamétre est compris entre 0,5 et 6 um. Pour
rappel, on avait conclu que le pourcentage de MLS ayant un diameétre
compris entre 0,5 et 6 pum diminue significativement quand la vitesse
augmente.

Cette contradiction entre la valeur de vitesse attendue et celle fournie
par le logiciel s’explique par I'effet d’interaction qui existe entre la vitesse

d’agitation et la concentration en tensioactif (Figure VI-12).
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Figure VI-12: Interaction entre la concentration en Lutrol® F68
et la vitesse d’agitation : Influence sur le pourcentage de MLS

ayant un diameétre compris entre 0,5 et 6 um

V1.3.3.6 Répétitions expérimentales des conditions

optimales théoriques de fabrication des MLS

Comme on peut le déduire au vu des figures VII-8 et VII-9, les
conditions optimales de fabrication, c’est-a-dire celles permettant d’obtenir
un pourcentage optimal de MLS possédant un diamétre compris entre 0,5
et 6 pm, ne paraissent pas extrémement robustes. En effet, la zone de
réponse correspondant aux conditions optimales n’est pas trés étendue.
Aux imprécisions opératoires prés, on risque de passer dans une zone de
réponse voisine.

Pour ces raisons, il nous a semblé d’autant plus important de réaliser
des répétitions des conditions optimales théoriques de fabrication des MLS
et de comparer les résultats expérimentaux avec les résultats théoriques
calculés par le logiciel. Ainsi, trois suspensions ont été réalisées pour
chacun des deux plans d’expériences en appliquant les conditions
optimales théoriques. Les résultats expérimentaux correspondants sont

présentés dans le tableau VI-6.
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Tableau VI1-6 : Répétitions des conditions optimales théoriques

et réponses expérimentales correspondantes

MLS ayant un diamétre
entre 0,5 et 6 um (%)

Echantillon 1 | Echantillon 2 | Echantillon 3 h{loyenne *
écart-type
Plan exp. 1
(Ultra- 60,38 61,35 66,32 62,68 *+ 3,19
Turrax® T25)
Plan exp. 2
(Silverson® 63,30 61,49 67,60 64,13 + 3,14
LR4)

V1.4. Conclusion

Une méthode de fabrication des MLS par homogénéisation a chaud
suivie d’'un mélange a haute vitesse de cisaillement a été mise au point.
L'utilisation de la méthodologie des plans d’expériences a permis dans un
premier temps la détermination théorique des parameétres de fabrication
fournissant un pourcentage optimal de MLS d’'un diameétre compris entre
0,5 et 6 pm. Ces parameétres ont ensuite été testés expérimentalement;
les résultats obtenus se sont avérés étre en corrélation avec les résultats
théoriques attendus.

La répétition des conditions optimales théoriques a montré que le
procédé de fabrication est reproductible méme dans la zone de réponse
correspondant aux conditions optimales et bien que cette zone ne soit pas

trés étendue.
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Chapitre VII:
Essais de tolérance in vivo des MLS au niveau

pulmonaire

VIl.1. Présentation des essais realisés

VI1.1.1 Introduction

Les essais suivants ont été réalisés par le laboratoire de
pharmacologie de la Faculté de Médecine Vétérinaire de I'Université de
Liege selon un protocole approuvé par le comité d’éthique animale de cette
méme université.

Ces essais ont pour but de tester la tolérance des MLS vierges au
niveau du tractus respiratoire. Comme décrit a la page 84, les MLS sont
généralement supposées étre biocompatibles, étant donné que les lipides
qui les constituent sont proches des lipides physiologiques. Toutefois, il
nous a semblé intéressant de tester la tolérance des MLS in vivo,
notamment au vu de la présence d’'un tensioactif (bien que présent en

concentration relativement peu importante) dans ces MLS.

VII1.1.2 Préparation des échantillons de MLS

VII1.1.2.1 Matériel

Le Compritol® 888 ATO, le Lutrol® F68 et I'eau utilisés pour la

fabrication des MLS vierges sont ceux décrits aux pages 107 et 108.
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VI1.1.2.2 Méthodes

Les suspensions de MLS vierges sont fabriquées selon la technique de
I’'homogénéisation a chaud suivie d'un mélange a haute vitesse de
cisaillement décrite aux pages 108 a 111 et sont composées de 5% de
Compritol® 888 ATO, de 0,4% de Lutrol® F68 et d’eau.

Les MLS sont obtenues sous forme séche par lyophilisation puis sont
redispersées dans du PBS stérile (Phosphate Buffer Saline- Tampon
phosphate pH 7,4 isotonique) (Biowhittaker-Cambrex, Belgique) en
présence de 2% de Lutrol® F68.

Les suspensions de MLS obtenues ont été stérilisées par autoclavage a
121°C, sous 1 bar pendant 20 minutes (Sanna et al., 2003). La taille des
MLS a été mesurée avant et apres stérilisation et il s’avere que la
stérilisation par autoclavage en présence d'un tensioactif (Lutrol® F68)
n’affecte pas la taille des particules de facon significative, comme cela a
été démontré pour les nanoparticules lipidiques solides (NLS) (Cavalli et
al., 1997; Heiati et al., 1998; Sanna et al., 2003). En effet, bien que les
particules lipidiques fondent a cette température, reformant ainsi une
microémulsion huile dans eau, il a été démontré que, lors du
refroidissement, les microgouttelettes des émulsions reforment des
microparticules et que le tensioactif en solution empéche la coalescence
des particules (Cavalli et al., 1997). Notons néanmoins que dans le cas ou
un principe actif est incorporé dans les particules lipidiques, il convient de
vérifier au préalable la stabilit¢ de celui-ci a la température de

I'autoclavage (Heiati et al., 1998).
V11.1.3 Description du protocole
VI1.1.3.1 Essais de tolérance aigué (24, 48 et 72h)
Les essais ont été effectués sur 54 rats de type Sprague Dawley : 18

d’entre eux (rats contrdles) ont recu un placebo en I'occurrence 100 pl de

PBS, par instillation intra-trachéale a l'aide d’'un cathéter d’un diameétre
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interne de 0,5 mm introduit via la cavité buccale et le larynx, et ce apres
anesthésie (xylazine 5 mg/kg + kétamine 50 mg/kg en injection intra-
péritonéale).

Les autres rats ont recu 100 pl d’'une suspension a 0,5 % en MLS
d’une part (n=18) et a 2,5 % en MLS d’autre part (n=18) dans du PBS, et
ce, également par instillation intra-trachéale.

Les rats sont ensuite sacrifiés par injection mortelle de phénobarbital,
24 (T24), 48 (T48) ou 72 (T72) heures aprés l'instillation.

Les poumons sont ensuite extraits de la cage thoracique en vue
d’effectuer un lavage bronchoalvéolaire (LBA). Pour ce faire, on instille 15
ml de solution stérile a 0,9 % en NaCl dans le lobe gauche ainsi que dans
le droit, puis on aspire ce liquide lentement.

Le liquide recueilli (liquide broncho-alvéolaire) fait I'objet d’'une
analyse cytologique. Le nombre total de cellules (neutrophiles
polymorphonucléaires, éosinophiles polymorphonucléaires, lymphocytes et
macrophages) est déterminé dans les 6 heures qui suivent la récolte du

liguide broncho-alvéolaire.

VI1.1.3.2 Essais de tolérance chronique (2 et 4

semaines)

La méme expérience a été réalisée sur 3 groupes de 12 rats. Le
premier groupe a regu une solution placebo, le second 100 pl d'une
suspension a 0,5% en MLS et le dernier 100 pl d’'une suspension a 2,5%
en MLS a raison de deux fois par semaine. Au sein de chaque groupe 6
rats ont été sacrifiés aprés 2 semaines tandis que les 6 autres I'ont été au

bout de 4 semaines.
VIl.2. Résultats
Les résultats de l'analyse cytologique du LBA ont fait I'objet d’une

analyse de variance a deux critéres dans le but de déterminer si d'une

part, I'administration de MLS a deux concentrations distinctes et d’autre
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part, la durée sur laquelle s’étalent les administrations, influencent
significativement le nombre de cellules totales, le pourcentage en
macrophages, en lymphocytes, en neutrophiles et en éosinophiles.

Tout d’abord, tant pour les essais de tolérances aigué que chronique,
aucun éosinophile n’a été observé, tandis qu’a peine quelques lymphocytes
ont été observés de fagon sporadique et aléatoire. Les pourcentages
respectifs de ces deux types de cellules ne sont donc pas repris dans les

tableaux des résultats.
VI1.2.1.1 Essais de tolérance aigué (24, 48 et 72h)

Les figures suivantes représentent le comptage des cellules totales
issues du lavage broncho-alvéolaire (Figure VII-1), le pourcentage de
macrophages (Figure VI1I-2) et le pourcentage de neutrophiles (Figure VII-
3) chez le rat, 24, 48 ou 72 heures apres l'instillation intra-trachéale de
100 pl de PBS (groupe placébo), ou de 100 pl d’'une suspension a 0,5 ou
2,5% en MLS. Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type. Pour
chaque groupe testé, c’est-a-dire pour un temps donné et un type de
solution (placébo) ou de suspension (a 0,5 ou 2,5 % en MLS) donné, n =
6.
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Figure VII-1 : Comptage des cellules totales (cellules/ml)
issues du LBA- Essais de tolérance aigué
* Valeurs significativement différentes de la valeur correspondant au
temps T24, p < 0,05
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Figure VI1-2 : Pourcentage de macrophages dans le LBA- Essais

de tolérance aigué
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Figure VI1-3 : Pourcentage de neutrophiles dans le LBA- Essais

de tolérance aigué

Les résultats évalués tant en terme du nombre de cellules totales
qu’en terme de pourcentages de cellules différenciées (macrophages et
neutrophiles) ne different pas significativement entre les groupes. Les
seules différences significatives observées se situent au niveau du
comptage des cellules totales du groupe de rats ayant recu une suspension
a 2,5% en MLS (Figure VII-1) : en effet, le nombre de cellules totales
différe selon le temps écoulé (24, 48 ou 72 heures) entre l'instillation et le
sacrifice des rats. Ces valeurs ne sont toutefois pas significativement
différentes de celles des groupes placébo correspondants, étant donné que
I’écart-type des observations faites apreés 72 heures pour le groupe ayant
recu une suspension a 2,5% en MLS est relativement important (Sanna et
al., 2003) (Figure VII-1).
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VI1.2.1.2 Essais de tolérance chronique (2 et 4

semaines)

Les figures suivantes représentent le comptage des cellules totales
issues du lavage broncho-alvéolaire (Figure VII-4), le pourcentage de
macrophages (Figure VII-5) et le pourcentage de neutrophiles (Figure VII-
6) chez le rat, aprés une instillation intra-trachéale de 100 pl de PBS
(groupe placébo), ou de 100 pl d'une suspension a 0,5 ou 2,5% en MLS
pendant 2 ou 4 semaines a raison de 2 administrations par semaine. Les
données sont exprimées en moyenne =+ écart-type. Pour chaque groupe
testé, c’est-a-dire pour un temps donné et un type de solution (placébo)

ou de suspension (a 0,5 ou 2,5 % en MLS) donné, n = 6.
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Figure VII1-4 : Comptage des cellules totales (cellules/ml)

issues du LBA- Essais de tolérance chronique
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Figure VI1-5 : Pourcentage de macrophages dans le LBA- Essais

de tolérance chronique
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Figure VI11-6 : Pourcentage de neutrophiles dans le LBA- Essais

de tolérance chronique

Aucune augmentation significative du nombre de cellules totales et du
pourcentage de cellules différenciées n’a pu étre mise en évidence lorsque
la concentration en MLS administrée augmente et/ou que la période

d’administration est prolongée.
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VI11.3. Conclusion

Les résultats obtenus in vivo lors de cette étude préliminaire de la
tolérance des MLS nous permettent de conclure que, chez le rat, les
concentrations en MLS testées n’induisent pas de réponse inflammatoire
aigué ni chronique (c’est-a-dire au bout de 4 semaines a raison de 2
administrations par semaine) au niveau des voies aériennes. Ainsi, comme
le laissait supposer leur composition, les MLS semblent biocompatibles

pour I'administration au niveau du tractus respiratoire.

137



Partie expérimentale

VI1l.4. Références bibliographiques

Cavalli R., Caputo O., Carlotti M.E., Trotta M., Scarnecchia C., Gasco M.R.,
1997. Sterilization and freeze-drying of drug-free and drug-loaded solid
lipid nanoparticles. International Journal of pharmaceutics. 148, 47-54.

Heiati H., Tawashi R., Phillips N.C., 1998. Drug retention and stability of
solid lipid nanoparticles containing azidothymidine palmitate after
autoclaving, storage and lyophilization. J.Microencapsul. 15 (2), 173-184.

Sanna V., Kirschvink N., Gustin P., Gavini E., Roland I., Delattre L., Evrard
B., 2003. Preparation and in vivo toxicity study of solid lipid microparticles
as carrier for pulmonary administration. AAPS PharmSciTech 5 (2), Article
27.

138



Chapitre VIII:
Syntheéese et caractérisation de I'acétonide de

salbutamol

VIIIL.1. Introduction

Le but ce travail de recherche est d’incorporer une molécule a action
agoniste R,-adrénergique dans des microparticules lipidiques solides afin
de prolonger sa libération et dés lors d’augmenter sa durée d’action. Or,
comme décrit a la page 72, il est préférable de disposer d’'une molécule
suffisamment lipophile afin que celle-ci s’incorpore de fagon efficace dans
les MLS.

En effet les essais d’incorporation du salbutamol dans des MLS ont
montré lors de dosage du salbutamol dans la phase aqueuse des
suspensions de MLS, que le partage était en faveur de la phase aqueuse et
que la charge en salbutamol était faible dans les MLS.

Or, actuellement, toutes les molécules R,-mimétiques disponibles sur
le marché et non soumises a un brevet sont relativement hydrophiles.
C’est la raison pour laquelle, nous avons choisi de synthétiser un dérivé
lipophile d’'une molécule R,-mimétique, a savoir le salbutamol.

La synthése de différents dérivés du salbutamol a initialement été
envisagée, a savoir :

0 Laurylsulfate de salbutamol : Le rendement de cette synthése s’est

révélé intéressant. Toutefois, ce composé n’a finalement pas été

retenu car, étant donné que le laurylsulfate est un composé assez
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irritant, il est probable qu’il en soit de méme pour le laurylsulfate
de salbutamol

0 Monoester isobutyrique de salbutamol : Ce dérivé ester du
salbutamol aurait pu se révéler intéressant, cependant, il n’a pas
été retenu car sa synthése est particulierement laborieuse et
présente des rendements trées faibles.

0 Acétonide de salbutamol : La forme « acétonide » nous a été
inspirée par d’autres molécules telles la fluocinolone et la
triamcinolone (corticostéroides) qui se présentent la plupart du
temps sous cette forme « acétonide ». En effet, les coefficients de
partage théoriques calculés par le logiciel CS Chem draw® Pro
version 4.5 (Voir page 143) montrent une augmentation de la
lipophilie pour la forme « acétonide » comparativement a la
molécule de départ (ex.: Log P fluocinolone = 0,5 et Log P
acétonide de fluocinolone = 2,39).

Notons également que la synthese de l'acétonide de salbutamol
(AS) présente des rendements intéressants (Voir page 141).
Pour ces raisons, I'AS sera le dérivé lipophile du salbutamol choisi

pour la suite de ce travail.

VIIl.2. Synthese de I'acétonide de salbutamol

VIll.2.1 Matériel

Le principal réactif utilisé pour la synthése de I'acétonide de salbutamol
est le salbutamol base qui provient de chez Cambrex Profarmaco (Italie).
Les solvants utilisés sont de qualité CLHP et tous les autres réactifs sont de

qualité analytique.
VIII.2.2 Méthodes

La synthese de I’AS a été réalisée an collaboration avec le service de

Chimie Pharmaceutique du Département de Pharmacie de I'Université de
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Liege, selon une méthode décrite par Caira (Caira et al., 1999) (Figure
VIII-1).

TI) H-C
3 0
HO C
SN HBC%/
HO OH CHz CHs O OH
4,,.
NH
J\H BF,. Oty (2 €qu.) A\CH
CH 0°9C pendant 1 heure H-C 3
H=C CH: 3 3 CH-
Salbutamol Acétonide de salbutamol
M = 239 M = 279

Figure VI1I-1 : Synthése de I'acétonide de salbutamol

Le BF; ou trifluorure de bore (gaz stabilisé sous forme de BF;.OEt, par
complexation avec I'éther diéthylique) est un acide de Lewis utilisé comme
catalyseur de la réaction de condensation d’'une molécule d’acétone au
niveau de deux hydroxyles du salbutamol. L’AS obtenu est un dérivé acétal
cyclique du salbutamol. Cette synthése offre des rendements intéressants,
proches de 85%. L'AS se présente sous la forme d’'une poudre cristalline
blanche.

A noter que cette synthése a été réalisée dans un premier temps a
partir de 10 mmoles de salbutamol ce qui nous a permis d’obtenir = 8,5
mmoles d’AS. Dans un second temps, la synthése a été adaptée et mise a
I’échelle (« scaling up ») de fagcon a obtenir en une journée de
manipulation des quantités d’AS relativement importantes (= 180 mmoles

d’AS, c.-a-d. = 50g d’AS) tout en conservant le méme rendement.
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VI1I11.3. Caractérisation de I’AS et

développement de méthodes de dosage

L’AS synthétisé étant une molécule originale, la détermination de ses
caractéristiques physico-chimiques a été nécessaire en vue de mettre au
point les méthodes analytiques mais également en vue d’orienter le
développement galénique faisant I'objet de ce travail de recherche. Les
résidus de solvant issus de la synthése de I'AS ont été déterminés, la
lipophilie de I'AS a été évaluée, deux méthodes de dosage par CLHP ont
été mises au point et validées (I'une pour le dosage de I'AS seul, l'autre
pour le dosage simultané de I'AS et du salbutamol) et la stabilité de I'AS a
été étudiée notamment dans les conditions opératoires utilisées au cours

du développement galénique.
VIII.3.1 Matériel

L’AS qui sera utilisé tout au long de ce travail a été synthétisé en
collaboration avec le laboratoire de Chimie Pharmaceutique de I’'Université
de Liege. Son analyse élémentaire s’est révélée conforme, les valeurs
obtenues ne différant pas de plus de 0,5% par rapport aux valeurs
théoriques.

Tous les solvants utilisés sont de qualité CLHP et les réactifs sont de

qualité pour analyse.

VI11.3.2 Méthodes

VI11.3.2.1 Etude des résidus de solvant par

chromatographie gazeuse
La méthode utilisée est celle dite d’identification et de contrble des

solvants résiduels recommandée par la Pharmacopée Européenne

(Pharmacopée Européenne, 2005). L’appareillage utilisé est Ila
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chromatographie gazeuse a espace de téte HP® 6890 (Hewlett Packard,
USA).

VII1.3.2.2 Analyse thermique par DSC

Le point de fusion de I’AS a été déterminé par analyse thermique
différentielle (DSC). Le thermogramme d’un échantillon de 10 mg a été
enregistré entre 35 et 190°C a une vitesse de 10°C/min sous un flux
d’azote de 20 ml/min, a I'aide d’un appareil Mettler-Toledo® DSC25-TC15
TA Controller, contrélé par le logiciel STAR® System v 6.1 SW développé

par Mettler-Toledo (Greifensee, Suisse).
VI11.3.2.3 Détermination du spectre UV/visible

L’enregistrement du spectre UV/visible d’une solution méthanolique
d’AS & 100 pg/ml a été réalisé au moyen d’un spectrophotométre Hitachi®
U-300, piloté par le logiciel UV solutions, v 1.2, Build 20 et comparé au
spectre d'une solution méthanolique de salbutamol a la méme
concentration. L'analyse a été effectuée entre 200 et 600 nm, a raison de

5 nm par seconde.
VI111.3.2.4 Evaluation de la lipophilie de I'AS

Tout d’abord, la lipophilie de I’'AS a été évaluée a partir de la structure
chimique de I'AS a I'aide du logiciel CS Chem draw® Pro version 4.5.

La lipophilie est caractérisée par une valeur de coefficient de partage.
Celui-ci est généralement exprimé en Log P qui représente I'équilibre entre
une phase polaire (aqueuse) et une phase non polaire (n-octanol), et ou

PA]

PA Jaq

org

Ce logiciel a également permis de comparer le Log P de I’AS avec ceux

du salbutamol mais aussi du salmétérol et du formotérol.
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En ce qui concerne l'incorporation d’'une molécule dans les MLS,
comme décrit a la page 81, si la technique de production nécessite
I'utilisation d’'une phase externe aqueuse (et c’est le cas pour la technique
de production utilisée), la solubilité de la molécule dans I’excipient lipidique
influencera la charge et I'efficacité d’incorporation de cette molécule dans
les MLS (Reithmeier et al., 1998; Reithmeier et al., 2001).

Il était donc important de déterminer expérimentalement le coefficient
de partage de I'’AS entre I'excipient lipidique (le Compritol® 888 ATO) et
I'eau. Pour cela, une quantité de 40 mg d’AS est placée dans un tube en
verre contenant 4g de Compritol® 888 ATO et 4g d’eau. Les tubes sont
portés pendant 30 minutes sous agitation constante a 80°C, de facon a
assurer la fusion de la phase lipidique. Aprés refroidissement a
température ambiante, on centrifuge afin de pouvoir récolter un aliquot de
la phase aqueuse, dans lequel I’AS sera dosé par la méthode CLHP décrite
aux pages 144 et 145. La méme manipulation sera réalisée avec le
salbutamol afin de comparer les coefficients de partage de I'AS et du
salbutamol entre le Compritol® 888 ATO et I'eau. Trois répétitions de cette

mesure seront réalisées pour chacune de deux molécules testées.

VII1.3.2.5 Mise au point et validation d’'une méthode de

dosage de I'AS

Une méthode de dosage de I’AS par chromatographie liquide haute
performance (CLHP) avec détection UV/visible a été développée et validée.
La méthode mise au point est dérivée de celle proposée par la
Pharmacopée Européenne pour le dosage du salbutamol (Pharmacopée

Européenne, 2005).
VII1.3.2.5.1 Appareillage

Le systeme chromatographique utilisé se compose de:
o Une pompe Merck-Hitachi® modéle L-7100

0 Un échantillonneur Merck-Hitachi® modéle L-7200
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o Un four Merck-Hitachi® modéle L-7350

0 Un détecteur Merck-Hitachi® UV/visible L-7400

0o Une interface Merck-Hitachi® D-7000, I'ensemble étant piloté par
un logiciel d’acquisition de données « Chromatography Data

Station Software » fourni par Merck - Hitachi
VI11.3.2.5.2 Conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques utilisées sont les suivantes :

o0 Colonne : Lichrocart (125 x 4 mm d.i.)

o Phase stationnaire : octylsilane C8 LiChrospher® 60 RP-Select B
(5um) provenant de chez Merck

o Phase mobile : acétonitrile/ tampon phosphate pH=3,65 (0,018 M

KH,PO, et 0,008 M acide hexane sulfonique) (65 :35)

Débit : 1 mI/min

Température de travail : 30 °C

O O O

Volume d’injection : 20 pl

o0 Longueur d’'onde de détection : 220 nm

L’acétonide de salbutamol étant plus lipophile que le salbutamol, la
composition de la phase mobile a été adaptée a partir de la méthode de
dosage du salbutamol par CLHP décrite dans la Pharmacopée Européenne
(Pharmacopée Européenne, 2005). Ainsi, la concentration en contre-ion a
été réduite et la proportion de modificateur organique (acétonitrile) a été
augmentée dans la phase mobile afin de réduire le temps de rétention, et

d’affiner le pic.
VI11.3.2.5.3 Préparation des solutions témoins de référence

Une solution meére est réalisée par la pesée exacte d’environ 25 mg
d’AS qui est transférée quantitativement avec de I'eau dans un ballon
jaugé de 250 ml. On améne au volume avec le méme solvant. Cette
solution est diluée dans l'eau de maniére a obtenir des solutions aux

concentrations finales de 0,5 - 2- 5- 10 et 20 pg/ml en AS.
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VI11.3.2.5.4 Validation de la méthode de dosage de I'AS par CLHP

Cette méthode a été validée selon la stratégie proposée par la
Commission de la Société Francaise des Sciences et Techniques
Pharmaceutiques (SFSTP) pour la validation des méthodes analytiques
(Caporal-Gautier et al., 1992). Les différents criteres de validation sont la

linéarité, la fidélité et I'exactitude de la méthode.

VII1.3.2.6 Mise au point et validation d’'une méthode de

dosage du salbutamol et de I’AS simultanément

Lors de différentes manipulations, il s’est avéré que le principal produit
de dégradation de I’AS était le salbutamol, il a des lors fallu également
mettre au point une méthode de dosage par CLHP permettant le dosage
simultané du salbutamol et de I'AS.

L'appareillage utilisé est le méme que celui décrit au paragraphe
précédent. Les conditions chromatographiques sont semblables a
I'exception de la phase mobile qui est composée d’'un mélange acétonitrile-
tampon phosphate pH=3,65 (0,018 M KH,PO, et 0,008 M acide hexane
sulfonique) (78/22).

Les solutions témoins de référence ont été réalisées de la méme fagcon

que celles décrites au paragraphe précédent.

VII1.3.2.7 Etude de stabilité de I’'AS dans les conditions
opératoires et identification du (des) produit(s) de

dégradation par spectrométrie de masse

Il est important de s’assurer de la stabilité de I’AS au cours de toutes
les étapes du développement de la forme galénique ainsi que lors des
étapes analytiques. Ainsi la stabilité de I'AS a été testée dans les
conditions suivantes :

o0 Eau a température ambiante pendant 12 heures
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o Phase mobile pour le dosage AS/Salbutamol décrite a la page 146,
a température ambiante pendant 12 heures

0 Eau/ Acétonitrile (78/22) a température ambiante pendant 12

heures

Tampon phosphate pH 2 a 37°C pendant 12 heures

Tampon phosphate pH 4 a 37°C pendant 12 heures

Tampon phosphate pH 6 a 37°C pendant 12 heures

Solution de Krebs-Henseleit & 37°C pendant 12 heures

Miglyol® 812 & 90°C pendant 60 minutes

O O O o o©

La composition des tampons phosphates utilisés est décrite dans la
Pharmacopée Européenne (Pharmacopée Européenne, 2005).

La solution de Krebs-Henseleit a 37°C est la solution qui sera utilisée
pour I’évaluation de I'activité pharmacologique (bronchodilatatrice) de I'AS
sur bronches isolées (Voir pages 168 et 169). Sa composition pour un litre
de solution est la suivante:

- NaCl: 6,925 g

- KCI: 0,353 ¢g

- CaCl,. 6H,0: 0,186 g
- Ky;HPO4: 0,161 g

- MgSO,. 7H,0: 0,525 g
- NaHCO3: 2,1 g

- Glucose: 1 g

On améne a 1 litre avec de I'eau distillée.

Le Miglyol® 812, un liquide huileux constitué d'un mélange de
triglycérides d’acides gras saturés a chaines de longueur moyenne
(Pharmacopée Européenne, 2005) a été choisi dans le but de simuler les
conditions opératoires de fabrication des MLS chargées en AS, c.-a-d. le
chauffage a 90°C d’'un excipient lipidique avec I'AS.

Dans les cas ou une dégradation est observée, une analyse par
spectrométrie de masse est effectuée afin de vérifier si le produit de
dégradation est bien, comme on le suppose, le salbutamol. L’appareil
utilisé est un spectrométre de masse Micromass® Ultima Quadrupole

(Manchester, Angleterre) contrélé par un ordinateur utilisant le logiciel
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d’acquisition de données Masslynx® version 3.5. Les conditions de la
source sont : configuration Z-spray, électrospray ion positif, tension du
capillaire de 3 kV, température de la source égale a 145°C, température
de désolvatation a 450°C, débit de gaz (N,) au niveau du cbne a 94 L/h,

débit du gaz de désolvatation (N,) de 552 L/h.

VI11.3.3 Résultats

VI11.3.3.1 Etude des résidus de solvant par

chromatographie gazeuse

Les deux solvants utilisés pour la synthese de I’AS sont I'acétone et
I'acétate d’éthyle (Caira et al., 1999). L'étude des résidus de solvant par
chromatographie gazeuse a donné les résultats suivants (Figure VII1-2):

o0 Acétone : Teneur résiduelle d’environ 1000 ppm en acétone. Or, la
quantité maximale acceptable est de 5000 ppm (Pharmacopée
Européenne, 2005).

0 Acétate d’éthyle : Aucun pic d’'acétate d’éthyle n’apparait sur le
chromatogramme. L’échantillon testé ne contient donc pas de

résidus d’acétate d’éthyle décelables par la technique utilisée.

Référence

| _ Echantillon AS

] 1 ‘ ‘ pcétate diéthyle

min

Figure VI11-2 : Chromatogrammes en phase gazeuse pour

I’étude des résidus de solvant dans I’AS
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L’AS obtenu est donc conforme aux exigences de la Pharmacopée

Européenne en ce qui concerne les résidus de solvants

VII1.3.3.2 Analyse thermique par DSC

Le thermogramme de I'AS est repris a la figure VIII-3. On peut
observer que I'AS présente un endotherme de fusion a 97°C, sans
dégradation. La présence d’'un seul pic de fusion indique que I'AS ne

présente pas de phénomene de polymorphisme.

0 0 0 70 0 0 100 10 20 30, 140 150 160 170 g8Q  J>C
0 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 15 14 15 min

Figure VII11-3 : Thermogramme d’un échantillon de 10 mg d’AS
VI111.3.3.3 Détermination du spectre UV/visible

Les spectres UV/visible de I’AS et du salbutamol sont représentés a la
figure VIII-4. Comme on s’y attendait au vu de leurs structures chimiques
trées proches et qui ne different pas au niveau des doubles liaisons
conjuguées, I'AS et le salbutamol présentent des spectres UV
superposables (Figure VIII-4). Lors du développement d’'une méthode de
dosage de I’AS par CLHP avec détection UV/visible, la longueur d’onde

choisie sera donc la méme que celle préconisée par la Pharmacopée
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Européenne pour le dosage du salbutamol , c.-a-d. 220 nm (Pharmacopée

Européenne, 2005).

3_
o A,:,‘ ===« Absorbance AS
(8]
S 2 f ===« Absorbance Salbutamol
o]
] r
%]
Q0
<
1_
0 T T k I

200 250 300

Longueur d'onde (nm)

Figure VI11-4 : Spectres d’absorption dans I’'UV/visible d’'une

solution méthanolique d’AS et d’une de salbutamol a 100 pg/ml
VI111.3.3.4 Evaluation de la lipophilie de I'AS

VI111.3.3.4.1 Détermination théorique du Log P

Les valeurs de Log P de I’AS et de différentes molécules agonistes 3,-
adrénergiques déterminées par le logiciel CS Chem draw® Pro version 4.5
sont les suivantes :

0 Log P Acétonide de salbutamol = 1,82

o0 Log P Salbutamol = 0,06

o0 Log P Formotérol = 1,26

o0 Log P Salmétérol = 2,90

L’AS est donc comme prévu plus lipophile que le salbutamol et possede

une lipophilie intermédiaire entre celles du formotérol et du salmétérol.
VI111.3.3.4.2 Détermination expérimentale du P et du Log P

Les coefficients de partage Pe., entre le Compritol® 888 ATO et I'eau
obtenus pour I'AS et le salbutamol et les valeurs logarithmiques

correspondantes sont présentés dans le tableau VIII-1. Ces résultats
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montrent que I’AS est plus beaucoup plus soluble dans I’excipient lipidique
que dans l'eau, et que son affinité pour I'excipient lipidique en présence

d’eau est supérieure a celle du salbutamol.

Tableau VIII-1 : P, et Log P, entre le Compritol® 888 ATO et

I’eau obtenus pour I’AS et le salbutamol

Pexp + Ecart-type (n=3) Log Pexp
Acétonide de salbutamol 46,88 += 0,87 1,67
Salbutamol 4,40 + 0,15 0,64

VI111.3.3.5 Mise au point et validation d’'une méthode de

dosage de I'AS

VII1.3.3.5.1 Mise au point

La méthode CLHP pour le dosage de I’AS mise au point a partir de la

méthode de dosage CLHP du salbutamol de la Pharmacopée Européenne

est décrite aux pages 144 a 146. Elle permet d'obtenir un

chromatogramme tel que celui de la figure VIII-5.
25+
20
154

10

T T T T
0 1 2 3 4 5 6
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Figure VI11-5 : Chromatogramme obtenu apreés injection en

CLHP d’une solution d’AS a 10 pg/ml
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VI111.3.3.5.2 Validation
o Lalinéarité :

La linéarité permet de démontrer qu’il existe une relation linéaire entre
les réponses (ici, I'aire des pics chromatographiques) et la concentration
de la substance analysée. Elle est obtenue par I'étude de régression ayant
pour équation Y= ax+b et est caractérisée par un coefficient de
détermination (r2).

La droite de régression a été construite a partir de cing concentrations
(0,5; 2; 5; 10; 20 pug AS/ml), avec trois répétitions pour chacune de ces
valeurs. Une régression linéaire réalisée a partir des réponses
chromatographiques obtenues a permis d’établir la relation suivante :

Y = 28178 x —326,84
Ou y correspond a la concentration en AS (ug/ml)

X correspond a la surface du pic chromatographique

Le coefficient de détermination (r2) vaut 0,9999. Il est donc
raisonnable d’affirmer qu’il existe une trés bonne corrélation entre la
réponse chromatographique et les concentrations en AS comprises entre
0,5 et 20 pg/ml.

L'analyse de variance de la régression permet de vérifier la

significativité de la pente, I'existence d’'une ordonnée a l'origine et la

validité de I'ajustement de la droite.

Existence d’'une pente significative:

L’'existence d’une pente significative est testée par un F de Snedecor
au seuil de confiance de 95% (degrés de liberté= 1, n-2). Si le Fcue st
supérieur au F de la table de Snedecor aux degrés de liberté (1, n-2), n
étant le nombre total d’observations (ici n=15), le test est significatif, c.-a-
d., la pente est différente de 0.

Feaicue = 632815 Fo,95;1; 13 = 4,67
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Comme le Feycue €St supérieur au Fpos; 1; 13), le test statistique est
significatif et, au seuil de confiance déterminé, la pente est

significativement différente de 0.

Test d’existence de I'ordonnée a l'origine :

Un test t de Student est effectué afin de vérifier I'existence d'une
ordonnée a l'origine au seuil de confiance de 95% et au degré de liberté de
n-2. Si le te.cue €St supérieur au t de la table de Student a n-2 degrés de
liberté, le test est significatif c.-a-d., 'ordonnée est différente de O.

teaicue = 0,88 t13; 0,05y = 2,16

Comme le tecus est inférieur au t (13 0,05, ON peut en conclure que

I'ordonnée a I'origine peut étre considérée comme nulle.

Test de validité de la droite d’ajustement :

Le test de validité de la droite d’ajustement permet de comparer les
erreurs dues a l'ajustement et les erreurs expérimentales. Ce test
s’effectue par un test de F de Snedecor. Si le critere Feycue €st inférieur au
F de la table de Snedecor aux degrés de liberté (0,95 ; k-2 ; N-k), ou k=
nombre de « populations » (k=5 dans ce cas), le test n’est pas significatif.
La dispersion due a I'ajustement de la droite est alors considérée comme
valide.

Fealcule = 3,46 Fo,95: 3,100 = 3,71

Le Fcacue €tant inférieur au F de référence, le test est donc non

significatif et I'ajustement de la droite est considéré comme valide.
o La fidélité

La fidélité de la méthode de dosage est exprimée par le coefficient de
variation (C.V., %) obtenu en effectuant le rapport entre I’écart-type et la
moyenne des réponses chromatographiques.

La répétabilité (fidélité intra-jour) et la fidélité intermédiaire (fidélité

inter-jours ou reproductibilité) ont été observées a trois concentrations
(0,5, 5 et 20 pg/ml).
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La méthode sera considérée comme fidéle si les C.V. de la répétabilité
sont inférieurs a 2% et si les C.V. de la fidélité intermédiaire sont inférieurs

a 2,8%.

Tableau VII11-2 : Données de répétabilité pour la validation du

dosage de I’AS par CLHP

Concentration n C.V. (%)
0,5 pg/ml 6 1,84
5 pg/ml 6 1,10
20 pg/ml 6 0,57

Tableau VI11-3 : Données de fidélité intermédiaire pour la

validation du dosage de I’AS par CLHP

Concentration n C.V. (%)
0,5 pg/ml 18 2,22
5 pg/ml 18 2,59
20 pg/ml 18 2,71

Au vu de ces résultats, on peut considérer que la méthode est fidele.
o L’exactitude

L’'exactitude exprime I'étroitesse entre la valeur de la concentration
réelle d'un échantillon reconstitué et la valeur mesurée par dosage.
L’exactitude est évaluée sur I’ensemble des mesures brutes. Cet ensemble
est transformé en un ensemble de rendement, obtenus en divisant la
concentration calculée par la concentration réelle et en multipliant par
cent. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VIII-4 et
exprimés sous forme de rendements (%, *+ écart-type) (n=6). La méthode
est considérée comme exacte si la valeur de 100% est comprise dans

I'intervalle de rendement =+ écart-type.
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Tableau VI1I11-4 : Données d’exactitude pour la validation du

dosage de I’AS par CLHP

Concentration n Rendement (%)
0,5 pg/ml 6 99,67 + 1,19
5 pg/ml 6 101,02 + 1,04
20 pg/ml 6 100,44 + 0,45

Au vu des résultats, la méthode est considérée comme exacte.
0 Seuils de détection et de quantification

Le seuil de détection (SD) est défini comme étant la plus petite
quantité (ou concentration) d’'une substance a analyser dans un
échantillon, pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme valeur
exacte. Le seuil de quantification (SQ) correspond quant a lui, a la plus
petite quantité (ou concentration) d’analyte pouvant étre déterminée par la
méthode avec une exactitude et une précision suffisantes.

Il est généralement admis que le SD et le SQ correspondent aux
concentrations dont la réponse équivaut a I'amplitude du bruit de fond
multipliée respectivement par trois et par dix (Edwardson et al., 1990). Les
SD et SQ ont ainsi été déterminés et sont respectivement de 0,039 ug/ml

et de 0,13 pg/ml.

VI11.3.3.6 Mise au point et validation d’'une méthode de

dosage simultané de I’AS et du salbutamol

VI11.3.3.6.1 Mise au point

La méthode CLHP pour le dosage de I'AS et du salbutamol décrite a la
page 146 a été mise au point a partir de la méthode de dosage CLHP du
salbutamol de la Pharmacopée Européenne et de celle de I’AS qui en est
dérivée. Pour cela, différentes phases mobiles, c.-a-d. contenant des
quantités variables en contre-ion et des concentrations relatives différentes

en phase aqueuse (tampon phosphate pH 3,65) et en acétonitrile, ont été
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testées, afin d’obtenir une séparation optimale des pics du salbutamol et
de l'acétonide de salbutamol, tout en conservant un temps de rétention
acceptable (et donc des pics suffisamment fins) pour les deux substances.
La composition de la phase mobile retenue est décrite a la page 146. Il n'a
pas été nécessaire d'utiliser un gradient d’élution pour séparer
correctement les pics du salbutamol et de I'AS. La figure VIII-6 représente
un chromatogramme obtenu par la méthode CLHP mise au point pour le

dosage simultané de I’AS et du salbutamol.

601

50+

Salbutamol

40

30+
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Figure VI11-6 : Chromatogramme obtenu apreés injection en

CLHP d’une solution a 10 pg/ml en AS et en salbutamol

La validation de la méthode de dosage par CLHP du salbutamol et de
I’AS a été réalisée indépendamment pour chacune des deux substances et
selon le modeéle décrit aux pages 152 a 155. Seuls les résultats seront

donc présentés ci-dessous.
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VI11.3.3.6.2 Validation du dosage du salbutamol par la méthode de
dosage CLHP AS/Salbutamol

o Lalinéarité :

La droite de régression a été construite a partir de cinqg concentrations
(0,5; 2; 5; 10 ; 20 pg/ml), avec trois répétitions pour chacune de ces
valeurs. Une régression linéaire réalisée a partir des réponses
chromatographiques obtenues a permis d’établir la droite de régression
suivante : Y = 32907 x + 806,37 (r2= 0,9999)

On peut donc affirmer qu’il existe une tres bonne corrélation entre la
réponse chromatographique et les concentrations en salbutamol comprises

entre 0,5 et 20 pg/ml.

Existence d’'une pente significative:
Featcue = 203063 F(0,95 11313) = 4,67

Comme le Fgycus €St supérieur au Fos; 1; 13), le test statistique est
significatif et, au seuil de confiance déterminé, la pente est

significativement différente de O.

Test d’existence de I'ordonnée a l'origine :

Teateue = 1,12 t (13;0,95 = 2,16

Comme le teycus €st inférieur au tgs. 005, ON peut en conclure que

I'ordonnée a I'origine est considérée comme nulle.

Test de validité de la droite d’ajustement :
Feaicule = 2,77 F (0,95 ; 3, 10) — 3,71

Le Fcacue €tant inférieur au F de référence, le test est donc non

significatif et I'ajustement de la droite est considéré comme valide.
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o La fidélité

Tableau VI11-5 : Données de répétabilité pour la validation du

dosage du salbutamol par la méthode CLHP AS/Salbutamol

Concentration n C.V. (%)
0,5 pg/mli 6 1,72
5 pg/ml 6 1,68
20 pg/ml 6 0,75

Tableau VI1I11-6 : Données de fidélité intermédiaire pour la
validation du dosage du salbutamol par la méthode CLHP
AS/Salbutamol

Concentration n C.V. (%)
0,5 pg/ml 18 2,28
5 pg/mi 18 2,57
20 pg/ml 18 1,30

Au vu de ces résultats, on peut considérer que la méthode est fidele.
o L’exactitude

Tableau VI11-7: Données d’exactitude pour la validation du

dosage du salbutamol par la méthode CLHP AS/Salbutamol

Concentration n Rendement (%)
0,5 pg/ml 6 100,01 + 1,27
5 pg/ml 6 100,30 + 0,34
20 pg/ml 6 99,72 + 0,57

Au vu des résultats, la méthode est considérée comme exacte.
0 Seuils de détection et de quantification

Les SD et SQ ont été déterminés et sont respectivement de 0,051 et
de 0,17 pg/ml.
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VI11.3.3.6.3 Validation du dosage de I’'AS par la méthode de dosage
CLHP AS/Salbutamol

o Lalinéarité :

La droite de régression a été construite a partir de cinqg concentrations
(0,5; 2; 5; 10; 20 ug/ml), avec trois répétitions pour chacune de ces
valeurs. Une régression linéaire réalisée a partir des réponses
chromatographiques obtenues a permis d’établir la droite de régression
suivante : Y = 28866 x + 270,22  ( r2= 0,9999)

On peut donc affirmer qu’il existe une tres bonne corrélation entre la
réponse chromatographique et les concentrations en AS comprises entre

0,5 et 20 pg/ml.

Existence d’'une pente significative:
Fcalculé = 549585 F(0,95 11;13) — 4,67

Comme le Fgycus €St supérieur au Fos; 1; 13), le test statistique est
significatif et, au seuil de confiance déterminé, la pente est

significativement différente de O.

Test d’existence de I'ordonnée a l'origine :

teaicue = 0,70 taz ;o095 = 2,16

Comme le teycus €st inférieur au tgs. 005, ON peut en conclure que

I'ordonnée a I'origine peut étre considérée comme nulle.

Test de validité de la droite d’ajustement :
Featcue = 3,70 Fo,95 ;3,100 = 3,71

Le Fcacue €tant inférieur au F de référence, le test est donc non

significatif et I'ajustement de la droite est considéré comme valide.
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o La fidélité

Tableau VI11-8 : Données de répétabilité pour la validation du

dosage de I’AS par la méthode CLHP AS/Salbutamol

Concentration n C.V. (%)
0,5 pg/ml 6 1,58
5 pg/ml 6 1,46
20 pg/ml 6 0,81

Tableau VII11-9 : Données de fidélité intermédiaire pour la

validation du dosage de I’AS par la méthode CLHP AS/Salbutamol

Concentration n C.V. (%)
0,5 pg/ml 18 1,58
5 pg/mi 18 2,71
20 pg/ml 18 1,37

Au vu de ces résultats, on peut considérer que la méthode est fidéele.
o0 L’exactitude

Tableau VI11-10: Données d’exactitude pour la validation du

dosage du salbutamol par la méthode CLHP AS/Salbutamol

Concentration n Rendement (%)
0,5 pg/ml 6 100,34 + 1,50
5 pg/mi 6 99,45 + 2,01
20 pg/ml 6 100,02 + 1,13

Au vu des résultats, la méthode est considérée comme exacte.
0 Seuils de détection et de quantification

Les SD et SQ ont été déterminés et sont respectivement de 0,060 et

de 0,200 pg/ml.
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VI11.3.3.7 Etude de stabilité de I’AS dans les conditions

opératoires

La stabilité de I'AS a été testée dans les conditions décrites aux pages

146 et 147. Les résultats sont présentés aux figures VIII-7 et VIII-8.

Acétonide de Salbutamol

100+

®
?

non dégradé (%)
o))
9

— = — =+ T —

—s— Tampon pH2- 37°C
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—— Ph mobile-Tamb.
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Figure VI111-7 : Stabilité de I’AS dans différentes conditions
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Figure VI111-8 : Stabilité de I’AS dans du Miglyol® 812 a 90°C
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Au vu des résultats obtenus, on peut conclure que I'AS :

o0 est stable dans la solution de Krebs a 37°C, c.-a-d. dans les
conditions opératoires des essais pharmacologiques sur
bronches isolées (Voir pages 168 a 170).

0 est stable dans la phase mobile utilisée pour le dosage CLHP
ainsi que dans la phase utilisée pour les dilutions.

0 se dégrade lors de I’exposition a des pH acides.

o est stable lors du chauffage dans un excipient lipidique et donc

dans les conditions de fabrication des MLS.

Afin d’identifier qualitativement le produit de dégradation de I'AS a pH
acide, la spectrométrie de masse a été utilisée. Les solutions échantillons
ont été préparées en dissolvant I'AS dans 50 ml dun mélange
acétonitrile/eau (50/50) de maniére a obtenir une concentration de 10
pg/ml. Les solutions obtenues ont ensuite été amenées a pH 1, pH 2 ou
pH 3 avec du HCI 0,1IN. Deux échantillons témoins, I'un a 10 pg
salbutamol/ml, I'autre a 10 ug AS/ml ont également été préparés.

La figure VIII-9 représente le spectre obtenu avec la solution d’AS a pH
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Figure VI11-9 : Spectre de masse de I’'AS a pH 2

Les spectres obtenus montrent que lorsque le pH diminue un composé
possédant une MM de 239 apparait au fur-et-a mesure que disparait le
composé de MM égale a 279, c.-a-d. I’AS. Le composé de MM égale a 239

peut raisonnablement étre identifié comme étant le salbutamol.
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Chapitre IX:
Evaluation de I'activité pharmacologique de

I’acétonide de salbutamol

I1X.1. Essais ex vivo de métabolisation de I’AS

1X.1.1 Introduction

Comme décrit aux pages 26 et 27, I'activité enzymatique du systéme
respiratoire n'est pas négligeable. C’est la raison pour laquelle il nous a
paru important avant de commencer [linvestigation sur [Ieffet
pharmacologique de I'AS, de vérifier si, au niveau bronchique, I’AS est
métabolisé ou non. Ainsi, dans le cas ou une activité pharmacologique
(bronchodilatatrice) de I’AS est observée, cela nous permettra de savoir si
celle-ci peut étre attribuée a I’AS ou a un éventuel métabolite qui pourrait

étre le salbutamol. Dans ce dernier cas I’AS agirait comme une pro-drogue.

1X.1.2 Matériel

L’AS utilisé est celui synthétisé selon la méthode décrite aux pages 140
et 141.

L’étude de métabolisation de I'AS a été réalisée en présence de
bronchioles de porc. Celles-ci ont été prélevées a partir de blocs
trachéopulmonaires de porcs sains sacrifiés a I'abattoir public de Droixhe
(Belgique), I'Institut d’expertise vétérinaire de cet abattoir ayant au

préalable marqué son accord pour le prélévement tissulaire en fin de
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chaine d’abattage. Un lobe pulmonaire est prélevé, les conduits aériens
sont rincés plusieurs fois a I'aide d’'une solution aqueuse a 0,9% en NacCl.
Durant le transport, le tissu prélevé est conservé dans une solution de
Krebs-Henseleit a 4°C préalablement oxygénée. Des I'arrivée au
laboratoire, des fragments bronchiques d’une longueur de 5 a 10 mm et
d’'un diametre de = 1 mm sont isolés par dissection.

Tous les solvants utilisés sont de qualité CLHP et les autres réactifs

sont de qualité pour analyse.

1X.1.3 Méthodes

L’étude de métabolisation de I'AS a été réalisée avec le méme dispositif
expérimental que les essais ex vivo de bronchodilatation sur organes isolés
dont il est question au paragraphe suivant. L’appareillage utilisé se
compose de huit cuves (ou bains d’organe) d’une contenance maximale de
25 ml et thermostatisées & 37°C. La solution contenue dans la cuve est
continuellement oxygénée. Les cuves disposent d’'un robinet a trois voies
permettant a la fois I'approvisionnement en solution de Krebs-Henseleit
(solution utilisée pour I'évaluation pharmacologique de I’AS sur bronches
isolées et dont la composition a été décrite a la page 147) et I'élimination
de solutions usagées.

Dans quatre des huit cuves, on place 20 ml d’'une solution de Krebs-
Henseleit & 100 pg AS/ml ainsi que quelques fragments de bronches de
porc. Des aliquots sont prélevés aprés 6h et 24h et remplacés par de la
solution de Krebs-Henseleit fraiche. Ces prélévements sont filtrés sur
membrane en PVDF, puis dosés par la méthode CLHP AS/salbutamol
décrite a la page 146.

Deux témoins sont réalisés de la méme fagon mais en I'absence de
fragments bronchiques.

Un essai contrble sera également réalisé, c.-a-d 20 ml de solution de
Krebs-Henseleit ne contenant pas d’AS sera mis en présence d'un

fragment bronchique. Cet essai contrbéle a pour but de mettre en évidence
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d’éventuels composeés biologiques pouvant interférer lors des dosages par
CLHP.

La derniere cuve sera utilisée pour quantifier la faible fraction d'eau
s’évaporant de la solution de Krebs-Henseleit au cours de
I'expérimentation. Un facteur de correction tenant compte de I'’évaporation
pourra ainsi étre appliqué aux dosages.

Les fragments de bronches sont récupérés apreés expérimentation, sont
rincés plusieurs fois a I'eau puis lyophilisés a I'aide d’'un lyophilisateur de
type Heto® DW 8 de Heto — Holten (Allergd, Danemark). Une extraction au
méthanol est ensuite réalisée sur le lyophilisat, dans le but de recueillir
I’AS ou un éventuel produit de métabolisation (peut-étre le salbutamol) qui
se serait accumulé au niveau du tissu bronchique. Les extraits
méthanoliques sont finalement dosés par la méthode CLHP AS/salbutamol

décrite a la page 146.

1X.1.4 Résultats

Les résultats obtenus sont présentés dans I'’histogramme suivant
(Figure 1X-1) et sont exprimés en pourcentage d’AS soit non dégradé soit

dégradé en salbutamol.

100- AS non dégradé- Témoins
AS non dégradé- Echantillons
754 AS dégradé en salbutamol-
Témoins
Q
S 50- N AS dégradé en salbutamol-
9] Echantillons
<
25
0 EE— i

6h 24h

Figure IX-1 : Etude de métabolisation de I’AS en

présence de bronches de porc
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Aucune trace d’AS ni de salbutamol n’a été décelée dans les extraits
méthanoliques des fragments de bronches de porc lyophilisés. L'AS ne

semble donc pas s’accumuler dans les tissus au cours de I'expérimentation.
1X.1.5 Conclusion

On observe a la fois dans les solutions témoins et dans les échantillons
qu’une trés faible proportion d’AS s’est dégradée en salbutamol. Aucune
différence n’ayant été décelée entre les échantillons et les témoins, la
dégradation ne peut étre attribuée a la présence de bronches de porc dans
le milieu. En conclusion, I’AS n’est pas métabolisé par le tissu bronchique
porcin. Par la suite, si une action bronchodilatatrice notable est observée,

celle-ci pourra raisonnablement étre attribuée a I’AS.

1X.2. Essais ex vivo de bronchodilatation sur

organes isolés

Les essais de bronchodilatation sur organes isolés ont été réalisés par
le laboratoire de Pharmacologie de la Faculté de Médecine Vétérinaire de
I'Université de Liége. Les résultats ayant fait I'objet d’'un mémoire de DEA
en Sciences Vétérinaires (Leemans, 2004), la méthode de travail ne sera
dés lors que brievement décrite et seuls les résultats principaux seront

présentés.
1X.2.1 Méthodes

Le pouvoir bronchodilatateur de I'AS a été investigué sur les muscles
lisses trachéaux de cobayes et bronchiques de porcs et de chats dans un
dispositif de bains d’organes. Le pouvoir bronchodilatateur de I'AS a été
comparé dans les mémes conditions opératoires a celui d’autres molécules
a savoir le salbutamol (agoniste R,-adrénergique de courte durée d’action),
I'isoprénaline (un agoniste adrénergique mixte c.-a-d. agoniste B; et B,-

adrénergique), la théophylline (un bronchodilatateur dérivé de la
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méthylxanthine) et le formotérol (un agoniste R,adrénergique a longue

durée d’action) (Leemans, 2004).

1X.2.2 Résultats

Des résultats obtenus, il ressort principalement que :

0 Chez le cobaye, I’AS ne montre aucune propriété bronchodilatatrice
vis-a-vis du muscle lisse trachéal. Parmi les molécules testées, le
formotérol est I'agoniste R,-adrénergique le plus puissant et le plus
efficace apreés l'isoprénaline.

o0 Chez le porc, l'activité des agonistes [R,-adrénergiques est
fortement réduite, y compris avec l'isoprénaline mais dans une
moindre mesure. L’AS exhibe chez le porc une activité
bronchodilatatrice plus importante que le salbutamol mais qui reste
un peu moins puissante et efficace que celle de I'isoprénaline.

0 Chez le chat, lisoprénaline s’est montrée le plus puissant
bronchodilatateur ainsi que le plus efficace devant le formotérol.
L’AS exerce sur les bronches de chat une activité
bronchodilatatrice significative mais de puissance et d’efficacité

inférieures a celle du salbutamol.

1X.2.3 Conclusion

Au vu de ces résultats, il ne semble pas évident de tirer des
conclusions quant a I'éventuel effet B,-mimétique de I'AS, d’autant plus
que les récepteurs impliqués dans la bronchodilatation ne sont pas
clairement identifiés chez toutes les espéces animales.

Cependant, le cobaye reste I'espéce de choix pour I'étude des effets
bronchodilatateurs des agonistes R,-adrénergiques. Chez cette espéce, les
récepteurs impliqués dans la bronchodilatation sont bien de type 3, (Ball et
al., 1991; Lemoine et al., 1992; Linden et al., 1996; Roux et al., 1996).

En ce qui concerne le chat, les études dévolues a la caractérisation du

systeme adrénergique de son arbre respiratoire sont rares (Leemans,
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2004). 1l semblerait toutefois que la relaxation des voies respiratoires
périphériques soit permise par I'activation d’une population mixte de
récepteurs R-adrénergiques avec prédominance du sous-type B, (Lulich et
al., 1976).

Ces données semblent en accord avec [l'activité prononcée des
agonistes B,-adrénergiques chez le cobaye et chez le chat.

Par contre en ce qui concerne le porc, les récepteurs adrénergiques
impliqués dans la relaxation des muscles lisses ne sont pas identifiés. Or,
pour rappel, dans I’étude réalisée, les agonistes R,-adrénergiques montrent
une activité bronchodilatatrice nettement diminuée chez le porc alors que
celle de l'isoprénaline ne diminue que légerement et que l'acétonide de
salbutamol y montre des propriétés bronchodilatatrices significatives. Au
vu des résultats obtenus, l'auteur de I'étude a émis I’hypothese que la
bronchodilatation observée avec I’AS chez le porc est permise par
I'activation de récepteurs adrénergiques de type R; (Leemans, 2004). L'AS
ayant montré des propriétés bronchodilatatrices a la fois chez le porc et
chez le chat mais pas chez le cobaye, il est difficile de conclure avec
certitude quant a son éventuelle activité B; ou R,-mimétique. Cest la
raison pour laquelle cette étude sera complétée par des essais in vitro de

binding (Voir paragraphe suivant).

1X.3. Etude in vitro des interactions ligand-

récepteur (Essais de binding)

1X.3.1 Introduction

Les essais ex vivo n'ayant pu confirmer ni infirmer I'éventuel effet R,-
mimétique de I'AS, des essais in vitro de binding ont été réalisés en vue
d’évaluer l'affinité de I’AS pour les récepteurs ; et ,. Ces essais ont été
réalisés par le Professeur Jean-Francois Liégeois ainsi que par le Docteur

Amaury Graulich du service de Chimie Pharmaceutique de I'Université de
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Liege. L'affinité R; et B, de I'AS a été évaluée comparativement au

salbutamol et au S(-)-propranolol.

1X.3.2 Matériel

0 Les récepteurs R-adrénergiques humains (exprimés dans des
cellules Sf9) utilisés proviennent de chez SignalScreen® et sont
disponibles sous forme de suspensions de protéines de membranes
cellulaires contenant le récepteur dans un tampon pH 7,4 a 50 mM
en TRIS-HCI, a 10% en glycérol et 1% en serum albumine bovine
(BSA). L’activité spécifique des récepteurs (; utilisés est de 2,6
pmole par mg de protéine membranaire et la suspension
membranaire contient 3,2 mg de protéine/ml. Les récepteurs R,
utilisés ont une activité spécifique de 1,5 pmole par mg de protéine
membranaire tandis que la suspension membranaire contient 4,4
mg de protéine/ml.

o Le radioligand utilisé est le [°H](-)-CGP-1177, (4-(3-
tertiarybutylamino-2-hydroxypropy)-benzimidazole-2-
hydrochloride) qui est le ligand adéquat pour I'’étude de I'affinité
envers les récepteurs R-adrénergiques (Staehelin et al., 1983b;
Staehelin et al., 1983a). Son activité est de 30 Ci/mmole.

o0 Le ligand non-spécifique choisi est le S(-)-propranolol (antagoniste
compétitif non-sélectif des récepteurs 3; et ;). Il est utilisé & une
concentration de 1 uM dans un tampon pH 7,4.

0 L'AS utilisé est celui synthétisé selon la méthode décrite aux pages
140 et 141. Le salbutamol base provient de chez Cambrex
Profarmaco (ltalie). Les solutions d’AS et de salbutamol utilisées
pour les essais sont a 420 uM dans le DMSO.

0 Le tampon d’incubation est composé de 75 mM de TRIS (tris-
(hydroxymethyl)-aminomethane), de 12,5 mM de Mg Cl,, de 2 mM
d’EDTA et est tamponné a pH 7,4. Le tampon de ringage est une

solution aqueuse a 50 mM de TRIS.
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o Les filtres en microfibres de verre (GF/C, Whatman®) utilisés au
cours de I'expérimentation sont incubés durant 1 heure avant la
filtration dans une solution aqueuse de polyéthylénimine a 0,3%
puis rincés avec 2,5 ml de tampon 50 mM TRIS.

o Le liquide de scintillation utilisé est de I'Ecoscint®.

0 Tous les solvants et réactifs utilisés sont de qualité pour analyse.

1X.3.3 Méthodes

Les suspensions membranaires sont tout d’abord diluées 200 fois dans
le liquide d’incubation. Les échantillons destinés aux essais de compétition
sont composés de :

o 1000 pl de suspension membranaire diluée

o0 25 ul de radioligand a 0,14 nM

0 25 pl de tampon ou de ligand non marqué (propranolol, salbutamol

ou AS)

On laisse incuber les échantillons durant 1 heure & 27°C. La mesure de
la liaison totale du radioligand est obtenue par filtration rapide sous vide
des échantillons ne contenant pas de ligand non marqué. Le radioligand lié
est collecté sélectivement sur le filtre en microfibres de verre, tandis que la
fraction de radioligand qui est non liée est éliminée. Les filtres sont ensuite
plongés dans du liquide de scintillation afin d’évaluer la radioactivité en
présence (Graulich, 2004). Le comptage de la radioactivité est réalisée le
lendemain & l'aide d’un compteur & scintillation de type Perkin Elmer®
TriCarb scintillation analyser Model 1600 TR.

Il convient ensuite de différencier la liaison spécifique du radioligand
sur un site récepteur (phénoméne saturable) de sa liaison non spécifique
par adsorption sur les lipides, les protéines et le filtre (phénoméne non
saturable). Ainsi, des expériences sont menées en paralléle en présence
d’'un excés de ligand non marqué afin de déterminer la liaison non
spécifique. La liaison spécifique sera obtenue en soustrayant la liaison non

spécifique de la liaison totale (Graulich, 2004; Williams et al., 1989).
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Les résultats seront exprimés en IC50 qui correspond a la
concentration de ligand non marqué qui inhibe 50% de la liaison spécifique
du radioligand. Des valeurs de K; correspondant a la constante de
dissociation du ligand non marqué vis-a-vis des sites de liaison du
radioligand, seront ensuite calculées par I'équation suivante (équation de
Cheng et Prussoff) (Cheng et al., 1973) :

IC 50
T @TLUKy)

ou L est équivalent a la concentration du radioligand dans le milieu
d’incubation (nM) et K4 est la constante de dissociation du radioligand pour
les sites de liaison (nM). Les valeurs de Ky fournies par Signalscreen® pour
le radioligand utilisé sont :

Kq (B1) = 0,17 et Kq4 (B,)= 0,30

La sélectivité d’'un composé vis-a-vis des récepteurs [, sera obtenue
par le rapport K; (32)/ K; (31).

1X.3.4 Résultats

Les valeurs d’'IC50 et de K; pour I'étude de l'affinité de I'AS, du
salbutamol et du propranolol vis-a-vis des récepteurs [; sont présentées
dans le tableau IX-1 tandis que ces mémes valeurs pour I'étude de

I'affinité vis-a-vis des récepteurs 3, sont présentées au tableau IX-2.

Tableau 1X-1 : Valeurs d’IC50 et de K; pour I’étude de I'affinité

31 de I’AS, du salbutamol et du propranolol

Binding 13,

IC50 (nM) + écart-type | K; (hM)=+ écart-type

S(-)-Propranolol* 3,25 = 0,07 1,34 =+ 0,03
Salbutamol 8631 *x 499 3557 + 205
Acétonide de salbutamol 5229 + 250 2143 = 103

*K;= 0,080 nM (Selon SignalScreen®)
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Tableau 1X-2 : Valeurs d’IC50 et de K; pour I’étude de I'affinité

3, de I’AS, du salbutamol et du propranolol

Binding 3,

IC50 (nM) =+ écart-type | K; (nM)+ écart-type

S(-)-Propranolol* 0,97 = 0,23 0,53 0,12
Salbutamol 2297 + 134 1248 + 73
Acétonide de salbutamol 1676 = 78 911 + 43

*K;= 0,012 nM (Selon SignalScreen®)

Les valeurs de sélectivité des composés testés sont exposées dans le

tableau IX-3.

Tableau 1X-3 : Sélectivité des composés testés

vis-a-vis des récepteurs 32

Sélectivité vis-a-vis des récepteurs 3,

S(-)-Propranolol 2,53
Salbutamol 2,83
Acétonide de salbutamol 2,35

Les valeurs d'affinité du S(-)-propranolol obtenues expérimentalement
sont en accord avec celles rapportées par Signalscreen®, ce qui valide la
méthode de travail utilisée. Les valeurs de K; obtenues montrent que I'AS
présente une affinité supérieure au salbutamol pour les deux types de

récepteurs examinés pour une sélectivité comparable.

1X.4. Conclusion

Les résultats de binding obtenus avec I’AS sont encourageants mais ne
semblent pas en adéquation avec ceux obtenus sur les bronches de porc

isolées ni avec I'hypothése formulée a la suite des expériences de

bronchodilatation ex vivo (a savoir que la bronchodilatation observée avec
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I’AS chez le porc serait permise par un effet agoniste au niveau des
récepteurs adrénergiques de type ;).

Au vu de ces résultats, plusieurs nouvelles hypothéses peuvent étre
avanceées :

0 Soit I'AS possede effectivement une bonne affinité pour les
récepteurs R, mais il agit comme antagoniste compétitif c.-a-d.
qu’il se fixe sur le méme site que l'agoniste mais sans induire
d’action pharmacologique. Ceci expliquerait les mauvais résultats
en termes de bronchodilatation obtenus chez le cobaye. La
bronchodilatation observée chez le chat ne peut toutefois pas étre
expliquée par cette théorie.

0 Soit I'AS agit comme agoniste R-adrénergique mixte, c.-a-d. a la
fois B; et B,-adrénergique. Cependant, dans ce cas, les effets de
bronchodilatation chez le cobaye auraient probablement dG étre
plus importants.

En résumé, a ce stade des investigations pharmacologiques, il semble
difficile de conclure avec certitude quant a I’éventuel effet B,-mimétique de
I’AS. Pour cela, il sera probablement nécessaire de recourir a des essais in
vivo de bronchodilatation sur des espéces dont le systéme adrénergique de
I'arbre respiratoire est clairement caractérisé.

Pour la suite de notre travail, nous avons toutefois décidé de conserver
I’AS comme molécule modéle dans la mise au point de formes a libération

prolongée destinées a I'administration par inhalation.
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Chapitre X:
Formulation de MLS contenant de I'AS et

optimisation des parameétres de production

X.1. Introduction

Ce chapitre décrit la production de microparticules lipidiques solides (MLS)
chargées en AS ainsi que l'optimisation des paramétres de fabrication par
utilisation de la méthodologie des plans d’expériences afin d’obtenir une taille
de particules convenant a I'administration pulmonaire (Jaspart et al., 2005;

Jaspart et al., 2007).

X.2. Fabrication de MLS contenant I’'AS

X.2.1 Matériel

Le matériel est le méme que celui utilisé pour la formulation de MLS
vierges (Voir pages 107 et 108) auquel est ajouté I'AS, issu de la synthese

décrite aux pages 140 et 141.
X.2.2 Méthodes

Comme pour les MLS vierges, la méthode de production choisie est
I’lhomogénéisation a chaud suivie d'un mélange a haute vitesse de
cisaillement. Pour rappel, le Compritol® 888 ATO auquel on ajoute cette fois
I'AS, est chauffé au bain-marie a 90°C, tandis que l'eau et le Lutrol® F68 sont
portés ensemble a la méme température. La phase aqueuse est versée dans la

phase lipidique sous agitation a l'aide d’'un mélangeur a haute vitesse de
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cisaillement de type UltraTurrax® T25 IKA de Janke & Kunkel (Staufen,
Allemagne). Une émulsion huile dans eau est ainsi obtenue par inversion de
phase.

Apres refroidissement, une suspension est obtenue. Celle-ci est finalement
lyophilisée a I'aide d’un appareil de type Heto® DW8 de Heto—Holten (Allergd,

Danemark).

X.3. Optimisation des parametres de production

des MLS par utilisation des plans d’expériences

X.3.1 Introduction

La méthodologie des plans d’expériences a été utilisée pour I'optimisation
des parameétres de production des MLS, afin d’obtenir un pourcentage maximal
(en terme de volume) de particules possédant un diameéetre géométrique
compris entre 0,5 et 6 um. Le logiciel de planification expérimentale utilisé est
MODDE® 6.0. (Umetrics, Suéde) (Modde 6.0 Software, 2001).

X.3.2 Méthodes

X.3.2.1 Parameétres de production des MLS

Dans un premier temps, les parameétres critiques ont été fixés. Par rapport
a la fabrication de MLS vierges, un nouveau parameétre pouvant influencer la
taille des particules intervient, a savoir la concentration en AS.
Les parametres étudiés seront :
0 La concentration en AS
o La concentration en Lutrol® F68
0 La durée de mélange
Les limites de variation des parameétres étudiés ont été déterminées apres
quelques essais expérimentaux préalables. Ainsi, la concentration en AS sera
étudiée entre 5 et 25% (calculé par rapport au poids total de la phase

dispersée c.-a-d. du Compritol® 888 ATO ainsi que de I'AS). La limite
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supérieure (25%) correspond approximativement a la quantité maximale d’AS
qui se dissout dans le Compritol® 888 ATO fondu.

La concentration en tensioactif sera étudiée entre 0,1 et 0,5% (calculé par
rapport au poids total de la suspension). La limite inférieure (0,1%)
correspond a la quantité minimale de tensioactif nécessaire pour obtenir une
émulsion stable tandis que la limite supérieure (0,5%) est la valeur au-dessus
de laquelle I'apparition de mousse devient génante.

La durée de mélange sera étudiée entre 1 et 10 minutes, comme on
I'avait fait pour la fabrication des MLS vierges.

La concentration en phase dispersée a été fixée a 5% (par rapport au
poids total de la suspension).

La vitesse d’agitation a été choisie lors de I'’étape de screening. Pour ce
faire, des valeurs intermédiaires de concentration en tensioactif (0,25%), de
durée d’agitation (5 min.) et de concentration en AS (10%) ont été choisies et
différentes vitesses d’agitation (8000, 13500 et 24000 tours/min.) ont été
testées. Les meilleurs résultats en termes de taille de particules ayant été
obtenus a une vitesse de mélange de 8000 tours/min., c’est cette valeur qui a
été choisie pour la réalisation des plans d’expérience.

Le tableau X-1 résume les paramétres de fabrication ayant été fixés, ceux

qui seront étudiés ainsi que les limites de variation de ces derniers.

Tableau X-1 : Parameétres de fabrication des MLS

Parametres fixés Parameétres étudiés
) Phase Tensio-actif Durée Concentration
) Vitesse .
Appareil- o dis- (%) d’agitation en AS (%)
d’agitation ) ]
Iage persee (p/psuspension) (mln ) (p/psuspension)
- (tours/
utilisé . (%) (p/
min.)
psuspension) Limite Limite Limite Limite Limite Limite
inf. sup. inf. sup. inf. sup.
Ultra-
Turrax® 8000 5 0,1 0,5 1 10 5 25
T25
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X.3.2.2 Réponse mesurée

La réponse mesurée est le pourcentage de MLS dont le diameétre
géomeétrique est compris entre 0,5 et 6 um. Cette mesure sera effectuée par
diffractométrie laser a I'aide du module Scirrocco® 2000 du Mastersizer® 2000
de chez Malvern Instruments (Worcestershire, Royaume-Uni). Chaque
échantillon de MLS sera mesuré trois fois. A titre informatif les valeurs de

diamétre médian Dy, ;o 5) (défini a la page 79) seront également mentionnées.
X.3.2.3 Réalisation du plan d’expériences

En fonction des parameétres a étudier et de leurs limites de variation, le
logiciel Modde® 6.0 a déterminé les expériences & réaliser. Le plan
d’expériences est détaillé dans le Tableau X-2. Chaque expérience sera

réalisée deux fois (n=2).
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Tableau X-2 : Schéma du plan d’expériences

N° N° ordre Concengation ’ Dt_Jrég Conc. AS

expérience | expérience Lutrol"F68 d agl'Fatlon (%o(p/p ph.

(% (pP/Psuspension)) (min.) dispersée))
1 10 0,1 1
2 7 0,5 1
3 6 0,1 10 1
4 3 0,5 10 1
5 1 0,1 1 25
6 15 0,5 1 25
7 12 0,1 10 25
8 14 0,5 10 25
9 4 0,1 5,5 13
10 2 0,5 5,5 13
11 9 0,3 1 13
12 8 0,3 10 13
13 16 0,3 5,5 1
14 13 0,3 5,5 25
15 11 0,3 5,5 13
16 5 0,3 5,5 13
17 17 0,3 5,5 13

X.3.3 Résultats

X.3.3.1 Introduction

Le plan généré par le logiciel Modde® 6.0 est de type composite centré
(CCF-Central Composite Face-centered). C’est le type de plan le plus utilisé
pour I'estimation de surfaces de réponse, et qui fait intervenir uniquement des
facteurs quantitatifs. Les plans composites centrés sont particulierement
appropriés pour faire de la prédiction ou rechercher un optimum dans un
domaine d’intérét donné (Govaerts et al., 1997). Les résultats expérimentaux
sont résumés dans le tableau X-3. Les valeurs présentées sont une moyenne

de la taille (exprimée en pourcentage de MLS dont le diamétre est compris
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entre 0,5 et 6 um ainsi gu’en Dy, .05) des deux échantillons de MLS produits

pour chacune des conditions expérimentales testées.

Tableau X-3 : Résultats expérimentaux du plan d’expériences

MLS ayant un
N° de I'expérience g:i?;ég’g Z‘Ergpgﬁ lj(ﬁrﬁi)
(%)
1 25,31 + 1,77 10,39 + 0,67
2 20,38 + 1,26 12,06 + 0,38
3 44,40 + 2,61 6,40 + 0,39
4 25,42 + 3,29 10,51 + 1,10
S 29,83 + 2,76 8,84 + 0,47
6 30,68 + 0,51 8,52 + 0,13
7 44,72 + 4,35 6,50 + 1,17
8 28,05 + 1,87 10,63 + 0,75
9 43,28 + 1,29 6,52 + 0,18
10 30,73 + 1,19 8,95 + 0,33
11 32,07 + 2,75 8,36 + 0,47
12 32,09 + 1,03 9,22 + 0,33
13 32,31 +1,11 8,20 + 0,21
14 37,28 + 1,41 7,60 % 0,27
15 34,63 + 3,21 8,07 = 0,77
16 36,85 + 2,85 7,62 + 0,53
17 33,28 + 1,32 8,35 + 0,31

X.3.3.2 Analyse statistique

La qualité du modéle fourni par I'analyse des données peut étre estimée
par deux grandeurs : R? et Q? (Voir page 117).

Les valeurs de R? et Q? obtenues sont présentées a la figure X-1.
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1.00+
s R2
Q2
0.75-
N
o
2 0.504
~ 0,524
o
0.25+
0.00-

Figure X-1 : Représentation des valeurs de R? et Q?

A I’examen de ces résultats, nous pouvons déduire que le modele choisi
explique en grande partie les variations observées. La qualité de prédiction du

modéle est également bonne puisque la valeur de Q? est positive.

X.3.3.3 Estimation des effets principaux, des effets

quadratiques et des interactions

La figure X-2 représente les coefficients du modéle établis a partir de
I'analyse des données du plan d’expériences, a un niveau de confiance de
95%. Pour rappel, ces coefficients sont considérés comme non significatifs

quand ils sont englobés par l'intervalle de confiance.
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Figure X-2 : Représentation des coefficients du modele

L’étude des effets principaux nous montre que :

o La concentration en Lutrol® F68 influence significativement la
réponse, en l'occurrence le pourcentage de particules ayant un
diameétre compris entre 0,5 et 6 pum : il diminue avec la
concentration en Lutrol® F68 dans la zone de concentration entre
0,1 et 0,5%.

o0 Le temps d’agitation influence significativement le pourcentage de
particules de diametre entre 0,5 et 6 pum : celui-ci augmente
lorsque le temps d’agitation augmente entre 1 et 10 minutes.

0 La concentration en AS n’influence pas significativement le
pourcentage de particules ayant un diameétre compris entre 0,5 et
6 pm.

Un effet quadratique a été observé. Ainsi, dans les limites étudiées, on
peut dire que le pourcentage n’évolue pas de facon linéaire en fonction de la
durée d’agitation du mélange.

Un effet d’interaction a également été observé entre la concentration en
Lutrol® F68 et le temps d'agitation. Cette interaction se traduira par une

torsion du plan représentant la réponse.
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X.3.3.4 Représentation des résultats

La réponse étudiée (a savoir le pourcentage de particules dont le diameétre
est compris entre 0,5 et 6 um) va étre illustrée en 3 dimensions sous forme
d’une surface de réponse en fonction de la concentration en tensioactif et du
temps d’agitation (Figure X-3) ainsi que sous forme d’une représentation
topograhique également en fonction de la concentration en tensioactif et du
temps d’agitation (Figure X-4). Ce type de représentation ne permet de
visualiser que deux parametres (ainsi que la réponse choisie) simultanément.
Il a donc fallu fixer un des facteurs étudiés. La concentration en AS étant le
seul facteur n’influencant pas significativement la réponse, celle-ci a été fixée

a une valeur intermédiaire de 13%.

MLS de diamétre entre
0,5 et 6 um (%)

Figure X-3 : Représentation de la surface de réponse du
pourcentage de MLS de diameétre compris entre 0,5 et 6 um

pour une concentration en AS fixée a 13%
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Conc, T-4 (%)

Temps oqitation {min.)

Figure X-4 : Représentation topographique du pourcentage
de MLS de diameétre compris entre 0,5 et 6 um pour une

concentration en AS fixée a 13%b
X.3.3.5 Optimisation des parametres de fabrication

Aprés traitement des résultats, le logiciel Modde® 6.0 a permis de
déterminer les conditions optimales théoriques de fabrication des MLS, c’est-a-
dire les conditions opératoires permettant d’obtenir un pourcentage maximal
de MLS dont le diametre est compris entre 0,5 et 6 um. Ces conditions
opératoires sont présentées dans le tableau X-4 ainsi que les pourcentages
optimaux théoriques correspondants de MLS dont le diamétre sera compris

entre 0,5 et 6 um.
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Tableau X-4 : Conditions optimales théoriques de fabrication des MLS

chargées en AS et réponses optimales théoriques correspondantes

Réponse
Parameétres fixés Parameétres étudiés ]
théorique
) MLS de
Vitesse Phase
Appa- Tps Conc. AS | diametre
agitation | dispersée | Conc.T-A
reillage agitation (%0) entre 0,5
. (tours/ (%) (%0) )
utilisé . (min.) (P/Psusp.) et 6 um
min.) (p/psusp.) (p/ psusp.)
(%)
Ultra-
® 8000 5 0,1 10 55 45,00
Turrax
Ultra-
® 8000 5 0,1 10 11,5 45,31
Turrax
Ultra-
® 8000 5 0,1 10 16,5 44,53
Turrax
Ultra-
8000 5 0,1 10 20,2 44,73
Turrax®

X.3.3.6 Répétitions expérimentales des conditions

optimales théoriques de fabrication des MLS

Comme on peut le déduire au vu des figures X-3 et X-4 et comme on
I'avait également observé lors de la fabrication de MLS vierges, les conditions
optimales de fabrication, c’est-a-dire celles permettant d’obtenir un
pourcentage optimal de MLS possédant un diamétre compris entre 0,5 et 6
pum, ne paraissent pas extrémement robustes. En effet, la zone de réponse
correspondant aux conditions optimales n’est pas trés étendue. Aux
imprécisions opératoires prées, on risque de passer dans une zone de réponse

voisine.
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Pour ces raisons, il est important de réaliser des répétitions de ces
conditions optimales théoriques de fabrication des MLS et de comparer les
résultats expérimentaux avec les résultats théoriques calculés par le logiciel.

Vu que la concentration en AS n’influence pas directement la réponse,
nous avons choisi d’utiliser les MLS contenant 5, 10, 15 et 20% en AS a la fois
pour les répétitions expérimentales des conditions optimales théoriques de
fabrication ainsi que pour les essais ultérieurs (Voir chapitres XI, XII et XIII).

Ainsi, trois suspensions ont été reéalisées en appliquant les conditions
optimales théoriques. Les résultats expérimentaux correspondants sont

présentés dans le tableau X-5.

Tableau X-5 : Répétitions des conditions optimales théoriques et

réponses expérimentales correspondantes

) ) Réponse
Parameétres étudiés Réponses expérimentales )
théorique
MLS de
D ;0.5 .
diamétre
(um)
entre 0,5 et MLS de
Conc. Tps Conc. AS .
N 6 um (%) diametre
T-A agitation (%) (p/
) entre 0,5 et
o) (p/p | (min.) Psuspension) | Moyenne + | Moyenne + 6 um (%)
suspension) Ecart-type Ecart-type
(n=3) (n=3)
0,1 10 5 6,53+1,45 | 44,52 + 0,61 44,90
0,1 10 10 6,84+0,96 | 43,21 + 1,42 45,30
0,1 10 15 6,56+1,26 | 44,47 = 1,61 45,25
0,1 10 20 6,71+1,31 | 43,59 += 0,87 44,76

Les valeurs présentées dans le tableau X-5 obtenues expérimentalement
sont trés proches des réponses théoriques prévues par le modéle et calculées
par le logiciel Modde® 6.0. Les MLS utilisées pour les essais ultérieurs seront

donc composées de 5% de phase dispersée, de 0,1% en Lutrol® F68 et seront
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formulées a l'aide de I'Ultra-Turrax® T25 travaillant & 8000 tours/minute
pendant 10 minutes. Les MLS étudiées contiendront 5, 10, 15 ou 20% en AS.
Notons également qu’une apparition d’'un précipité d’AS a été observée
dans le fond du récipient aprées refroidissement des suspensions quand on
tente d’incorporer 25% en AS. La solubilité de I’AS dans I’excipient lipidique
(Compritol® 888 ATO) semble diminuer au cours de la phase de
refroidissement. C’est la raison pour laquelle, pour la suite du travail la

concentration en AS sera limitée a 20% dans les MLS.

X.4. Conclusion

La méthode de production des MLS a été optimisée par la méthodologie de
la planification expérimentale de fagcon a obtenir un pourcentage maximal de
particules dans la zone de taille de 0,5 a 6 pum. Dans un premier temps les
paramétres optimaux théoriques ont été déterminés. Ces parameétres ont
ensuite été testés expérimentalement; les résultats obtenus se sont avérés

étre en corrélation avec les résultats théoriques attendus.
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Chapitre XI:

Caractérisation des MLS contenant I'AS

XI1.1. Introduction

Pour la suite du travail, les MLS chargées en AS seront fabriquées
selon les conditions opératoires déterminées au chapitre précédent. La
seule variable qui sera conservée parmi les paramétres de production est
la concentration en AS. Il a en effet été prouvé que ce parametre
n‘influengait pas significativement la taille des particules dans la zone de
concentration de 1 a 20% en AS.

Ce chapitre a pour objet la caractérisation des MLS chargées en AS.
Cette caractérisation comprend la détermination de leur densité vraie (qui
permettra I'estimation de leur diamétre aérodynamique), |'observation de
la forme et de la surface des MLS par microscopie électronique, I'analyse
de la forme cristalline de I’AS au sein des MLS ainsi que la détermination

de la charge réelle en AS.

XI1.2. Matériel

L’AS utilisé est issu de la synthése exposée aux pages 140 et 141. Les
MLS contenant I’AS seront produites en appliquant les paramétres
optimaux de fabrication détaillés a la page 188 et en utilisant les matieres

premiéres décrites aux pages 107 et 108.

193



Partie expérimentale

X1.3. Méthodes

X1.3.1 Détermination de la densité vraie des MLS

et estimation du diameéetre aérodynamique

Comme mentionné aux pages 17 a 19, la déposition des particules
dans l'arbre respiratoire dépend de leur masse et donc de leur taille et de
leur densité. Or, habituellement les particules sont caractérisées par leur
taille plutét que par leur masse. La notion de diamétre aérodynamique a
donc été introduite afin de caractériser la taille d'une particule en tenant
compte de sa densité. Le diamétre aérodynamique se définit comme le
diamétre d’une particule sphérique de densité unitaire, ayant la méme
vitesse de sédimentation (et donc la méme masse) que la particule décrite.

Les MLS choisies pour la détermination de la densité vraie ont été
fabriquées selon les paramétres optimaux décrits a la page 188 et
contiennent une charge intermédiaire en AS a savoir 10%.

Certaines techniques exposées préalablement permettent de mesurer
in vitro (Voir pages 39 a 41) mais également in vivo (Voir page 42) la
déposition de particules au sein de l'arbre respiratoire. Ces méthodes sont
toutefois lourdes et n’ont pas leur place lors d’essais préliminaires et de
screening de développement.

Le diametre aérodynamique pourra donc étre estimé a l'aide de la
formule suivante (Fiegel et al., 2004):

_ dgéom.'(p/pa)l/2

aéro —
e

d

oU daero = diamétre aérodynamique
dgeom= diametre géométrique
p = densité de la particule
p.= densité de I'eau (= 1)

y = facteur de forme (= 1 dans le cas de particules sphériques)
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Pour appliquer cette formule, il conviendra de déterminer au préalable
le diametre géométrique ainsi que la densité des particules.

Ainsi, dans un premier temps le diamétre géométrique dgsom
(correspondant au Dy ;0,5)) des particules sera évalué par diffractométrie
laser a l'aide du Mastersizer® 2000- Scirrocco® 2000 (Malvern
Instruments, Royaume-Uni).

La densité vraie p des particules sera évaluée da la fagon suivante:
une quantité connue (m) de MLS sous forme séche est pesée dans un
cylindre gradué. Les MLS sont fondues a 80°C au bain-marie. Enfin le
volume final (V) est lu aprés refroidissement a température ambiante.
Trois répétitions de cette mesure seront réalisées. La densité p sera
calculée en appliquant la formule suivante :

p = m(g)/ V (ml)

X1.3.2 Visualisation des MLS par microscopie

électronique a balayage

La morphologie et la surface des MLS seront visualisées par
microscopie électronique a balayage a I'aide d’un microscope de type Jeol
JSM-840A. Au préalable les échantillons seront recouverts d’une couche de
platine sous atmosphere d’argon. L'’examen se fera sous une tension
d’'accélération de 20kV.

Les différents échantillons qui seront observés sont :
o AS seul

o MLS non chargées en AS

0o MLS ai1% AS

o MLS a 25% AS

X1.3.3 Analyse thermique des MLS par DSC

Des mesures de calorimétrie différentielle (DSC pour Differential

Scanning Calorimetry) seront réalisées dans le but de caractériser I'état

195



Partie expérimentale

solide sous lequel se trouve I'AS dans les MLS et de voir si la charge en AS
influence son état au sein des MLS.

Pour cela, une quantité précise d’environ 10 mg de composé a
analyser est introduite dans une cupule standard en aluminium d’un
volume de 40 pl dont le couvercle est percé d’un trou.

Les thermogrammes sont enregistrés entre 35 et 190°C a une vitesse
de chauffe de 10°C par minute, sous un flux de 20 ml d’azote par minute a
I'aide d’un appareil Mettler-Toledo® DSC25-TC15 TA Controller piloté par
un ordinateur utilisant le logiciel STAR® System version 6.1 de Mettler-
Toledo (Greifensee, Suisse).

Les différents échantillons qui seront analysés par DSC sont les
suivants:

AS seul

Béhénate de glycérol (Compritol® 888 ATO)

MLS non chargées en AS

MLS a 1% et a 20% en AS

Mélanges physiques a différentes proportions de Compritol®
888 ATO et d'AS (70/30 - 50/50 et 30/70)

O O O o o©

X1.3.4 Analyse de la forme cristalline de I’AS dans

les MLS par diffraction des rayons-X

Cette technique est utilisée afin d’évaluer les éventuelles modifications
de structure cristalline de I’AS au sein des MLS et ainsi de confirmer ou
compléter les résultats obtenus par DSC. L'appareil utilisé est un
diffractométre a rayons-X Siemens® DX500 de source Cu K, travaillant a
une température constante de 25°C.

Les différents échantillons qui seront analysés par la diffraction des
rayons X sont :

AS seul
Béhénate de glycérol (Compritol® 888 ATO)
Poloxamer 188 (Lutrol® F68)

MLS non chargées en AS

o O o o
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0 MLS a5% eta20 % en AS
o Mélanges physiques a différentes proportions de Compritol®
888 ATO et d'AS (95/5 et 80/20)

X1.3.5 Détermination de la charge réelle en AS

dans les MLS

XI.3.5.1 Introduction

La méthode habituellement appliquée pour la détermination de la
charge en principe actif incorporé dans des systémes microparticulaires
consiste a laver les particules sur un filtre a I'aide d’un solvant dans lequel
la molécule est soluble tandis que la matrice lipidique y est insoluble. Le
but de I'’étape de lavage est d’éliminer les molécules qui ne sont pas
incorporées a l'intérieur des microparticules. La détermination de la charge
en principe actif peut alors se faire soit par dosage différentiel (en
soustrayant la quantité de principe actif non incorporé de la quantité de
principe actif mise en ceuvre au départ), soit en solubilisant les particules
dans un solvant adéquat et en dosant directement le principe actif dans ce
milieu.

Dans le cas des MLS qui ont été fabriquées, il apparait que |'étape de
lavage sur filtre est particulierement délicate. En effet, de nombreux filtres
ont été testés (matiéres et seuils de coupure différents) et il s'avere que
les plus petites particules colmatent les pores de ces filtres, rendant
rapidement la filtration impossible. C'est la raison pour laquelle, pour la
suite du travail, il a été décidé d’utiliser les MLS telles qu’obtenues aprés
lyophilisation (poudre de MLS). Cette poudre contient des MLS chargées en
AS mais pourrait aussi contenir d’éventuels cristaux d’AS libres (c.-a-d.
non incorporés dans les MLS).

Les mesures de charges en AS seront donc également réalisées
directement sur les poudres de MLS (non lavées). Il conviendra donc, dans
ce cas, de garder a l'esprit que la charge réelle (par opposition a la charge

théorique) en AS ne tient compte que d’éventuelles pertes en AS lors du
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processus de fabrication, notamment sur les surfaces des récipients et
matériels utilisés, particulierement lors de la phase de refroidissement des
suspensions. En pratique, compte tenu du fait que les poudres de MLS
seront utilisées telles quelles (non lavées) pour la mise au point de
poudres pour inhalation et a condition que le profil de libération soit connu
et adéquat, il n'est pas génant de ne pas quantifier exactement la quantité

incorporée a l'intérieur des particules
XI1.3.5.2 Description de la méthode

Une méthode d’extraction liquide-liquide a appliquer directement sur
les poudres de MLS a donc été développée et validée. Une quantité connue
de poudre de MLS est pesée et dissoute dans du chloroforme. Trois
extractions de la phase organique sont réalisées consécutivement a l'aide
d’une solution d'HCI 0,1N. Au contact de cette solution acide, I'AS est
totalement dégradé en salbutamol. Vu sa relative hydrophilie, le
salbutamol obtenu passe donc en phase aqueuse. Avant le dosage, la
phase aqueuse sera chauffée modérément (£ 70°C) sous agitation afin
d’éliminer les résidus de CHCIl;. On amene ensuite la phase aqueuse a un
volume déterminé avec de I'eau dans un jaugé. Le salbutamol est dosé par
la méthode CLHP décrite dans la Pharmacopée Européenne (Pharmacopée
Européenne, 2005). La concentration en salbutamol est finalement
exprimée en termes de concentration en AS. La charge réelle en AS peut
donc étre calculée et comparée a la charge théorique. L'efficacité
d’incorporation ou d’encapsulation (EE) de I'AS dans la poudre de
MLS pourra étre déterminée a partir de I’équation suivante (Jaspart et al.,
2005):

Charge réelle en AS

EE (%) =
(%) Charge théorique en AS

x 100

XI1.3.5.3 Validation de la méthode d’extraction

Une étude des rendements d’extraction a été réalisée sur un jour afin
de valider le processus d’extraction de I’AS a partir de I'excipient lipidique
des MLS, a savoir le Compritol® 888 ATO.
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Les échantillons sont préparés en pesant une quantité précise d’AS (ou
de trituration d’AS dans du Compritol® 888 ATO) et en amenant & 5 g dans
un berlin avec le Compritol® 888 ATO de facon & obtenir des échantillons a
0,5, a5, a 10 et a8 100 mg AS/g Compritol® 888 ATO. Afin de permettre
I'incorporation de I’AS dans la matrice lipidique, les mélanges sont chauffés
a 85°C puis refroidis. Le temps de chauffage doit étre suffisant pour
permettre la fusion de I'excipient et la dissolution de I’AS dans celui-ci.

Pour chacune des concentrations étudiées, trois extractions seront

réalisées par la méthode décrite ci-dessus.

X1.4. Résultats

X1.4.1 Détermination de la densité vraie des MLS

et estimation du diameétre aérodynamique

La valeur de la densité vraie p obtenue expérimentalement est égale a
0,752 + 0,013 (n=3). Or, comme expliqué aux pages 17 a 19, le diametre
aérodynamique des particules doit étre compris entre 0,5 et 5 um pour
que leur déposition s’effectue au niveau des voies aériennes les plus
étroites ainsi que dans les alvéoles pulmonaires (Malcolmson et al., 1998).

En appliquant I'équation du diamétre aérodynamique (Voir page 194)
pour p égale a 0.752 et en considérant qu’au vu de la forme sphérique des
MLS (Voir paragraphe suivant), le facteur de forme y vaut 1, I’équivalent
en diamétre géométrique de la zone de taille 0,5-5 pm vaut 0,55-5,80 pum.

En pratique, on considérera que la zone de taille (exprimée en termes
de diameétre géométrique) adéquate pour l'administration par inhalation

des MLS produites s’étend approximativement de 0,5 a 6 pm.
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X1.4.2 Visualisation des MLS par microscopie

électronique a balayage

Les figures ci-dessous montrent les images de microscopie
électronique des cristaux d’AS (Figure XI-1A), des MLS non chargées en AS
(Figure XI-1B), des MLS contenant 1% (Figures XI-1C et XI-1D) et 25%
(Figure XI-1E) d’AS. A partir de ces images, on a pu observer que les
cristaux d’AS sont en forme d‘aiguille, que les MLS sont relativement
sphériques et que leur surface est plutét lisse.

Des cristaux d’AS ont été observés en dehors des MLS pour
I’échantillon de MLS a 25% en AS. Cela signifie qu’au moins une partie de
I’AS se trouve sous forme libre (non incorporée dans les MLS). Ces cristaux
d’AS n‘ont pas été repérés sur I'image des MLS a 1% en AS. Le nombre de
cristaux d’AS situés en dehors des MLS semble augmenter avec la charge
théorique des MLS en AS.
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t'..:..: i

B

Figure XI-1 : Images de microscopie électronique de (A) AS seul,
(B) MLS non chargées en AS, (C) et (D) MLS a 1% en AS,
(E) MLS & 25% en AS

X1.4.3 Analyse thermique des MLS par DSC

Les thermogrammes obtenus pour I’AS seul, pour le Compritol® 888
ATO, pour le Lutrol® F68, pour les MLS sans AS, pour les MLS & 1% et a
20% en AS sont présentés a la figure XI-2.
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Figure XI1-2 : Thermogrammes de (A) Compritol® 888 ATO, (B) AS,
(C) MLS sans AS, (D) MLS chargées a 1% en AS, (E) MLS chargées
a 20% en AS

L'analyse par DSC a montré que l'excipient lipidique utilisé pour la
fabrication des MLS, a savoir le béhénate de glycérol (Compritol® 888
ATO), présente un point de fusion égal a 74°C. Pour rappel, comme
mentionné a la page 149, le point de fusion de I’AS se situe a 97°C. Or les
thermogrammes des MLS contenant de I'’AS (tant a 1 qu'a 20%) ne
montrent aucun endotherme correspondant a la fusion de I’AS.

A priori, cette observation pourrait indiquer que I’AS ne se trouve plus
sous forme cristalline lorsqu’il est incorporé dans les MLS.

Afin de confirmer cette hypothése, des thermogrammes ont été
réalisés sur des mélanges physiques contenant différentes proportions de
Compritol® 888 ATO et d’AS (Figure XI-3). Il a été observé que, méme
lorsque la quantité d’AS était de 30% dans les mélanges physiques
(Compritol® 888 ATO /AS; 70/30) c.-a-d. supérieure a la quantité relative
d’AS contenue dans les MLS produites, le pic de fusion de I'’AS n’apparait

pas sur les thermogrammes (Figure XI-3.C). Sur le thermogramme du
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mélange physique contenant 50% de Compritol® 888 ATO et 50% d’AS, un
petit endotherme correspondant probablement a la fusion de I’AS apparait
(Figure XI-3D) et gagne en importance lorsque la concentration relative en

AS dans le mélange physique augmente (Figure XI-3E).

50
A D

—
m

Figure XI1-3 : Thermogrammes de (A) AS, (B) Compritol® 888 ATO,
(C) mélange physique Compritol® 888 ATO /AS (70/30),
(D) mélange physique Compritol® 888 ATO /AS (50/50),
(E) mélange physique Compritol® 888 ATO /AS (30/70)

Les observations faites sur les thermogrammes des mélanges
physiques peuvent s’expliquer par le fait que, durant la phase de chauffage
de I'analyse thermique, I’AS se dissout dans le Compritol® 888 ATO vu que
ce dernier posséde un point de fusion plus bas que celui de I’AS. Le pic de
fusion de I’AS n’apparaitrait donc qu‘a partir du moment ot le Compritol®
888 ATO fondu est saturé en AS. Ce phénoméne a été décrit
antérieurement pour d’autres excipients lipidiques (Gines et al., 1995;

Passerini et al., 2002; Passerini et al., 2003). Vippagunta a pour sa part
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précisé que les analyses par DSC ne convenaient pas a la caractérisation
de I'état solide a température ambiante d’un principe actif lorsque celui-ci
est soluble dans I'excipient fondu (Vippagunta et al., 2002).

La technique de DSC ne nous permet donc pas de conclure quant a
I’état cristallin ou non cristallin de I’AS au sein des MLS.

Cependant I'analyse et l'intégration des pics de fusion de I'’AS obtenus
sur les thermogrammes des mélanges physiques Compritol® 888 ATO /AS
(50/50 et 30/70) a permis de déterminer la solubilité de I'’AS dans le
Compritol® 888 ATO fondu. Celle-ci est égale & 0,309 * 0,023 mg AS/mg
Compritol® 888 ATO (n=6).

La méme expérience a ensuite été réalisée avec le salbutamol en vue
de déterminer sa solubilité dans le Compritol® 888 ATO fondu et de
montrer que celle-ci est moindre que la solubilité de I'AS dans le méme
excipient. Les thermogrammes obtenus sont représentés a la figure XI-4.
La solubilité maximale du salbutamol dans le Compritol® 888 ATO fondu
est de 0,104 £ 0,003 mg salbutamol/mg Compritol® 888 ATO (n=6). Le
thermogramme C de la figure XI-4 montre effectivement une disparition du
pic de fusion du salbutamol lorsque sa concentration relative est de 10%

par rapport au Compritol® 888 ATO.
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Figure XI-4 : Thermogrammes de
(A) Salbutamol, (B) Compritol® 888 ATO,
(C) mélange physique Compritol® 888 ATO /Salbutamol (90/10),
(D) mélange physique Compritol® 888 ATO /Salbutamol (80/20),
(E) mélange physique Compritol® 888 ATO /Salbutamol (50/50)

Une dépression du point de fusion du Compritol® 888 ATO a été
observée sur les thermogrammes de mélanges physiques de Compritol®
888 ATO et d’'AS testés (30/70; 50/50 et 70/30) mais également sur les
thermogrammes des MLS contenant 20% d’AS. Ceci n‘a au contraire pas
été mis en évidence avec les mélanges physiques contenant le salbutamol
(et le Compritol® 888 ATO) et ce méme aux hautes concentrations en
salbutamol.

Ce phénomeéne de dépression du point de fusion d'un excipient
lipidique a déja été observé dans les cas de nanoparticules lipidiques
(Venkateswarlu et al.,, 2004) et a été attribué a la présence de
concentrations importantes en tensioactifs (Jenning et al., 2000). Ce n’est

pas le cas pour les échantillons que nous avons testés. Cependant, au vu
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de sa structure chimique, on peut considérer que, contrairement au
salbutamol, I’AS posséde des propriétés amphiphiles. Ceci pourrait
expliquer, qu’a l'instar des composés tensioactifs, I’AS provoque a forte
concentration une dépression du point de fusion de I'excipient dans lequel
il s’est dissous.

En conclusion, certaines informations intéressantes ont pu étre
obtenues a partir de I'analyse thermique par DSC. Toutefois, il n‘a pas été
possible d'élucider I’état sous lequel se trouve I'’AS dans les MLS. C'est la
raison pour laquelle il a été nécessaire de recourir a une autre méthode, a

savoir la diffractométrie des rayons X (Voir paragraphe ci-dessous).

X1.4.4 Analyse de la forme cristalline de I’AS dans

les MLS par diffraction des rayons-X
Les diffractogrammes des rayons X de I'AS, du Compritol® 888 ATO, du
Lutrol® F68, des MLS non chargées en AS, des MLS a 5% et & 20 % en AS

ainsi que des mélanges physiques & différentes proportions de Compritol®
888 ATO et d'AS (95/5 et 80/20) sont présentés a la figure XI-5.
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Figure XI-5 : Diffractogrammes des rayons X de (a) Lutrol® F68,
(b) Compritol® 888 ATO, (c) AS, (d) MLS non chargées en AS, (e)
MLS 5% AS, (f) MLS 20% AS, (g) Mélange physique Compritol® 888
ATO/AS (95/5), (h) Mélange physique Compritol® 888 ATO/AS

(80/20)
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En comparant les diffractogrammes des MLS a 5 et a 20% en AS avec
ceux des mélanges physiques correspondants, on observe que le pic
caractéristique de I’AS localisé a 18,4 26 est présent dans le cas des
mélanges physiques ainsi que des MLS a 20% en AS. Ce pic n‘apparait pas
sur le diffractogramme des MLS a 5% en AS.

L’AS serait donc au moins partiellement a I'état cristallin dans les MLS
a 20% en AS tandis qu'il apparait principalement non cristallin et serait

donc a I'état amorphe ou dissous dans les MLS a 5% en AS.

X1.4.5 Détermination de la charge réelle en AS
dans les MLS

XI.4.5.1 Validation de la méthode d’extraction de I’AS

Les concentrations en AS obtenues apres extraction ainsi que les
rendements d’extraction calculés sont exposés dans le tableau XI-1 et

représentés a la figure XI-6.
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Tableau XI1-1 : Détermination des concentrations en AS apres

extraction et calculs des rendements d’extraction

c Conc.
onc.
the théor. en | Conc. en Moyenne
éor. en .
\o AS d AS de la | AS apres Rend y des
e . endement de
. . solution | &xtraction rendements
échantillon | I'échantillon I'extraction(%)
(g AS/ issue de (Mg (%) £
m
9 _ 9 I'extraction | AS/ml) écart-type
Compritol®)
(Mg AS/ml)
1.1 0,501 5,01 5,01 100,03
98,79 =
1.2 0,492 4,92 4,87 98,95
0,95
1.3 0,504 5,04 4,95 98,24
2.1 4,921 49,21 49,14 99,86
99,07 =
2.2 4,872 48,72 47,77 98,06
0,90
2.3 4,914 49,14 48,37 98,44
3.1 9,844 98,44 98,25 99,81
99,38 +
3.2 9,904 99,04 98,41 99,37
0,43
3.3 9,836 98,36 97,32 98,95
4.1 98,341 983,41 981,38 99,79
98,37 =
4.2 102,874 1028,74 | 997,32 96,95
1,42
4.3 102,472 | 1024,72 | 1007,97 98,37
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Figure X1-6 : Rendements d’extraction de I’AS a partir du

Compritol® 888 ATO

On observe que les taux de récupération ou rendements sont proches
de 100% et qu’ils sont constants dans l'intervalle de concentrations étudié.
On peut dés lors conclure que la méthode d’extraction de I’AS a partir du
Compritol® 888 ATO peut étre considérée comme valide en termes de
rendements d’extraction.

Cette méthode sera donc utilisée pour la détermination de la charge
réelle en AS dans les poudres de MLS (Voir paragraphe suivant).

X1.4.5.2 Détermination de la charge réelle en AS dans
les MLS

Les valeurs de charges réelles en AS des poudres de MLS contenant
théoriquement 5, 10, 15 et 20% en AS ainsi que les valeurs d’efficacité
d’encapsulation (EE) sont résumées dans le tableau XI-2. Pour rappel, les
valeurs d’EE présentées dans ce travail tiennent compte a la fois de I’AS
incorporé a l'intérieur des MLS mais également de I’AS non incorporé dans
les MLS mais contenu dans les poudres de MLS obtenues aprés

lyophilisation (Voir pages 197 et 198). La détermination de I'EE tient donc
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essentiellement compte des pertes en AS liées au processus de fabrication.
Au vu des résultats, ces pertes sont de I'ordre de 10 a 13% de la quantité
en AS initialement mise en ceuvre.

Notons également que, comme |'a mentionné Gonzalez-Rothi, la
présence de principe actif non incorporé dans le véhicule est souhaitable
particulierement dans le cas des agents bronchodilatateurs. Ceux-ci
requiérent a la fois une dose de charge (constituée par la fraction de
principe actif non incorporée dans le véhicule) qui agirait rapidement ainsi
gu’une libération prolongée du principe actif incorporé dans le véhicule
(Gonzalez-Rothi et al., 1995).

Tableau X1-2 : Détermination des charges réelles et des EE de I’'AS

dans les MLS chargées théoriquement a 5, 10, 15 et 202 en AS

i . Efficacité
Charge théorique des Charge reelle (%) +
. d’encapsulation (%) *
MLS (%) écart-type (n=3) i
écart-type (n=3)
5 4,36 £ 0,02 87,30 £ 0,44
10 8,83 £ 0,46 88,27 £ 4,65
15 13,06 £ 0,26 87,08 +£ 1,74
20 18,03 + 0,60 90,17 + 3,03

X1.5. Conclusion

La caractérisation des MLS contenant I’AS a impliqué tout d’abord la
détermination de la densité vraie de ces particules, ce qui a permis
d’estimer le diamétre aérodynamique lorsque le diameétre géométrique est
connu. La détermination de la densité vraie a d'ores et déja permis de
déterminer, pour les MLS étudiées, la zone de diametre géométrique
adéquate pour I'administration par inhalation.

La microscopie électronique a mis en évidence la forme relativement
sphérique et la surface lisse des MLS. Des cristaux d’AS ont été observés

lorsque la charge en AS augmente. Ce phénomeéne pourrait avoir une
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influence sur la libération de I'’AS a partir des poudres de MLS (Voir
chapitre XII).

L'analyse thermique par DSC n’a pas permis d’élucider I'état sous
lequel se trouve I’AS dans les MLS. Au final, seule la solubilité de I’AS dans
le Compritol® 888 ATO fondu (et dans les conditions opératoires décrites) a
pu étre déterminée.

L’'analyse par diffraction des rayons X a par contre montré que dans
les MLS chargées a 20% en AS, I’AS se trouve au moins partiellement a
I’état cristallin, ce qui confirme les images de microscopie électronique
tandis que I'AS se trouve principalement a I’état non cristallin (amorphe ou
dissous) dans les MLS a 5% en AS.

La charge réelle et I'efficacité d’encapsulation de I’AS dans les poudres
de MLS ont pu étre déterminées par une méthode d’extraction
préalablement mise au point et validée.

Retenons principalement de ce chapitre qu‘au vu des images de
microscopie électronique et des résultats de diffraction des rayons-X, une
fraction de I’AS initialement mis en ceuvre n’est pas incorporée a l'intérieur
des MLS mais se trouve sous forme cristalline en dehors des MLS. Cette
proportion d’AS non incorporée augmente avec la charge initiale en AS.
Cette fraction d’AS libre n’a pu étre isolée des MLS par les techniques de
séparation habituellement utilisées. Toutefois, comme cela a été souligné
par Gonzalez-Rothi, la présence d’une fraction d'AS libre peut étre
souhaitable a l'instauration d’un effet pharmacologique rapide (Gonzalez-
Rothi et al., 1995).
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Chapitre XII:
Etudes in vitro et ex vivo de libération de I’AS a

partir des microparticules lipidiques solides

XII.1. Introduction

Des études de libération de I'AS ont été réalisées dans le but de
mettre en évidence une éventuelle libération prolongée de I’AS a partir des
MLS.

Les appareillages permettant I’'étude de la libération de principes actifs
in vitro sont ceux décrits dans la Pharmacopée Européenne pour les essais
de dissolution. Parmi ceux-ci on peut citer les méthodes avec palettes et
paniers, les cellules a flux continu ainsi que les essais de dissolution
spécifiques des dispositifs transdermiques (Pharmacopée Européenne,
2005). Cependant, a I'heure actuelle, il n’existe aucun test de dissolution
qui reproduit les conditions de I'administration par inhalation (Davies et al.,
2003).

Dans ce travail de recherche, le but de I'utilisation des MLS est
d’obtenir une libération prolongée de I'’AS. Or, les MLS devant étre
administrées par inhalation, la composition du milieu de dissolution a
utiliser devrait étre la plus proche possible de celle des fluides
pulmonaires. Plusieurs auteurs ont ainsi décrits des solutions complexes
dont les compositions se rapprocheraient du liquide du tractus respiratoire
(Davies et al., 2003; Diems, 1970; Moss, 1979). Malheureusement aucune
de ces compositions ne fait actuellement l'objet d‘un consensus. Il a

également été rapporté que I'ajout de quantités plus ou moins importantes
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de surfactants physiologiques (L-a-phosphatidylcholine ou DPPC) pouvait
modifier les cinétiques de libération (Davies et al., 2003).

Etant donné qu’aucune composition de fluides pulmonaires ne fait
I'unanimité et que de nombreux composés endogénes pourraient
également étre ajoutés a ces milieux de dissolution, il a été décidé
d’utiliser un tampon isotonique a pH 7,4.

Pour toutes les raisons précédemment citées, les essais de dissolution
réalisés n’auront pas pour but de mimer exactement les conditions in vivo
mais bien de comparer le profil de libération de différentes formulations

(MLS chargées a différents pourcentages en AS).

XII.2. Etude in vitro de libération de I’AS a
partir des MLS

X11.2.1 Matériel et méthodes

Les essais de dissolution ont été réalisés selon la méthode a paniers
rotatifs décrite dans le chapitre « Essai de dissolution des formes solides »
de la Pharmacopée Européenne, a l'aide d’un appareil Sotax® AT7 couplé a
un échantillonneur Sotax® C615.

Les MLS utilisées sont chargées théoriquement a 5, 10, 15 et 20% en
AS et ont été fabriquées selon les parameétres décrits a la page 188. Leurs
tailles ont été déterminées par diffractométrie laser (Mastersizer 20009,
Malvern Instruments, Royaume-Uni) préalablement aux essais de
libération.

Les échantillons sont pesés de fagon a contenir une quantité
exactement connue et proche de 10 mg d’AS. Pour chaque type
d’échantillon testé, sept répétitions seront effectuées. Afin de connaitre la
quantité d’AS dans les prises d’essais, |I’AS sera préalablement dosé dans
les lots de MLS chargées théoriquement a 5-10-15 et 20% en AS par la
technique d’extraction et de dosage exposée a la page 198. Le probléme
majeur rencontré est que les MLS, vu leur densité inférieure a 1, flottent a

la surface des bains de dissolution. Les paniers rotatifs ont donc été choisis
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afin d’assurer I'immersion des MLS. Cependant les mailles des paniers sont
trop larges pour empécher les MLS de s’en échapper. Il a donc fallu
enfermer la prise d’essai dans un filtre. Celui-ci a été choisi selon les
critéres suivants:

o Le filtre doit permettre au liquide de dissolution de circuler
librement a travers I'échantillon
Le seuil de filtration doit permettre d’éviter la fuite des MLS
Les MLS ne doivent pas colmater le filtre

L’AS ne peut s’adsorber sur le filtre

o O O o

Le filtre doit résister a une immersion de longue durée dans un
tampon phosphate a 37°C

Différents filtres ont été testés selon les critéres exposés ci-dessus et
les filtres Whatman® GF/F n°1825-025 en microfibres de verre (seuil de
filtration 0,5 ym) ont finalement été retenus. L’échantillon sera donc placé
sur le filtre et un second filtre sera accolé au premier a l'aide de
cyanoacrylate. Les échantillons ainsi préparés sont ensuite placés dans les
paniers rotatifs qui sont eux-mémes plongés dans des cuves contenant
800 ml de tampon phosphate isotonique a pH 7,4.

Le bain est thermostatisé a 37°C et la vitesse de rotation des paniers
est fixée a 150 tours/minute. Des prélevements de 2 ml sont réalisés aux
temps 5, 30 et 60 minutes ainsi qu‘aux temps 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 32 et
48 heures et sont dosés par la méthode CLHP décrite aux pages 144 a
146.

A la fin de la manipulation, le résidu des MLS dans les filtres sera
récupéré et une extraction de I’AS sera opérée selon la méthode décrite a
la page 198. L'AS sera ensuite dosé aprés extraction sous forme de
salbutamol par la méthode chromatographique décrite dans la
Pharmacopée Européenne (Pharmacopée Européenne, 2005).

Les profils de libération obtenus pour chacune des formulations
testées seront analysés statistiquement et comparés deux a deux. Dans
cette optique, les résultats seront exprimés sous forme de moyenne et
d’écart-type. Les moyennes seront comparées a chaque temps a l'aide
d’'une analyse de la variance (ANOVA-1). Les comparaisons multiples
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seront réalisées par la méthode de Scheffé. Enfin, un test non
paramétrique (Kruskal-Wallis) sera effectué. Les résultats seront
considérés comme étant significatifs au niveau d’incertitude de 5% (p <

0,05). Le logiciel statistique utilisé est SAS® (version 8.2 pour Windows).

X11.2.2 Résultats et discussion

XII.2.2.1 Détermination préalable de la taille des MLS

Les tailles des particules utilisées pour les essais de libération sont
présentées dans le tableau XII-1. La taille y est exprimée a la fois en
termes de diamétre volumétrique médian Dy .05 (MM) ainsi qu’en
pourcentage de particules dont le diamétre géométrique est compris entre
0,5et 6 um.

Tableau XII-1 : Taille des MLS utilisées pour les essais de libération

Dy 105 (M) MLS de diameétre entre
0,5 et 6 um (%)
MLS 5% AS 6,18 45,75
MLS 10% AS 6,30 44,80
MLS 15% AS 6,58 43,38
MLS 20% AS 6,77 42,60

X11.2.2.2 Profils de libération

La dissolution de I'AS a été comparée a la libération de I’AS a partir
des MLS contenant 5, 10, 15 et 20% en AS. La dissolution de I’AS a partir
de mélanges physiques contenant les MLS vierges et I’AS a différentes
concentrations relatives (5/95 et 20/80) a également été étudiée. Cela va
permettre de mettre en évidence une éventuelle différence entre les profils
de libération de I’AS quand celui-ci est incorporé dans les MLS et quand il
est seulement physiquement mélangé a celles-ci. Les profils de libération

obtenus sont présentés a la figure XII-1.
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Figure XII-1 : Profils de dissolution de I’AS, de I’AS a partir de MLS
a 5-10-15 et 20% en AS et a partir de mélanges physiques
contenant des MLS vierges et I’'AS (5/95 et 20/80) (n=7)

La figure XII-1 montre que I’AS seul est complétement dissous en
moins de deux heures et que la vitesse de libération est la plus faible pour
les MLS chargées a 5% en AS. La vitesse de libération augmente avec la
charge en AS mais est dans tous les cas inférieure a la vitesse de
dissolution intrinseque de I'AS.

Notons également que le plateau atteint par les MLS a 5 - 10 - 15 et
20% en AS correspond a des pourcentages de libération inférieurs a 100%.
Les pourcentages d’AS non libéré au bout de 48h et fournis par les

dosages de I'AS résiduel dans les MLS sont présentés au tableau XII-2.
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Tableau XII-2: Dosage de I’AS résiduel dans les MLS (exprimé en

% par rapport a I’AS mis en ceuvre au départ) (n=7)

MLS MLS MLS MLS

5% AS 10% AS 15% AS | 20% AS

AS libéré au bout de 48 95,73 % 86,40 £ | 89,06 £ | 91,05 %
heures (%) % écart-type 1,09 3,12 1,19 1,56
AS résiduel (%) + écart 5,05 + 10,35 + 9,33 £ 7,32 £
type 1,20 2,81 3,56 1,46

XII.2.2.3 Interprétation statistique des résultats

En ce qui concerne linterprétation statistique des résultats, les

différentes formulations ont fait I'objet de comparaisons multiples a chaque

temps. Parmi les nombreuses données issues de cette analyse statistique,

les résultats suivants ont été obtenus :

Au temps t= 5 minutes :
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Le pourcentage d’AS seul libéré est déja significativement différent
du pourcentage d’AS libéré a partir des formulations de MLS mais
également a partir des mélanges physiques.

Le pourcentage d’AS libéré a partir des formulations de MLS n’est
pas significativement différent de celui a partir des mélanges
physiques. Ceci s’explique probablement par la fraction d’AS non
incorporé dans les MLS et qui se dissout prioritairement.

A ce stade de I'expérimentation, seule la libération a partir des MLS
a 20% en AS est significativement différente de la libération a
partir des MLS a 15, 10 et 5%.

Au temps t= 30 minutes :

Le pourcentage d’AS seul libéré est significativement différent du
pourcentage d’'AS libéré a partir des formulations de MLS.

La libération a partir des MLS a 20% en AS est toujours
significativement différente de la libération a partir des MLS a 15,
10 et 5%.
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Aux temps t= 1 heure et t = 2 heures :

Le pourcentage d’AS seul libéré n’est pas significativement
différent des pourcentages d’AS libéré depuis les mélanges
physiques AS-MLS mais est significativement différent des
pourcentages d’'AS libéré a partir des formulations de MLS.

Les pourcentages de libération a partir des MLS a 20% et a 15%
en AS sont significativement différents de ceux des MLS a 10 et
5%. Par contre, les MLS a 20 et 15% en AS présentent des
pourcentages de libération qui ne sont pas significativement

différents I'un de l'autre.

Aux temps t = 4 heures et t= 6 heures

Le pourcentage d'AS seul libéré n’est pas significativement
différent des pourcentages d'AS libéré depuis les mélanges
physiques AS-MLS mais est significativement différent des
pourcentages d’'AS libéré a partir des formulations de MLS.

Le pourcentage de libération d’AS a partir des MLS a 20% en AS
est significativement différent de ceux des MLS a 10 et 5% en AS.
Tandis que le pourcentage d’AS libéré a partir des MLS a 15% est

significativement différent de celui des MLS a 5%.

Au bout de 8 heures :

Les pourcentages d'AS libéré a partir des MLS se rapprochent du
niveau du plateau. A ce stade, les différentes formulations de MLS

testées ne différent plus significativement entre elles.

L'intégralité des résultats des comparaisons multiples de I'analyse

statistique est présentée a I’Annexe 3 (pages 269 a 279).

En résumé, les tendances générales issues de |'analyse statistique des

données de libération sont les suivantes :

o Les mélanges physiques composés d’AS et de MLS présentent
des profils de libération de I’AS qui ne sont pas
significativement différents du profil de dissolution de I’AS seul
(excepté dans la phase initiale de libération ou t < 1h).
Comme prévu, lalibération de I’AS a partir des mélanges
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physiques n’est donc pas prolongée. En effet, comme
Malamataris et Savolainen l'ont montré, la substance active
doit étre dissoute ou dispersée dans la matrice lipidique pour
étre libérée de fagon prolongée (Malamataris et al., 1991;
Savolainen et al., 2002).

Deés le départ, la dissolution de I’AS seul est significativement
plus rapide que la libération de I’AS a partir des MLS (quelque
soit la charge en AS de celles-ci). Ceci confirme le potentiel
des MLS a libérer de facon prolongée I'AS qu’elles contiennent.
La comparaison des formulations de MLS entre elles montre
que la libération de I'AS a partir des MLS a 20% en AS est
significativement plus lente que celle a partir des MLS a 5% en
AS. Si on compare deux a deux chaque formulation de MLS
avec celle voisine en termes de concentrations en AS (c.-a-d.
MLS 20% AS versus MLS 15 % AS ; MLS 15% AS versus MLS
10 % AS ; MLS 10% AS versus MLS 5% AS), les différences
observées sur le graphique des profils de libération (Figure
XII-1) ne sont pas significatives aux temps considérés. Au vu
des comparaisons entre les libérations de I’AS a partir des MLS
a 20% en AS et a partir des MLS a 5% en AS, on peut
toutefois raisonnablement affirmer que, dans les MLS, Ia
libération est d'autant plus prolongée que la charge en AS est
faible.

X1I.2.2.4 Etude du mécanisme de libération

Afin d’élucider les mécanismes contrblant la libération de I’AS a partir

des MLS, un essai de modélisation mathématique du processus de

libération a été réalisé. Les mécanismes susceptibles de contrbler la

libération a partir d’'un systéme microparticulaire sont multiples.
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Parmi ceux-ci, les principaux sont (Washington, 1990) :

La diffusion du principe actif en dehors des microparticules
La dissolution du principe actif par pénétration du solvant dans

les microparticules



Chapitre XII: Etudes in vitro et ex vivo de libération de I’AS a partir des MLS

o La dégradation ou la dissolution (érosion) des microparticules

En pratique, le profil de libération peut résulter d'une combinaison de
ces différents mécanismes de libération (Washington, 1990).

Etant donné la petite taille des MLS et vu que celles-ci ne sont pas
poreuses, ne s’hydratent et ne se dissolvent pas en phase aqueuse, on
pourrait s’attendre a priori a ce que la libération de I’AS a partir des MLS
soit le résultat d’'un phénoméne de diffusion (Arifin et al., 2006;
Washington, 1990).

Afin de vérifier cette hypothése, I'équation suivante proposée par
Sinclair et Peppas (Sinclair et al., 1984) a été appliquée aux données

expérimentales :

Mt/Mw=k.tn

Ou M, représente la quantité de principe actif libérée au temps t et M,
correspond a la quantité totale de principe actif dans le véhicule.

OU n est le paramétre « exposant de la diffusion » et prendra
différentes valeurs selon le type de diffusion en présence et selon la
géométrie du systéme :

o Lorsque n est égal a 1, la diffusion obéit a une cinétique
d’ordre zéro (Kockisch et al., 2005).

o Dans le cas ou la valeur de n est comprise entre 0,5 et 1, la
diffusion est qualifiéee de non Fickienne (Agnihotri et al.,
2004).

o nsera égal a 0,5 en présence d’une diffusion Fickienne a partir
d’une matrice plane. Dans ce cas, la libération du principe actif
est une fonction linéaire de la racine carrée du temps (= Loi de
la racine carrée, forme simplifiée de I|'équation d’Higuchi)
(Washington, 1990).

o Une diffusion Fickienne a partir de sphéres est caractérisée par
n = 0,432 (Washington, 1990).
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La microscopie électronique ayant montré que les MLS étudiées sont
relativement sphériques (Voir page 200), I'équation M; / M, = k. t9%3? a
été appliquée aux résultats expérimentaux de la premiére phase de la
libération (jusque My/My= 0,7) (Ganza-Gonzalez et al., 1999). La figure
XII-2 représente la linéarisation des profils de libération de I’AS a partir

des MLS & 5 -10 -15 et 20% en AS ainsi que les équations et les r? s'y

rapportant.
80-
a —y=31,47 x - 12,88 r=0,961
70+ s
b y=35,11 x - 12,33 r?= 0,964
o 607 c y=42,63 x - 8,31 r?= 0,996
= 507 d — y=56,38 x - 7,98 r’= 0,995
s 40 *
g
= 301
20+ ‘
104
0 T T 1
0 1 2 3

Temps (heure) %432

Figure XII-2 : Représentation de la fraction d’AS libérée a partir
des (a) MLS 5% AS, (b) MLS 10% AS, (c) MLS 15% AS, (d) MLS
20% AS en fonction du temps®+3? (pour Mt/Mo < 0,7)

Les valeurs de r? obtenues pour la linéarisation des profils de libération
selon I’équation M, / M., = k. t%*3? sont comprises entre 0,961 et 0,995. Au
vu de ces résultats, on peut raisonnablement penser que la diffusion est le
mécanisme principalement impliqué dans la libération de I’AS a partir des
MLS. Notons toutefois qu’il est probable que d’autres mécanismes
secondaires interviennent également dans la libération de I'AS a partir des
MLS. En effet, les MLS utilisées contenant a la fois de I’AS incorporé dans
les particules mais également une fraction d’AS non incorporé (Voir pages
200 et 201), le mécanisme de dissolution intervient vraisemblablement en

partie dans le processus de libération de I’AS.
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XII.2.2.5 Linéarisation des profils de libération

Afin de faciliter la comparaison des courbes entre elles et de calculer le

temps nécessaire a la libération de 25, 50 et 75% de I'AS, une linéarisation

a été effectuée, cette fois, sur I'ensemble des données (Figure XII-3). Les

valeurs obtenues sont exposées dans le tableau XII-3.

In (M(t)/1-(M(1))

1
N

In (t)

8

— y=0,9282 x - 5,144 r’=0,9683
y=0,8711 x - 4,652 r’=0,9643
y=0,7726 x - 3,653 r’=0,9629

—— y=0,6982 x - 2,856 r’>=0,9508

ol M(t) représente la fraction d'AS libérée au temps t considérant que M(w)=1

Figure XII-3 : Linéarisation des profils de libération de I’'AS

a partir des (a) MLS 5% AS, (b) MLS 10% AS,

(c) MLS 15% AS, (d) MLS 20% AS

Tableau XII-3 : Temps (min.) nécessaire a libération de 25% (t;s),
de 50% (tso) ou de 75% (t;5) de I'’AS

AS MLS 5% MLS 10% MLS 15% MLS 20%
seul AS AS AS AS
tas
6,2 78,1 59,1 27,3 12,4
(min.)
tso
16,1 255,0 208,6 113,2 59,8
(min.)
tss
40,8 832,8 736,5 469,2 288,7
(min.)
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X11.2.3 Conclusion

L'analyse des résultats suggere qu’une libération prolongée peut étre
obtenue par incorporation de I'AS dans les MLS. La dissolution de I'AS
lorsqu’il se trouve en mélange physique avec des MLS a également été
mesurée afin de prouver que le ralentissement de la vitesse de libération
de I’AS a partir des MLS s’explique bien par l'incorporation de I’AS dans les
MLS et non pas seulement par une éventuelle adsorption de I'AS en
surface des MLS.

Dans les MLS, la libération est d'autant plus prolongée que la charge
en AS est faible. Cette observation a été rapportée a maintes reprises dans
la littérature (Adeyeye et al., 1994; Bodmeier et al., 1992; El Gibaly et al.,
2005; Lee et al., 1998; Lewis et al., 1998; Varshosaz et al., 2001).

XII.3. Etude ex vivo de libération de I’AS a
partir des MLS

XI11.3.1 Introduction

Pour I'administration pulmonaire, il est difficile de corréler les résultats
obtenus in vitro avec ce qui se passe in vivo. Les essais in vitro réalisés ci-
dessus ont simplement eu pour but de comparer des formulations les unes
par rapport aux autres.

Lorsqu’un effet local est recherché lors de I’administration par
inhalation d’un principe actif dans un véhicule galénique, il est
particulierement difficile de mettre en évidence in vivo une libération
prolongée de ce principe actif. En effet, les dosages plasmatiques de
principes actifs sont souvent inadéquats lorsque I'administration n‘a pas de
visée systémique (Voir page 43). Dés lors, afin d’étudier la libération d'un
principe actif au niveau de son site de déposition, il conviendrait :

o Soit d’étudier directement la réponse pharmacologique au
cours du temps lorsque cela est possible (c’est le cas pour les

bronchodilatateurs). L'’AS ayant montré ex vivo des résultats
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mitigés en termes de bronchodilatation (Voir pages 168 a
170), il n'a pas été possible d’évaluer la cinétique de libération
de I'AS au niveau pulmonaire par des mesures de
bronchodilatation.
o Soit de récolter les MLS a des temps donnés au niveau de leur
site de déposition, ce qui est trés difficilement réalisable en
pratique (Wichert et al., 1993).
C’est la raison pour laquelle des essais de libération ex vivo ont été
réalisés en présence de tissus pulmonaires dans le but principal d’évaluer

I'influence de la présence d’enzymes pulmonaires sur la libération.

X11.3.2 Matériel

Les MLS utilisées sont chargées théoriquement a 5 et 20% en AS et
ont été fabriquées selon les parameétres décrits a la page 188. Les lots de
MLS utilisés sont les mémes que pour les essais précédents utilisant les
bains de dissolution a paniers rotatifs ; leurs tailles ont donc été
antérieurement déterminées.

Les tissus pulmonaires ont été prélevés a partir de porcs sains
fraichement sacrifiés a la Faculté de Médecine Vétérinaire de I'Université de
Liege (Belgique). Aprés prélevement, les tissus pulmonaires sont rincés
plusieurs fois a l'aide d’une solution aqueuse a 0,9% en NaCl, sont
congelés rapidement dans de l'azote liquide (« shock freezing ») puis
conservés a -70°C jusqu’a utilisation (Freiwald et al., 2005). Selon Wichert
et Rohdewald, cette technique de « shock freezing » permet de maintenir
une haute activité des enzymes présentes dans le tissu prélevé
(Rohdewald et al., 1990; Wichert et al., 1993).

X11.3.3 Méthodes

Les essais de dissolution ont été réalisés selon une méthode utilisant
des membranes de dialyse. Lors de la réalisation d’essais ex vivo en

présence de tissus biologiques, la technique de dialyse présente I’'avantage
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de permettre des dosages en milieu propre a condition de choisir un seuil
de coupure adéquat permettant la diffusion du principe actif tout en
limitant celle des macromolécules biologiques et notamment des protéines.
Cette technique présente donc un intérét évident pour I'‘obtention
d’échantillons destinés a I'analyse chromatographique (Chiap, 2000).

Les échantillons sont placés dans 5 ml de tampon phosphate
isotonique & pH 7,4 a l'intérieur de tubes de dialyse Spectra/Por® 6 de 18
mm de largeur et possédant un seuil de coupure de 2000 daltons. Ces
tubes sont fermés par des pinces pour dialyse Spectra/Por® et sont placés
dans des flacons fermés contenant 80 ml de tampon phosphate isotonique
pH 7,4. Le tout est maintenu a 37°C sous agitation.

Les échantillons testés et préparés de facon a contenir chacun 2 mg
d’'AS, sont les suivants :

o AS (pesé sous forme d’une trituration a 5% dans du lactose)
MLS 5% AS
MLS 20% AS

AS en présence de £ 2,5 g de broyat de poumon de porc

o O O o

MLS 5% AS en présence de + 2,5 g de broyat de poumon de
porc
o MLS 20% AS en présence de + 2,5 g de broyat de poumon de
porc
Le broyat de poumon de porc a été obtenu en mixant de petits
fragments de tissus & I'aide du mélangeur Ultra-Turrax® T25.
Les échantillons sont placés dans des bains d’agitation thermostatisés
a 37°C. Des prélévements d'un ml sont réalisés aux temps 15, 30, 45, 60
et 90 minutes ainsi qu’aux temps 2, 3, 4, 6, 8, 24 et 48 heures et sont
remplacés par un ml de tampon phosphate isotonique pH 7,4 frais. Les
aliquotes prélevés sont dosés par la méthode chromatographique décrite
aux pages 144 a 146.
A la fin de la manipulation, le résidu des MLS issu des échantillons
placés en milieu propre, sera récupéré et une extraction de I'AS sera

opérée selon la méthode exposée a la page 198. L'AS extrait sera ensuite
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dosé sous forme de salbutamol par la méthode chromatographique décrite
dans la Pharmacopée Européenne (Pharmacopée Européenne, 2005).

Les résultats obtenus pour chacune des formulations testées seront
analysés statistiquement. Pour cela, les résultats seront exprimés sous
forme de moyenne et d’écart-type. Pour chacun des temps étudiés, les
moyennes des essais réalisés en milieu propre seront comparées a l'aide
d’un test t de student aux moyennes des essais correspondants réalisés ex
vivo (en présence de tissus pulmonaires). Enfin, un test non paramétrique
(Wilcoxon) sera effectué. Les résultats seront considérés comme étant
significatifs au niveau d’incertitude de 5% (p < 0,05). Le logiciel statistique
utilisé est SAS® (version 8.2 pour Windows).

X11.3.4 Résultats et discussion

X11.3.4.1 Profils de libération

Les résultats obtenus sont représentés a la figure XII-4.

100+

—ha

75
—=— Acétonide Salbutamol seul

—— AS seul ex vivo

—— SLMs 5% AS

—— SLMs 5% AS ex vivo
SLMs 20% AS
SLMs 20% AS ex vivo

50|

25

Acétonide Salbutamol libéré (%)

T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Temps prélevement (heures)

Figure XII-4 : Dissolution de I’AS et libération de I’AS a partir des

MLS a 5 et 20% en AS - Comparaison des résultats obtenus en

milieu propre et en conditions ex vivo
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A l'analyse de la figure XII-4, on observe que les profils de libération
de I'AS en milieu propre et en présence de fragments de tissus
pulmonaires porcins sont superposables deux a deux pour chacune des
trois formulations testées (AS seul, MLS 5% AS et MLS 20% AS).

A priori, la présence de tissus pulmonaires et de leurs enzymes
intrinséques ne semble pas affecter la libération de I’AS a partir des MLS.
Ceci sera confirmé par I'analyse statistique (Voir paragraphe suivant). Bien
qu’il convienne de rester particulierement prudent lors de corrélations in
vitro/ in vivo, les résultats obtenus sont encourageants dans l'optique de
prolonger in vivo la libération d’un principe actif a partir de MLS.

Notons également que la libération de I’AS a partir des MLS a 5% en
AS semble plus lente qu’a partir des MLS a 20% en AS, cependant cette
différence est sensiblement moins marquée que pour les essais utilisant la
technique des bains de dissolution a paniers rotatifs.

Comme c'était déja le cas pour les essais in vitro réalisés dans les
bains de dissolution, les plateaux obtenus au bout de 24 heures (et a
fortiori au bout de 48 heures) de libération correspondent a des valeurs
inférieures a 100%. Les pourcentages d’AS non libéré au bout de 48h et
fournis par les dosages de I’AS résiduel dans les MLS sont présentés dans
le tableau XII-4.

Tableau XII-4: Dosage de I’AS résiduel dans les MLS en milieu
propre (exprimé en % par rapport a I’AS mis en ceuvre au départ)
(n=3)

MLS 5% AS MLS 20% AS

AS libéré au bout de 48 heures (%)

i 86,72 + 8,82 91,61 + 4,62
+ ecart-type

AS résiduel (%) % écart type 12,06 +£3,52 6,41 + 2,24

On observe qu’un certain pourcentage d’AS n’est pas libéré au bout de
48 heures. Notons que lorsque I'expérience est prolongée au-dela de 48

heures, une partie de I’AS préalablement libéré dans le milieu récepteur se
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dégrade en salbutamol. En pratique, le dosage de I’AS total dans le milieu

récepteur n’atteindra donc jamais les 100%.
XII.3.4.2 Interprétation statistique des résultats

Les conclusions faites a priori a partir des graphiques présentant les
profils de libération ont été affinées par une analyse statistique des
résultats. Celle-ci s’est intéressée spécifiquement a la comparaison deux a
deux, a chaque temps étudié, des profils de libération obtenus en milieu
propre et leurs équivalents obtenus ex vivo.

Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative entre
les pourcentages de libération obtenus en milieu propre et en présence de
tissus biologiques pour les trois types de comparaisons effectués (AS seul
versus AS seul ex vivo ; MLS 5% AS versus MLS 5% AS ex vivo ; MLS 20%
AS versus MLS 20% AS ex vivo).

L'intégralité des résultats des comparaisons multiples de l'analyse
statistique est présentée a I’Annexe 4 (pages 280 a 287).

XII.4. Conclusion

Les essais réalisés in vitro dans l'appareil a paniers rotatifs ont mis en
évidence une libération prolongée de I’AS depuis les MLS comparativement
a la libération de I’AS a partir d’'un simple mélange physique entre I'AS et
des MLS vierges.

La libération de I'AS s’est avérée étre d’autant plus prolongée que la
charge initiale théorique en AS est faible. Cela s’explique par le fait que
I'incorporation de la molécule est d’autant plus efficace que la charge est
faible. Pour rappel, les images de microscopie électronique (Voir page 200)
ont effectivement montré que lorsqu’on tente d’augmenter la charge en AS
des MLS, on observe |'apparition de cristaux d’AS a l'extérieur des MLS. Ce
sont trés probablement ces cristaux qui se dissolvent le plus rapidement.

Une seconde étude utilisant la technique de dialyse a été menée dans

le but de mettre en évidence une éventuelle influence de la présence de
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tissus pulmonaires (et particulierement de leurs enzymes) sur la libération
de I’AS a partir des MLS.

Les résultats obtenus n‘ont montré aucune différence entre les profils
de libération obtenus en milieu propre et ceux obtenus lorsque les MLS
sont mises en présence de fragments de tissu pulmonaire porcin.

En attendant de pouvoir confirmer ces résultats par des études in vivo,
on peut d'ores et déja considérer les MLS étudiées (qui possedent une
taille adéquate pour I'administration par inhalation) comme des véhicules

prometteurs susceptibles de prolonger la libération d’un principe actif.
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Chapitre XII1I:
Formulation de poudres pour inhalation a base
de microparticules lipidiques solides contenant

I’acétonide de salbutamol

XI111.1. Introduction

Un des objectifs du travail est de mettre au point une poudre pour
inhalation a partir de laquelle le principe actif serait libéré de fagon
prolongée. Or, vu que par lyophilisation il est possible d’isoler sous forme
seche les MLS chargées en AS, différentes formulations de poudres pour
inhalation a base de MLS-AS seront mises au point et étudiées.

Comme exposé a la page 33, I'avantage principal des formes séches
est d’offrir une plus grande stabilité en comparaison avec les autres formes
destinées a l'inhalation (solutions et suspensions).

Ce chapitre traitera donc principalement de [I'optimisation des
formulations de poudres pour inhalation a base de MLS contenant I'AS.
Pour ce faire, différentes formulations ont été réalisées et comparées entre
elles par I'évaluation in vitro de la fraction respirable. Ces mesures de
fractions respirables permettront de déterminer et de quantifier un
éventuel effet de la formulation sur la déposition pulmonaire et de dégager
une formulation optimale.

La dose efficace en AS dans le traitement de la crise d’asthme aigué
ainsi que dans la prophylaxie des épisodes asthmatiques notamment

nocturnes n’étant pas connue, le dosage de référence choisi pour I'AS sera
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du méme ordre de grandeur que celui du salbutamol dans les inhalateurs a
poudre seche (IPS). Comme il n'existe sur le marché belge aucun IPS a
base de salbutamol, les dosages de références ont donc été obtenus
d’aprés la composition de spécialités francaises (ex. : Asmasal® clickhaler,
Buventol® easyhaler, Ventodisks®, Ventilastin® Novolizer). Chaque dose
unitaire de ces spécialités contient 100 ou 200 ug de salbutamol.

Comme décrit a la page 34, les poudres micronisées sont
généralement cohésives (Byron, 2006), ce qui complique le remplissage
des dispositifs ainsi que la redispersion de la poudre lors de l'inhalation.
C’est la raison pour laquelle, les poudres étudiées seront formulées par
utilisation d’excipients porteurs (Staniforth, 1987). L’excipient porteur
consiste en un excipient de grande taille particulaire (30 a 100 pm) qui
offre une surface d’adhésion au principe actif micronisé.

Le premier excipient porteur qui sera étudié est le lactose. C'est
I'excipient porteur le plus couramment utilisé. Le lactose présente les
avantages d’étre relativement bon marché et d’étre bien connu d’un point
de vue toxicologique (Steckel et al., 2004).

Le cas particulier de I'administration des MLS sous forme de poudre
pour inhalation (combiné a des excipients porteurs et micronisés) n’a
jusqu’'a présent jamais été abordé dans la littérature. En effet, a I'heure
actuelle, toutes les poudres pour inhalation disponibles sur le marché ou
ayant fait I'objet d’'une étude de formulation, contiennent un principe actif
sous forme micronisée. Aucune étude ne décrit la formulation de poudres
pour inhalation a base d'un principe actif contenu au sein de particules
lipidigues « micronisées ». Il est donc envisageable que [laffinité des
excipients porteurs traditionnellement utilisés (lactose, mannitol,
glucose...) envers les constituants lipidiques des MLS ne soit pas adéquate
pour assurer a la fois une adhésion suffisante des MLS tout en permettant
leur détachement lors de I'inhalation. C’est la raison pour laquelle des MLS
de grande taille seront également testées comme excipient porteur.

On se souvient qu’afin d’éviter une adhésion trop importante entre le
principe actif et I'excipient porteur, il convient d’ajouter un excipient

micronisé (généralement appelé excipient compétiteur). Pour rappel, deux
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théories s’opposent quant a l'importance ou non de l'ordre d’ajout des
excipients porteur et micronisé (Hersey, 1975; Lucas et al., 1998) (Voir
pages 34 a 39). Dans le cadre de notre recherche, la préférence sera
donnée a la théorie la plus communément admise qui est celle de la
saturation par I’excipient micronisé des sites a haute énergie de fixation de
I'excipient porteur (Ganderton, 1992; Hersey, 1975; Malcolmson et al.,
1998; Zeng et al., 1999). Ainsi, dans les formulations contenant un
excipient compétiteur, celui-ci sera mélangé a I’excipient porteur avant d'y
ajouter le principe actif.

Différents excipients compétiteurs seront testés. Comme suggéré par
Zeng, des excipients micronisés de la méme nature que I’excipient porteur
seront utilisés, a savoir du lactose micronisé (lorsque I'excipient porteur
est le lactose) ainsi que des MLS non chargées en AS (dans le cas ou des
MLS de grande taille seront utilisées comme excipient porteur) (Zeng et
al., 1998). Le stéarate de magnésium sera également testé comme

excipient compétiteur (Ganderton, 1992).

XI111.2. Matériel

Les MLS contenant I’AS qui seront utilisées pour les essais de
formulation de poudre pour inhalation sont celles chargées a 5% en AS,
fabriquées selon les parameétres décrits page 188. Leur taille a été
déterminée par diffractométrie laser (Mastersizer 2000®, Malvern
Instruments, Worcestershire, Royaume-Uni) préalablement aux essais de
formulation.

Les excipients porteurs testés sont du lactose INHALAC 230 Meggle
(D ;0,5= 50 um) (Wasserburg, Allemagne) ainsi que des MLS de grande
taille. Ces dernieres ont été obtenues en émulsionnant sous agitation
manuelle 5g de Compritol® 888 ATO fondu dans 95g d’eau contenant 0,5%
de Lutrol® F68 et préalablement chauffée a la méme température que
I'excipient lipidique. La suspension obtenue aprés refroidissement a ensuite
été lyophilisée a I'aide d'un appareil de type Heto® DW8 de Heto—Holten

(Allergd, Danemark). Les MLS obtenues ont ensuite été triées sur tamis
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oscillant afin d’isoler celles de plus de 63 pum (valeur choisie selon les
seuils de coupure des tamis disponibles). Les MLS recueillies sur le tamis
seront utilisées comme excipient porteur dans les essais de formulation.
Les excipients compétiteurs sont le lactose micronisé SORBALAC 400
Meggle (D¢ ;05= 2,5 um) (Wasserburg, Allemagne), le stéarate de
magnésium (Bufa Pharmaceutical Products, Belgique) ainsi que des MLS
non chargées en AS et fabriquées selon les conditions optimales de

fabrication détaillées a la page 123.

X111.3. Méthodes

X111.3.1 Formulation des poudres pour inhalation

Les différentes formulations de poudres pour inhalation testées ont été
réalisées manuellement selon la méthode de dilution géométrique. La
masse totale de poudre est de 5 grammes par condition.

Les poudres pour inhalation a tester sont formulées de fagcon a
contenir 10% de MLS & 5% en AS. Pour chacune des formulations, trente
gélules en gélatine ivoire n°3, ont été remplies manuellement avec 60 mg
de poudre, c.-a-d. 6 mg de MLS a 5% en AS (& 300 pg AS/gélule), ce qui
équivaut a plus ou moins deux tiers du volume de la gélule.

La composition des poudres formulées et testées est détaillée au
tableau XIII-1. Notons que la déposition de la poudre constituée
exclusivement de MLS a 5% en AS sera également étudiée (Poudre n°1-
Tableau XII11-1).

Afin de connaitre la quantité exacte d’AS dans les prises d’essais, I'AS
sera au préalable dosé dans les lots de MLS chargées théoriqguement a 5%

en AS, par la technique d’extraction et de dosage détaillée page 198.
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Tableau XI111-1 : Composition des poudres pour inhalation a base
de MLS a 5% d’AS

N° poudre Composition % (m/m) | Abréviation utilisée
1 MLS 5% AS 100 M100
MLS 5% AS 10

2 Lactose 90 L90
MLS 5% AS 10
3 Lactose 89 L89LM1
Lactose micronisé 1
MLS 5% AS 10
4 Lactose 85 L85LM5
Lactose micronisé 5
MLS 5% AS 10
5 Lactose 80 L80LM10
Lactose micronisé 10
MLS 5% AS 10
6 Lactose 89 L89M1
MLS vierges 1
MLS 5% AS 10
7 Lactose 85 L85M5
MLS vierges 5
MLS 5% AS 10
8 Lactose 80 L80M10
MLS vierges 10
MLS 5% AS 10
9 Lactose 89 L89S1
Stéarate de Mg 1
MLS 5% AS 10
10 Lactose 85 L85S5
Stéarate de Mg 5
MLS 5% AS 10
11 Lactose 80 L80S10
Stéarate de Mg 10
MLS 5% AS 10
12 MLS grande taille 90 G90
MLS 5% AS 10
13 MLS grande taille 89 G89M1
MLS vierges 1
MLS 5% AS 10
14 MLS grande taille 85 G85M5
MLS vierges 5
MLS 5% AS 10
15 MLS grande taille 80 G80M10
MLS vierges 10
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X111.3.2 Evaluation in vitro de la déposition des

poudres pour inhalation

L'uniformité de la dose délivrée, la dose en particules fines et la
fraction respirable ont été déterminées grace aux appareils suivants:

0 un impacteur a cascade en verre (« Twin Impinger ») (Voir
schéma page 41)

0 un récupérateur de la dose pour inhalateur a poudre seche

0 une pompe a vide de type « heavy duty pump » (0-120
litres/minute)

o0 un manometre (0-10 KPa)

0 un régulateur de flux destiné a éliminer toute variation du flux
durant la mesure

Tous ces appareils proviennent de chez Copley Instruments
(Nottingham, Royaume-Uni) et sont conformes aux prescriptions de la
Pharmacopée Européenne (Pharmacopée Européenne, 2005).

Au préalable, le débit d’air traversant I'appareil sera mesuré a I'aide
d’'un manometre et réglé a 60 * 5 litres par minutes comme spécifié dans
la Pharmacopée Européenne 5°™¢ édition au chapitre 2.9.18 « Evaluation
aérodynamique des particules fines ».

Le solvant utilisé pour recueillir le principe actif au niveau des deux
étages de I'impacteur doit permettre la solubilisation de celui-ci. Or, vu que
I’AS est administré dans des MLS, le solvant choisi est le chloroforme car il
solubilise a la fois les MLS et I'AS. L’AS sera finalement dosé sous forme de
salbutamol par la méthode CLHP de la Pharmacopée Européenne aprés une
extraction CHCI;- HCI 0,1N (Voir page 198).

Le dispositif pour inhalation avec lequel les poudres ont été
administrées dans I'étude de déposition est un appareil mono-dose
rechargeable nommé Cyclohaler® (Figure XII1-1A). La gélule est placée
dans une encoche de forme adéquate (Figure XIII-1B). Par pression sur
deux boutons poussoirs situés de part et d’autre du dispositif, la gélule est
percée aux deux pobles au moyen de deux paires de quatre aiguilles (Figure

XI11-1C). Lors de l'inhalation, la gélule passe dans la chambre de rotation
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et se met a tourner a cause des turbulences induites par I'aspiration. Ce
mouvement de rotation provoque la libération de la poudre contenue dans

la gélule (Figure XI111-2).

Figure X111-1 : (A) Cyclohaler®, (B) Positionnement de la gélule
dans le Cyclohaler®, (C) Perforation de la gélule par les aiguilles du

Cyclohaler®

of@

Figure XI111-2: lllustration du fonctionnement d’un Cyclohaler®
(Bertholet, 2006)
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XI111.3.2.1 Détermination de l'uniformité de la dose
délivrée

L'essai d’'uniformité de la dose délivrée ou émise pour chaque
formulation a été effectué comme suggéré par la Pharmacopée
Européenne 5°™® édition. Pour cela, un tube collecteur (« Dose sampling
unit apparatus »- DUSA) est connecté d'une part a la pompe et adapté
d’autre part au Cyclohaler®. Ce dernier est chargé puis la pompe est mise
en marche de maniere a produire un débit de 60 =+ 5 litres d’air par minute
pendant 5 secondes (ce qui correspond a une inspiration de + 5 litres
d’air) au travers de l'inhalateur. Une fois I'aspiration terminée, le tube
collecteur est démonté et la poudre qui s’est déposée est récupérée a
I'aide de chloroforme, qui sera amené a un volume final de 50 ml. Apreés
une extraction préalable a I'aide d’HCI 0,1 N, I’AS contenu dans les MLS qui
auront été délivrées sera dosé sous forme de salbutamol par la méthode
CLHP de la Pharmacopée Européenne. L’'opération sera répétée 10 fois

pour chaque mélange.

XI111.3.2.2 La détermination de la dose en particules

fines et de la fraction respirable

La dose en particules fines (DPF) et la fraction respirable (FR) des
différents mélanges ont été déterminées au moyen de l'impacteur a
cascade en verre (« Twin Impinger ») décrit dans la Pharmacopée
Européenne. Respectivement 7 ml et 30 ml de chloroforme sont introduits
dans les chambres de dépbts supérieure et inférieure de I'impacteur. Le
Cyclohaler® est ensuite connecté & I'entrée de la gorge de I'impacteur au
moyen d’un adaptateur étanche. La gélule est percée par pression sur les
boutons poussoirs du Cyclohaler® puis la pompe est mise en marche afin
de libérer la poudre contenue dans la gélule. L’opération est répétée 5 fois.

Le contenu des deux étages de I'impacteur est ensuite récupéré dans
2 ballons jaugés distincts. L’AS sera dosé sous forme de salbutamol par la

méthode CLHP de la Pharmacopée Européenne aprés une extraction CHCls-
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HCI 0,1N (Voir page 198). Pour chaque formulation, la mesure a été
effectuée a trois reprises.

La dose en particules fines (DPF) est définie par la quantité de principe
actif (AS) retrouvée a I'étage inférieur de I'impacteur, par dose unitaire
(ici : gélule) administrée.

La fraction respirable (FR) est une notion plus universelle qui permet
de comparer, les unes par rapport aux autres, des formulations dont les
doses unitaires en principe actif sont différentes. La fraction respirable est
obtenue par la formule suivante (Harjunen et al., 2003; Larhrib et al.,
1999):

FR = 2= x 100
DR

Ou DR correspond la dose totale recueillie aux deux étages de

I'impacteur ainsi que dans I'adaptateur et dans le dispositif pour inhalation.
X111.4. Résultats et discussion

La distribution granulométrique des MLS chargées a 5% en AS qui
seront utilisées dans les formulations de poudres pour inhalation est

présentée au tableau XII1-2.

Tableau XI111-2 : Taille des MLS 5% AS exprimée en D¢, .05 et en

pourcentage de particules ayant un diameétre entre 0,5 et 6 um

(n=3)
D ;0,5 (UM) =% MLS de diameétre entre 0,5 et 6
écart-type um (%) + écart-type
MLS 5% AS 5,76 = 0,07 48,86 + 0,56
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X111.4.1 Essai d’uniformité de la dose délivrée

Selon la Pharmacopée Européenne, la préparation satisfait a I'essai
d’uniformité de la dose délivrée si, sur les 10 résultats obtenus, 9 sont
compris entre 75 et 125% et tous sont entre 65 et 135% de la valeur
moyenne des doses délivrées.

Les résultats des essais d’uniformité de la dose délivrée pour les 15
formulations testées sont repris aux tableaux XI11-3 (Formulations 1 a 8)

et XI11-4 (Formulations 9 a 15).
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Tableau X111-3: Uniformité de la dose délivrée (formulations 1-8)

M100 L90 L89LM1 L85LM5
AS % par AS % par AS % par AS % par
récup. rapport récup. rapport récup. rapport récup. rapport
(M) moyenne (HO) moyenne (1g) moyenne (H9) moyenne
1774,30 100,48 259,14 108,35 198,95 95,67 212,21 96,76
1722,65 97 ,56 230,01 96,17 214,82 103,29 203,83 92,94
1785,79 101,13 234,12 97,89 220,15 105,86 223,20 101,77
1841,13 104,27 247,40 103,44 198,94 95,66 222,85 101,61
1703,06 96,45 222,50 93,03 210,18 101,06 234,56 106,95
1726,52 97,77 224,01 93,66 228,41 109,83 236,58 107,87
1812,00 102,62 258,43 108,05 191,52 92,09 200,57 91,45
1758,45 99,58 229,76 96,06 207,43 99,74 224,88 102,53
1794,11 101,60 236,79 99,00 197,89 95,16 215,48 98,25
1740,30 98,55 249,64 104,37 211,37 101,64 219,00 99,86
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
1765,82 239,18 207,96 219,32
Ecart-type Ecart-type Ecart-type Ecart-type
2,47 5,68 5,47 5,36
L8OLM10 L89M1 L85M5 L80OM10
AS % par AS % par AS % par AS % par
récup. rapport récup. rapport récup. rapport récup. rapport
((OT))] moyenne (HO) moyenne (HO) moyenne (HO) moyenne
191,61 90,62 223,38 111,72 199,38 105,74 200,44 97,56
223,06 105,50 163,57 81,81 198,95 105,50 205,44 99,99
220,80 104,43 204,25 102,15 194,55 103,17 195,32 95,07
213,75 101,10 197,41 98,73 196,50 104,20 233,83 113,81
208,64 98,68 211,24 105,65 155,28 82,34 191,49 93,20
187,24 88,55 195,88 97,96 179,23 95,04 204,13 99,35
224,85 106,35 200,58 100,32 189,32 100,40 190,26 92,60
213,88 101,15 221,88 110,97 199,75 105,93 212,86 103,60
217,67 102,95 196,78 98,41 182,54 96,80 220,11 107,13
212,88 100,68 184,52 92,28 190,21 100,87 200,70 97,68
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
211,44 199,95 188,57 205,46
Ecart-type Ecart-type Ecart-type Ecart-type
5,99 8,78 7,25 6,60
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Tableau X111-4: Uniformité de la dose délivrée (formulations 9 -15)

L89S1 L85S5 L80S10 G90
AS % par AS % par AS % par AS % par
récup. rapport récup. rapport récup. rapport récup. rapport
(1g) moyenne (HO) moyenne (1g) moyenne (H9) moyenne
215,69 101,55 246,51 113,30 237,52 103,34 210,43 99,06
217,86 102,57 187,78 86,31 236,24 102,78 238,21 112,13
214,01 100,76 248,47 114,20 223,71 97,33 204,08 96,07
216,21 101,80 205,02 94,23 216,15 94,04 197,95 93,18
198,51 93,46 200,77 92,28 238,99 103,98 210,35 99,02
215,41 101,42 221,59 101,85 218,41 95,03 228,48 107,55
200,83 94,56 238,41 109,58 239,12 104,04 196,23 92,37
218,55 102,90 197,21 90,64 231,48 100,71 210,75 99,20
214,87 101,17 210,46 96,73 218,41 95,03 219,37 103,26
211,99 99,81 219,46 100,87 238,41 103,73 208,54 98,17
Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
212,39 217,57 229,84 212,44
Ecart-type Ecart-type Ecart-type Ecart-type
3,28 9,74 4,18 6,15
G89M1 G85M5 G80M10
AS % par AS % par AS % par
récup. rapport récup. rapport récup. rapport
(HO) moyenne (HO) moyenne (1O) moyenne
197,34 101,62 211,99 110,06 199,66 101,52
178,68 92,01 190,44 98,87 197,74 100,54
198,32 102,12 182,09 94,53 174,86 88,91
199,39 102,67 200,10 103,88 209,94 106,75
198,78 102,36 176,78 91,78 203,20 103,32
171,46 88,29 197,04 102,29 172,24 87,58
200,41 103,20 181,33 94,14 198,86 101,11
198,24 102,08 194,88 101,17 202,53 102,98
202,88 104,47 201,32 104,51 200,79 102,09
196,50 101,19 190,23 98,76 206,90 105,20
Moyenne Moyenne Moyenne
194,20 192,62 196,67
Ecart-type Ecart-type Ecart-type
5,34 5,56 6,48

Pour toutes les formulations testées, on observe que les doses d’AS

récupérées dans

I'impacteur

Pharmacopée Européenne.

246

sont conformes aux exigences de la




Chapitre X111: Formulation de poudres pour inhalation & base de MLS-AS

X111.4.2 Détermination de la dose en particules

fines et de la fraction respirable

Avant de calculer la dose en particules fines et la fraction respirable, il

convient de déterminer si I’essai réalisé est valide au vu des exigences de

la Pharmacopée Européenne. Pour cela, la quantité d’AS recueillie aux

deux étages de l'impacteur doit est comprise entre 75 et 125% de la

valeur moyenne obtenue dans I'essai d’uniformité de la dose délivrée. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau XII1-5.

Tableau XI111-5: Conformité des essais au « Twin Impinger » par

rapport a la dose moyenne délivrée

Moyenne dose Moyenne d'AS
d d}ll' . recueilli dans Pourcentage
Poudre élivrée (ug) Fimpacteur (ug) (%)
(n=10) (n=3)

M100 1765,82 1871,23 105,97
L90 239,18 227,03 94,92
L89LM1 207,96 215,30 103,53
L85LM5 219,32 225,12 102,65
L80LM10 211,44 218,93 103,54
L89M1 199,95 218,75 109,40
L85M5 188,57 214,37 113,68
L80OM10 205,46 232,47 113,15
L89S1 212,39 215,72 101,57
L85S5 217,57 239,84 110,24
L80S10 229,84 242,49 105,50
G90 212,44 222,78 104,87
G89M1 194,20 2229,13 117,99
G85M5 192,62 224,76 116,69
G80M10 196,67 233,26 118,61

Au vu de ces valeurs, les essais réalisés sont conformes aux exigences

de la Pharmacopée Européenne.

247



Partie expérimentale

Les doses en particules fines ainsi que les fractions respirables

correspondantes ont ensuite pu étre déterminées pour les différentes

poudres testées (Tableau XI11-6).

Tableau XI111-6 : DPF et FR obtenues pour les différentes

poudres testées (N=3)

Dose particules fines (ug) | Fraction respirable (%) =
Poudre =+ écart-type écart-type
(n=3) (n=3)

M100 448,38 + 38,70 23,94 = 1,53
L90 26,67 + 4,45 11,69 = 1,09
L89LM1 29,65 + 2,46 13,76 £ 0,71
L85LM5 30,11 += 9,24 13,30 + 3,59
L80LM10 28,56 + 4,47 13,00 = 1,27
L89M1 31,91 + 3,45 14,64 = 2,17
L85M5 27,90 = 5,77 12,93 = 1,50
L80M10 30,27 = 2,87 13,02 = 1,20
L89S1 23,61 + 1,48 10,94 + 0,58
L85S5 34,29 + 6,68 14,24 + 2,32
L80S10 26,21 + 2,46 10,81 = 1,11
G9o 12,19 + 3,43 5,44 + 1,34
G89M1 19,33 = 0,76 8,44 = 0,36
G85M5 13,01 = 2,13 5,80 = 1,02
G80M10 26,72 = 1,61 11,00 = 0,86

Les fractions respirables obtenues pour chaque formulation sont

représentées sous forme d’histogramme a la figure XII1-3.
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Figure X111-3 : Histogramme des fractions respirables obtenues

pour les différentes compositions de poudre testées (N=3)

On observe que la meilleure fraction respirable (de I'ordre de 25%) est
obtenue avec les MLS seules a 5% en AS. Toutes les autres formulations
qui utilisent un excipient porteur voire un excipient compétiteur présentent
des fractions respirables inférieures a 15%. Il est difficile parmi ces
formulations binaires ou ternaires de dégager une formulation optimale.
Seules les formulations utilisant comme excipient porteur des
microparticules lipidigues de grande taille (> 63 pm) peuvent étre
exclues, eu égard a leurs fractions respirables relativement faibles.

Au vu des valeurs de fractions respirables, il serait tentant d’utiliser
seules les MLS a 5% en AS plutdt qu'au sein d’'un mélange binaire ou
ternaire. Cependant, le rbéle de I'excipient porteur est d’améliorer les
propriétés d’écoulement des poudres micronisées afin de faciliter le
remplissage des dispositifs et la redispersion des poudres aprés inhalation
(Byron, 2006).
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En pratique, il a été observé qu’en dépit de leur taille particulaire, les
poudres de MLS semblent s’écouler relativement bien. C’est la raison pour
laquelle avant d’exclure la possibilité de les utiliser telles quelles en tant
que poudre pour inhalation, il convient d’évaluer leurs propriétés
d’écoulement.

La friction interparticulaire et de la, I'’écoulement d'une poudre
peuvent étre caractérisés indirectement par I’évaluation des propriétés de
tassement.

L'aptitude au tassement de la poudre de MLS a été évaluée par la
mesure des masses volumiques apparentes (vrac et tassée) telle que
décrite dans la Pharmacopée Européenne. Ne disposant pas de 100g de
poudre de MLS, nous avons, comme le recommande la Pharmacopée
Européenne, utilisé une prise d'essai dont le volume apparent vrac est
supérieur a 50 ml. L’appareil de mesure des volumes vrac et tassé est un
dispositif de tassement utilisant un cylindre en verre gradué.

La mesure des volumes apparents vrac et tassé a permis d’estimer
indirectement I’écoulement de la poudre de MLS par le calcul de I'aptitude
au tassement (A, ainsi que de l'indice de compressibilité (également
appelé indice de Carr, Ic) d’apreés les formules suivantes (Pharmacopée
Européenne, 2005; Staniforth, 2006):

Ar (M= V1o — Vs0o

Ou V39 = Volume apparent de la poudre aprés 10 chutes (ml)

V500 = Volume apparent de la poudre aprés 500 chutes (ml)

Ic (%) = Pt “Pb v 100
Pt

Ou p; = densité apres tassement (1250 chutes)

pp = densité vrac (avant tassement)

Plus les valeurs d’aptitude au tassement et d’indice de Carr sont

faibles, meilleur sera I'écoulement. Généralement on considere que
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I’écoulement est bon lorsque I'indice de Carr est inférieur a 25 (Staniforth,
2006).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XII1-7.

Tableau X111-7 : Aptitude au tassement et indice de Carr pour une

poudre de MLS a 5% en AS (n=4)

MLS 5% AS

Aptitude au tassement A; (ml) 9,07 +1,40
Indice de Carr I¢ (%0) 14,15 + 2,58

Au vu de la valeur moyenne de I'lc, I'écoulement des poudres de MLS

peut étre considéré comme bon.

XI111.5. Conclusion

Quatorze formulations binaires ou ternaires a base de MLS contenant
5% d’AS ont été réalisées. Les fractions respirables de ces poudres ainsi
que des MLS a 5% en AS ont été déterminées in vitro par des mesures de
déposition utilisant I'impacteur a cascade en verre. Les différentes
formulations binaires et ternaires ont montré des fractions respirables de
maximum 15%. L’étude réalisée n’a pas permis de dégager une
formulation optimale parmi celles testées. Seule les MLS contenant I’AS et
administrées seules ont donné une fraction respirable proche de 25%.

Cette observation a conduit a mesurer I’écoulement des MLS 5% AS.
Selon I'échelle du parameétre « indice de Carr » qui a été utilisée pour
caractériser I’écoulement de la poudre, il apparait que cet écoulement peut
étre qualifié de bon.

Les MLS 5% AS pourraient donc a priori étre utilisées telles quelles
dans les dispositifs pour inhalation (IPS). Toutefois, si en pratique, il
s’avérait que d'un point de vue technologique I’écoulement des MLS est
irrégulier, il pourrait étre nécessaire de recourir & des formulations utilisant
un excipient porteur et éventuellement un excipient micronisé. Notons

encore qu’au vu de nombreuses études réalisées sur les poudres pour
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inhalation, des fractions respirables comprises entre 10 et 15% sont
relativement fréquentes (Feddah et al., 2000; Pauwels et al., 1997). En
fonction des doses efficaces des principes actifs administrés, ces fractions

respirables seront ou non considérées comme acceptables.
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Chapitre XIV:

Conclusions générales et perspectives

Le but de ce travail de recherche consiste en la mise au point d’'une
forme destinée a I'administration pulmonaire qui permettrait de libérer de
facon prolongée la molécule qui y est incorporée. Les microparticules
lipidiques solides (MLS) ont été dés le départ la forme galénique privilégiée

pour ce travail de recherche.

Au terme de celui-ci, des MLS contenant de I'acétonide de salbutamol
(AS) ont été fabriquées de facon a obtenir une taille adéquate pour
I'administration par inhalation. Des essais in vitro ont démontré que les
MLS libéraient de maniére prolongée I’'AS qui y est incorporé.

Préalablement a [l'inclusion d’'une molécule dans les MLS, des
formulations de MLS vierges ont été développées. Les parameétres de
production des MLS ont été étudiés par la méthodologie de la planification
expérimentale de fagcon a optimiser leur taille en vue d’'une administration

par inhalation.

Ces MLS vierges ont été testées in vivo chez le rat afin de vérifier leur
tolérance au niveau du tractus respiratoire. Conformément a notre attente,
les MLS se sont montrées biocompatibles ; en effet, des lipides proches
des lipides physiologiques et des concentrations relativement faibles en

tensioactifs sont utilisés pour leur production.
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L’AS, le dérivé plus lipophile du salbutamol, synthétisé afin de
favoriser I'incorporation dans les MLS, a ensuite été étudié : des méthodes
de dosage ont été mises au point et validées. Les propriétés physico-
chimiques de [I’AS ont été caractérisées. Ainsi, la détermination
expérimentale du coefficient de partage de I'AS a mis en évidence son
caractere relativement lipophile comparativement au salbutamol. L'étude
de stabilit¢é a montré que I’AS se dégradait en salbutamol lors de
I'exposition & des pH acides mais était stable dans les conditions

opératoires habituelles.

Ensuite une évaluation de l'activité pharmacologique de I'AS a été
effectuée a la fois ex vivo par des mesures de bronchodilatation sur
organes isolés chez le porc, le cobaye et le chat ainsi qu’in vitro par des
mesures d’affinité de I’AS envers les récepteurs 3; et B,-adrénergiques. Les
essais de binding in vitro ont montré que I'AS présente une affinité
supérieure a celle du salbutamol a la fois pour les récepteurs 3, et 3, et ce,
avec une sélectivité comparable. Les résultats obtenus sur organes isolés
n‘ont pas montré d’effet bronchodilatateur chez le cobaye chez qui les
récepteurs adrénergiques impliqués dans la bronchodilatation sont
pourtant bien de type R,. Deux hypothéses ont donc été formulées : la
premiére est que I’AS se comporterait en antagoniste des récepteurs R3,-
adrénergiques, la seconde est que I’AS exercerait une activité mixte 3; et
R,-mimétique. Aucune conclusion définitive n'a pu étre tirée quant a
I'activité pharmacologique de I’AS, mais, I’AS fut cependant utilisé tout au
long du travail comme molécule modéle dans la mise au point de formes a

libération prolongée destinées a I'administration par inhalation.

Des MLS contenant I’AS ont ensuite été formulées et les parameétres
de production ont été étudiés par utilisation des plans d’expérience dans le
but d’optimiser le pourcentage de particules possédant un diametre
convenant a I'administration pulmonaire. La densité vraie de ces MLS-AS a
ensuite été déterminée afin de pouvoir évaluer le diamétre

aérodynamique. La microscopie électronique a montré que, lorsque la
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charge en AS augmente, des cristaux d’AS non incorporés dans les MLS
apparaissent. Ceci a été confirmé par diffraction des rayons-X. Une
méthode d’extraction liquide-liquide a été mise au point en vue de
permettre la détermination de la charge réelle des MLS en AS, et les

rendements d’extraction ont été validés.

Des essais de libération in vitro de I’AS ont permis de montrer que,
contrairement aux mélanges physiques constitués d’AS et de MLS vierges,
les MLS contenant I’AS permettent de prolonger la libération de celui-ci.
Cette étude a également montré que la libération était d'autant plus
prolongée que la charge initiale en AS est faible. Les meilleurs résultats
parmi les MLS testées ont été obtenus avec celles chargées a 5% en AS. Il
conviendra par la suite de faire un compromis entre une libération
suffisamment prolongée et une charge suffisante. Ce sont donc les MLS a
5% en AS qui seront utilisées pour la formulation de poudres pour

inhalation.

Des essais de libération utilisant des membranes de dialyse ont
également été réalisés afin de mettre en évidence une éventuelle influence
de la présence de tissus pulmonaires porcins et spécialement de leurs
enzymes sur le profil de libération de I’AS a partir des MLS. Cette étude n’a
mis en évidence aucune différence significative entre la libération de I'AS
en milieu propre et en présence de tissus pulmonaires. Ces résultats

tendent a considérer les MLS mises au point comme des véhicules

prometteurs susceptibles de prolonger la libération d’'un principe actif.

Enfin, des poudres pour inhalation a base de MLS-AS et utilisant des
excipients porteurs et compétiteurs de différentes natures et en
différentes concentrations relatives ont été formulées. Les fractions
respirables de ces poudres ont été évaluées par des mesures de déposition
in vitro. Les fractions respirables obtenues pour les formulations testées
sont inférieures a 15%, a I’exception des MLS 5% AS administrées seules

qui donnent une fraction respirable de presque 25%. Suite a ces résultats,
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les propriétés d’écoulement des MLS-AS ont été évaluées et ont été jugées
acceptables dans I'optique d’une utilisation comme poudre pour inhalation

ne contenant aucun autre constituant.

Ce travail ouvre la voie a d’'autres recherches sur les MLS, celles-ci
restant a [I'heure actuelle relativement peu étudiées tant pour
I'administration par inhalation que pour d’autres voies d’administration, en
comparaison notamment a d'autres systémes microparticulaires tels que

les liposomes et les microsphéres polymériques.

Notons néanmoins qu’étant donné leurs nombreux avantages en
termes de colts de production, de stabilité et de biocompatibilité, I'intérét

vis-a-vis des MLS est croissant.

En ce qui concerne plus particulierement les perspectives de notre
travail, il conviendrait soit d’investiguer plus en profondeur I'activité
pharmacologique de I’AS afin de mettre en évidence une éventuelle action
B,-mimétique. Gardons également a I'esprit que, selon le modéle décrit
dans ce travail, quantités d’autres molécules étudiées pour I'administration
par inhalation tant a visée locale que systémique (protéines,
macromolécules,...) pourront étre incorporées dans des MLS afin d'étre
administrées sous cette forme par inhalation et d’étre libérées de fagon
prolongée au niveau de leur sites d’action. L’incorporation d’une nouvelle
molécule dans les MLS nécessitera cependant une réévaluation des
parameétres de production afin d’optimiser la taille des particules en vue
d’'une administration par inhalation, car les propriétés physico-chimiques
de la molécule incorporée sont susceptibles de modifier sensiblement la

taille des particules.

258



RESUMES







Résumeé

Le développement de formes a libération prolongée destinées a
I'administration pulmonaire est un domaine qui a, jusqu’a présent, été
relativement peu étudié mais pour lequel il y a actuellement un intérét

croissant.

Le but de notre travail est de développer une forme destinée a
I'administration par inhalation qui libérerait de facon prolongée un agent
bronchodilatateur. Dans le cadre de ce travail, les microparticules
lipidiques solides (MLS) ont été choisies comme véhicule en vue de
I'obtention d’'une libération prolongée. Les MLS présentent en effet de
nombreux avantages en termes de colts de production, de stabilité et de

biocompatibilité comparativement a d’autres systémes microparticulaires.

Le salbutamol, principe actif B,-mimétique choisi initialement pour
cette étude, n’étant pas suffisamment lipophile pour s’incorporer de fagon
efficace dans les MLS, un dérivé plus lipophile du salbutamol, I'acétonide
de salbutamol (AS) a été synthétisé. Les caractéristiques physico-
chimiques de I’AS ont été déterminées, sa stabilité a été évaluée et des

méthodes de dosage ont été mises au point.

Des MLS vierges (non chargées en AS) ont tout d’abord été produites
aprés optimisation des parameétres de fabrication en vue d’obtenir une
taille adéquate pour l'administration par inhalation. Des études de
tolérance au niveau pulmonaire effectuées in vivo sur des rats ont montré

la biocompatibilité de ces MLS.
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Résumé

L'activité pharmacologique de I'’AS a été évaluée a la fois par des
essais ex vivo de bronchodilatation sur organes isolés ainsi que par des
essais d’affinité (binding) envers les récepteurs R; et R,-adrénergiques.
Ces études n’ont malheureusement pas permis de conclure avec certitude
quant a I’éventuel effet B,-mimétique de I’AS. Cependant, en raison de son
caractere lipophile, I'AS sera utilisé comme molécule modéle tout au long

du processus de développement.

L'’AS a donc été incorporé dans les MLS et les paramétres de
production ont été étudiés et fixés par la méthodologie des plans
d’expérience en vue d’optimiser le pourcentage de particules possédant un
diameétre géométrique convenant a l'administration par inhalation. La
concentration en AS n’affectant pas de facon significative la taille des MLS,
celles-ci pourront étre produites en utilisant la concentration en AS

désirée.

La caractérisation de ces MLS par microscopie électronique a montré
que, lorsque la charge théorique initiale augmente, des cristaux d’AS sont

observés a I'extérieur des MLS.

Des essais de libération menés in vitro dans un premier temps puis ex
vivo (en présence de fragments de poumons de porcs) ont permis de
montrer une prolongation de lalibération de I'AS a partir des MLS
comparativement a la libération a partir de mélanges physiques de MLS
vierges et d’AS. Ces résultats montrent la capacité des MLS possédant une
taille pour administration pulmonaire, a libérer de fagon prolongée la
molécule qui y est incorporée. Cette libération est d’autant plus prolongée
que la charge en AS diminue. La présence d’enzymes pulmonaires n’a

cependant pas modifié la cinétique de libération.
Des poudres pour inhalation a base de MLS a 5% en AS ont été

formulées en utilisant différents excipients porteurs et compétiteurs en

différentes concentrations relatives. Les fractions respirables mesurées in
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vitro sont, dans le meilleur des cas, égales a 15%. Cependant, les MLS a
5% en AS administrées seules ont une fraction respirable proche de 25%.
Leurs propriétés d’écoulement s’avérant acceptables, il peut étre envisagé

d’administrer les MLS telles quelles en tant que poudre pour inhalation.
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Summary

The sustained release of drugs for pulmonary delivery is a research
field which has been so far rather unexploited but which is currently

becoming increasingly attractive.

The aim of this research work is to develop a pulmonary delivery
system which will be able to sustain the release of a bronchodilator agent.
Therefore, solid lipid microparticles (SLMs) were chosen in order to provide
a sustained release to its incorporated substance. Indeed, this kind of drug
carrier offers many advantages. In comparison with other microparticulate
dosage forms, SLMs production costs are relatively low, they are

physiologically compatible and their physical stability is well established.

Salbutamol, a well-known short-acting R>-adrenergic receptor agonist,
was initially chosen for this study but this molecule proved to be not
lipophilic enough to be efficiently incorporated into SLMs. That’s the reason
why salbutamol acetonide (SA) was synthetized from salbutamol in order
to get a more lipophilic molecule and thereby to increase the incorporation
into SLMs. Then, the physico-chemical properties of SA were characterized,

its stability was studied and chromatographic assays were developed.

Drug free SLMs were produced using manufacturing parameters which
were optimized in order to get particles with a suitable range of size for
pulmonary administration. Tolerance studies were then carried out in vivo

on rats to check SLMs biocompatibility in the respiratory tractus.
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Ex vivo tests using isolated organs were carried out in order to
investigate the bronchodilating activity of SA. The obtained results were
completed with a binding study to evaluate the affinity between SA on the
one hand and [; and R,-adrenergic receptors on the other hand.
Unfortunately those studies didn’t allow us to conclude about the possible
RB,-mimetic activity of SA. Owing to its lipophilic character, SA will be used
all along this research work as a model molecule for the development of

SLMs as sustained release system for pulmonary delivery.

SA was then incorporated into SLMs: the production parameters were
studied using the methodology of experimental design in order to optimize
the percentage of particles with a suitable diameter for pulmonary
administration. It has been noticed that SA concentration does not affect
significantly the particle size. So SLMs can be produced using the pre-

established production parameters whatever the desired SA concentration.

The characterization of the obtained SLMs-SA by scanning electron
microscopy showed especially that SA crystals appear outside of the

particles when the theoretical drug loading increases.

Drug release studies were carried out both in vitro and ex vivo i.e.
using fragments of porcine pulmonary tissues. These studies showed that
SA release from SLMs is sustained in comparison with SA release from
physical mixtures of drug free SLMs and SA. The obtained results tend to
prove that produced SLMs are suitable carriers in order to get a sustained
release of the incorporated substance. It has also been noticed that the
release rate increases when the drug loading increases. Concerning the ex
vivo studies, it may be concluded that the presence of pulmonary enzymes

does not modify SA release profiles.
Inhalation powders containing SLMs with 5% SA were finally developed

using different carrier excipients and ternary agents at different relative

concentrations. Respirable fractions were determined in vitro and proved
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to be at best equal to 15%. However, SLMs 5% SA have also been
administered alone without any additional excipients. In this case, the
obtained respirable fraction is close to 25%. Seeing that the flowability of
SLMs 5% SA appeared to be acceptable, they could be administered just

as they are as inhalation powder.
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Annexe 1 : Certificat d’analyse du Compritol® 888 ATO

7 ol 25D
00062233 : e
GATTEFDSSE
CERTIFICAT D'ANALYSE

ERODUTT it = 5n i ow. a8 COMPRITOL 888 ATO
CODE PRODUIT . . . « . 2 3123/04
NUMERC DE LOT s 28302
DATE DE FABRICATION ...: 2/09/02
DEFINITION CHIMIQUE :

- Selon Pharmacopée Européenne déme Edition : "Glycérol (Dibéhénate

de) atomisé.

- Selon Pharmacopée Américaine USP25/NF20 : "Glyceryl Behenate"

atomisé.
TEST SPECIFICATION RESULTAT
ASPECT Poudre fine Conforme
ODEUR Faible Conforme
COULEUR (Echelle Gardner) < 5,0 0,5
POINT DE GOUTTE {METTLER) 69,0 & 74,0 °C 13,3
INDICE D'ACIDE < 4,00 mgKOH/g 1,48
INDICE DE SAPONIFICATION 145 & 165 mgKOH/g 151
INDICE D'IODE < 3,0 gI2/100g 0,3
INDICE DE PEROXYDE < 6,0 meqO2/ka . Conforme
TENEUR EN EAU <10 % Conforme
TENEUR EN GLYCEROL LIBRE <10 % Q0,67
TENEUR EN 1 MONOGLYCERIDES 12,0 & 18,0 % 15,7
MONOGLYCERIDES TOTAUX 13,0 4 21,0 % 1744
NTGLYCERIDES TOTAUX 40,0 4 60,0 % 53,3
‘. IGLYCERIDES TOTAUX 21,0 4 35,0 % 27,58
ACIDE PALMITIQUE (Cl16) < 3,0% 0,2
ACIDE STEARIQUE (C18) < 5,0% 2,8
ACIDE ARACHIDIQUE (C20) < 10,0 % 5,5
ACIDE BEHENIQUE (C22) > B3,0 % 89,0
RCIDE ERUCIQUE (C22:1) < 30 A
ACIDE LIGNOCERIQUE(C24:0) < 3,0% 2l
CHROMATOGRAPHIE COUCHE MINCE Conforme au produit Conforme
(Méthede USP/NF) de référence lot 26332
TENEUR EN CENDRES TOTALES < 0,10 % Conforme
TENEUR EN NICKEL < 1 ppm Conforme
METAUX LOURDS < 10 ppm : Conforme
SOLVANTS ORGANIQUES VOLATILES Conforme; production Conforme
(USB/NF - Method <467> en 1l'absence de solvant.
PHARM. EUR. deme Ed., NF20, Conforme aux Conforme
GRAS, JSFA monographies

Mous certifions que le lot est conforme aux spécifications en wvigueur.

Ce document est edxte informatiquement et ne nécessite pas de signature.

16/09/02
; GATTEROSSE siep, épartement Assurance Qualité
36, chemin de Genas - BP 603 - 60804 SAINT-PRIEST Cedex FRANCE - Tél.: +33 4 72 22 98 00 - Télécopia : +33 4 78 90 45 67

S.A. au Cap. de 4 650 000 Ewos - R.C.S. Lyon B 389 586 900 - N” Identité CEE FR 40 380 586 000
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Annexe 2 : Certificat d’analyse du Lutrol® F68

¥ i-
’kmﬂ Ta: HPTI TR~ Cl V9= =~ 2000=08: 3 Doc: I r.eel of 004
BASF Aktiengaselischaft

o oREey
BASF antf - 47036 Luguigeny :
Batraff/Subjmct : 2000051301026 QUALYTAETSPRUEF-ZERTIFIKAT
|
BASF CHEMTRADE GMEH
i 19.05. 2000
POSTFACH &0 i IAK/NI20
i Or. Leyanducher
91593 BURGBERNHEIN | 061-60-45300
i ZERTIFIRATS-NR 1026
| SEITE 1VON 4
ABNAMMEPRUEFZEUGNIS 3.1 B HLCH EN 10204 )
|
= Lutrel¥ F GB ARTIKEL-HR S0015170
FRODUKT-NR 010293 0}
= 102kg Fibertirommal KOLLI-KR T4 T 1613
THRE IIST'ELI.I.INE 18.05.2000 ABL+/LOT-NR 41-0498
£00864 ! ABL-NENGE A00 KCE
54.510 | TOTAL 400 KGE
Waseer / Water : 0.15 g/100g
{Rarl- Fischar- Titratisn) |
Sulfataschs / Sulphated hli 0.2 g/100g
Sehwarmatalle / Heavy Metals maz. 20 mg/kg
Helokylarguwicht (aus dar OH-Zahl) 9048 g/mol
Averags Molecular weight (from ON-Valus)
Proapylensxid / Propylene Ulaldt (£6C) {1 mg/kg
Pelyssyathylun-Gahalt / ”I;ﬂh! parcent 80.5 /1004
it sxyethylone
Ungesaettigtheit /Unsaturation 0.020 meg/y
(Hg-acatat-Meth.)
i
pH-Wart / ﬂH-ulul | Ll
m!n in Wasser / in vater
Aussahan dar anuﬂ"unnu of solut Entspricht / cenfarms
100g/1 in water
h. Eur.
Eh =Wert/ pH-Valus . ks
5 g/1 in Wamsar/ in waten
{,4-Diexan / |, 4-Diexans EIFEC] (2 mgleg
Ethylanorid / Ethylene u‘*« (€6t) (1 nglig
Tothaiors (0621 BILD | Vermifilung | i Brhavsroindung: i fichsrei-oribnd . Barokd Loabnge
Talatex(0621) 60-4 26 26 (Zandriad Landeszenirabank 57008 Ludw) Varsand: ir an VarTeendw
Tpax £5 4350 baw d (Varmitiung| Garokans 54 507 360 (B1.Z 545 m M Diairich G, sielv. -
E-Mait irfo. sarvicopbrahag de | i der Gasoluchaft it B, John Fesamann,
Internal hitpoiwwie ba.de | 67056 Ludwigshaien, Daulechiana Harnt pecril, Shetan MRrGnow s,
| Registergedent fon,  Pler Gukiay, Vol Trind, Egpart Vosshirau

‘ Fieimm i prenar HRA 000

268



Annexes

Annexe 3 : Détails de I'analyse statistique de I’étude in vitro de la

libération de I’'AS a partir des MLS

Temps t = 5 minutes

Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
Melange_phy 5 95 3 8.36 3.86 4.96 4.96 7.56 12.56 12.56
Melange_phy 20 80 2 9.37 0.68 8.89 8.89 9.37 9.85 9.85
AS_seul 7 21.67 5.49 14.24 14.89 22.09 26.62 28.42
MLS_5_AS 7 5.71 0.64 4.75 5.09 559 6.26 6.51
MLS_10_AS 6 4.66 0.60 3.97 4.07 4.61 5.23 5.44
MLS_15_AS 7 8.09 1.38 6.04 7.20 7.62 9.38 10.06
MLS_20_AS 7 14.17 0.73 13.45 13.54 13.85 14.69 15.40

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 6 1388.691600 231.448600 32.23 <.0001

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits
AS_seul - MLS_20_As 7.509 2.074 12.943 haioled
AS_seul - Melange_phy_20_80 12.304 4.153 20.455 el
AS_seul - Melange_phy_5_95 13.314 6.299 20.330 alaied
AS_seul - MLS_15_AS 13.589 8.154 19.023 holaled
AS_seul - MLS_5_AS 15.969 10.534 21.403 Hexk
AS_seul - MLS_10_AS 17.019 11.363 22.675 Hexk
MLS_20_AS - AS_seul -7.509 -12.943 -2.074 e
MLS_20_AS - Melange_phy_20_80 4.796 -3.355 12.947
MLS_20_AS - Melange_phy_5_95 5.806 -1.210 12.821
MLS_20_AS - MLS_15_AsS 6.080 0.646 11.514 hsioled
MLS_20_AS - MLS_5_AS 8.460 3.026 13.894 hololed
MLS_20_AS - MLS_10_AS 9.511 3.855 15.167 fadedad
Melange_phy_20_80 - AS_seul -12.304 -20.455 -4.153 Fkx
Melange_phy 20 80 - MLS_20_AS -4.796 -12.947 3.355
Melange_phy_20_80 - Melange_phy_5_95 1.010 -8.271 10.291
Melange_phy_20_80 - MLS_15_AS 1.284 -6.867 9.435
Melange_phy_20_80 - MLS_5_AS 3.664 -4.487 11.815
Melange_phy_20_80 - MLS_10_AS 4.715 -3.586 13.016
Melange_phy_5_95 - AS_seul -13.314 -20.330 -6.299 faladed
Melange_phy_5_95 - MLS_20_AS -5.806 -12.821 1.210
Melange_phy_5 95 - -1.010 -10.291 8.271

Melange_phy_20_80
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits
Melange_phy_5_95 - MLS_15_AS 0.274 -6.741 7.290
Melange_phy_5 95 - MLS_5_AS 2.654 -4.361 9.670
Melange_phy 5 95 - MLS_10_AS 3.705 -3.484 10.894
MLS_15_AS - AS_seul -13.589 -19.023 -8.154 Fekk
MLS_15_AS - MLS_20_AS -6.080 -11.514 -0.646 ek
MLS_15_AS - Melange_phy_20_80 -1.284 -9.435 6.867
MLS_15_AS - Melange_phy_5_95 -0.274 -7.290 6.741
MLS_15_AS - MLS_5_AS 2.380 -3.054 7.814
MLS_15_AS - MLS_10_AS 3.431 -2.225 9.087
MLS_5_AS - AS_seul -15.969 -21.403 -10.534 Fekk
MLS_5_AS - MLS_20_AS -8.460 -13.894 -3.026 Fekek
MLS_5_AS - Melange_phy 20 80 -3.664 -11.815 4.487
MLS_5_AS - Melange_phy 5 95 -2.654 -9.670 4.361
MLS_5_AS - MLS_15_AS -2.380 -7.814 3.054
MLS_5_AS - MLS_10_AS 1.051 -4.605 6.707
MLS_10_AS - AS_seul -17.019 -22.675 -11.363 Fekk
MLS_10_AS - MLS_20_AS -9.511 -15.167 -3.855 Fekk
MLS_10_AS - Melange_phy_20_80 -4.715 -13.016 3.586
MLS_10_AS - Melange_phy_5_95 -3.705 -10.894 3.484
MLS_10_AS - MLS_15_AS -3.431 -9.087 2.225
MLS_10_AS - MLS_5_AS -1.051 -6.707 4.605

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 33.9084
DF 6
Pr > Chi-Square <.0001

Temps t = 30 minutes

Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
Melange_phy_5_95 3 40.44 2.61 37.55 37.55 41.14 42.63 42.63
Melange_phy_20_80 2 46.93 1.19 46.09 46.09 46.93 47.77 47.77
AS_seul 7 64.99 13.09 42.91 53.79 68.61 75.55 81.52
MLS_5_AS 7 11.72 1.48 9.28 10.52 11.93 12.89 13.43
MLS_10_AS 6 13.60 2.36 11.19 11.78 12.77 16.47 16.62
MLS_15_AS 7 21.94 5.81 16.69 17.46 19.43 25.31 32.58
MLS_20_AS 7 35.48 2.50 30.92 34.64 35.49 37.22 39.03

270



Annexes

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 6 13977.62215 2329.60369 56.32 <.0001

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits

AS_seul - Melange_phy_20_80 18.060 -1.504 37.624

AS_seul - Melange_phy_5_95 24.550 7.712 41.388 alaied
AS_seul - MLS_20_AS 29.511 16.469 42.554 fadekad
AS_seul - MLS_15_AS 43.054 30.012 56.097 Hexk
AS_seul - MLS_10_AS 51.390 37.815 64.965 Hexk
AS_seul - MLS_5_AS 53.269 40.226 66.311 ool
Melange_phy_20_80 - AS_seul -18.060 -37.624 1.504
Melange_phy_20_80 - Melange_phy_5_95 6.490 -15.785 28.765
Melange_phy_20_80 - MLS_20_AS 11.451 -8.113 31.015
Melange_phy_20_80 - MLS_15_AS 24.994 5.430 44.558 Fkx
Melange_phy_20_80 - MLS_10_AS 33.330 13.407 53.253 Fekk
Melange_phy 20 80 - MLS_5_AS 35.209 15.645 54.773 falatad
Melange_phy 5 95 - AS_seul -24.550 -41.388 -7.712 Hok
Melange_phy 5 95 - -6.490 -28.765 15.785
Melange_phy_20_80

Melange_phy_5_95 - MLS_20_AS 4.961 -11.877 21.799
Melange_phy_5_95 - MLS_15_AS 18.504 1.666 35.342 Fkex
Melange_phy 5 95 - MLS_10_AS 26.840 9.586 44.094 ok
Melange_phy 5 95 - MLS_5_AS 28.719 11.881 45.557 ok
MLS_20_AS - AS_seul -29.511 -42.554 -16.469 Fokk
MLS_20_AS - Melange_phy_20_80 -11.451 -31.015 8.113
MLS_20_AS - Melange_phy_5_95 -4.961 -21.799 11.877
MLS_20_AS - MLS_15_AS 13.543 0.500 26.586 eiaied
MLS_20_AS - MLS_10_AS 21.879 8.303 35.454 eialed
MLS_20_AS - MLS_5_AS 23.757 10.714 36.800 Feek
MLS_15_AS - AS_seul -43.054 -56.097 -30.012 Feek
MLS_15_AS - Melange_phy 20 80 -24.994 -44.558 -5.430 falead
MLS_15_AS - Melange_phy 5 95 -18.504 -35.342 -1.666 ok
MLS_15_AS - MLS_20_AS -13.543 -26.586 -0.500 hoioiel
MLS_15_AS - MLS_10_AS 8.336 -5.240 21.911
MLS_15_AS - MLS_5_AS 10.214 -2.828 23.257
MLS_10_AS - AS_seul -51.390 -64.965 -37.815 Fok
MLS_10_AS - Melange_phy_20_80 -33.330 -53.253 -13.407 Fek
MLS_10_AS - Melange_phy_5_95 -26.840 -44.094 -9.586 alaied
MLS_10_AS - MLS_20_AS -21.879 -35.454 -8.303 eiaied
MLS_10_AS - MLS_15_AS -8.336 -21.911 5.240
MLS_10_AS - MLS_5_AS 1.879 -11.697 15.454
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits
MLS_5_AS - AS_seul -53.269 -66.311 -40.226 Fekk
MLS_5_AS - Melange_phy_20_80 -35.209 -54.773 -15.645 Fkex
MLS_5_AS - Melange_phy 5 95 -28.719 -45.557 -11.881 ok
MLS_5_AS - MLS_20_AS -23.757 -36.800 -10.714 Fekk
MLS_5_AS - MLS_15_AS -10.214 -23.257 2.828
MLS_5_AS - MLS_10_AS -1.879 -15.454 11.697
Kruskal-Wallis Test
Chi-Square 35.8106
DF 6
Pr > Chi-Square <.0001
Temps t = 60 minutes
Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
Melange_phy_5_95 3 70.67 10.16 63.08 63.08 66.71 82.21 82.21
Melange_phy_20_80 2 72.28 6.65 67.58 67.58 72.28 76.98 76.98
AS_seul 7 86.61 8.68 70.51 81.72 87.76 95.19 95.98
MLS_5_AS 7 16.83 2.15 13.27 15.48 16.87 18.89 19.24
MLS_10_AS 6 19.40 3.38 16.18 16.81 18.09 23.26 23.99
MLS_15_AS 7 33.38 9.92 24.03 24.65 31.30 37.94 51.82
MLS_20_AS 7 46.97 4.02 40.63 44.52 45.93 51.32 52.10
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 6 26041.07192 4340.17865 94.15 <.0001

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference

concentration Between Simultaneous 95% Confidence

Comparison Means Limits
AS_seul - Melange_phy 20_80 14.326 -6.328 34.979
AS_seul - Melange_phy_5_95 15.939 -1.836 33.715
AS_seul - MLS_20_AS 39.633 25.864 53.402 Fekk
AS_seul - MLS_15_AS 53.230 39.461 66.999 Fekk
AS_seul - MLS_10_AS 67.204 52.873 81.535 Fkk
AS_seul - MLS_5_AS 69.776 56.007 83.545 Fekk
Melange_phy_20_80 - AS_seul -14.326 -34.979 6.328
Melange_phy_20_80 - Melange_phy_5_95 1.613 -21.901 25.128
Melange_phy 20 80 - MLS_20_AS 25.307 4.654 45.960 Foek
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits

Melange_phy_20_80 - MLS_15_AS 38.904 18.251 59.558 Fekk
Melange_phy_20_80 - MLS_10_AS 52.878 31.846 73.911 Fkex
Melange_phy 20 80 - MLS_5_AS 55.450 34.797 76.103 ok
Melange_phy_5 95 - AS_seul -15.939 -33.715 1.836
Melange_phy_5 95 - -1.613 -25.128 21.901
Melange_phy_20_80

Melange_phy_5_95 - MLS_20_AS 23.694 5.918 41.469 Fkx
Melange_phy 5 95 - MLS_15_AS 37.291 19.515 55.066 faledad
Melange_phy 5 95 - MLS_10_AS 51.265 33.051 69.479 ok
Melange_phy 5 95 - MLS_5_AS 53.837 36.061 71.612 ok
MLS_20_AS - AS_seul -39.633 -53.402 -25.864 Fokk
MLS_20_AS - Melange_phy_20_80 -25.307 -45.960 -4.654 Fokk
MLS_20_AS - Melange_phy_5_95 -23.694 -41.469 -5.918 Hok
MLS_20_AS - MLS_15_AS 13.597 -0.172 27.366
MLS_20_AS - MLS_10_AS 27.571 13.240 41.902 Hxk
MLS_20_AS - MLS_5_AS 30.143 16.374 43.912 eiaied
MLS_15_AS - AS_seul -53.230 -66.999 -39.461 Fekk
MLS_15 AS - Melange_phy 20 80 -38.904 -59.558 -18.251 ok
MLS_15_AS - Melange_phy 5 95 -37.291 -55.066 -19.515 ok
MLS_15_AS - MLS_20_AS -13.597 -27.366 0.172
MLS_15_AS - MLS_10_AS 13.974 -0.357 28.305
MLS_15_AS - MLS_5_AS 16.546 2.777 30.315 Hok
MLS_10_AS - AS_seul -67.204 -81.535 -52.873 Fokk
MLS_10_AS - Melange_phy_20_80 -52.878 -73.911 -31.846 alaied
MLS_10_AS - Melange_phy_5_95 -51.265 -69.479 -33.051 ekl
MLS_10_AS - MLS_20_AS -27.571 -41.902 -13.240 Hexk
MLS_10_AS - MLS_15_AS -13.974 -28.305 0.357
MLS_10_AS - MLS_5_AS 2.572 -11.759 16.903
MLS_5_AS - AS_seul -69.776 -83.545 -56.007 Fekk
MLS_5_AS - Melange_phy_20_80 -55.450 -76.103 -34.797 hoioled
MLS_5_AS - Melange_phy_5_95 -53.837 -71.612 -36.061 Hek
MLS_5_AS - MLS_20_AS -30.143 -43.912 -16.374 ieialed
MLS_5_AS - MLS_15_AS -16.546 -30.315 -2.777 fadakad
MLS_5_AS - MLS_10_AS -2.572 -16.903 11.759
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Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 35.2132
DF 6
Pr > Chi-Square <.0001
Temps t = 2 heures
Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
Melange_phy 5 95 3 91.99 3.30 88.92 88.92 91.58 95.48 95.48
Melange_phy_20_80 2 93.57 5.92 89.39 89.39 93.57 97.76 97.76
AS_seul 7 100.65 0.85 99.42 100.21 100.33 101.58 101.87
MLS_5_AS 7 24.72 3.22 19.11 22.78 24.64 27.51 28.29
MLS_10_AS 6 29.97 4.50 25.83 26.02 28.60 33.70 37.09
MLS_15_AS 7 48.16 11.58 35.56 35.96 48.74 57.07 65.38
MLS_20_AS 7 59.99 6.50 49.89 54.12 61.81 66.28 67.37
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 6 31896.73567 5316.12261 132.64 <.0001

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits

AS_seul - Melange_phy_20_80 7.078 -12.180 26.336

AS_seul - Melange_phy_5_95 8.658 -7.917 25.233

AS_seul - MLS_20_AS 40.659 27.820 53.497 Fekk
AS_seul - MLS_15_AS 52.487 39.649 65.326 Fek
AS_seul - MLS_10_AS 70.680 57.317 84.043 Fekk
AS_seul - MLS_5_AS 75.931 63.093 88.770 Fekk
Melange_phy_20_80 - AS_seul -7.078 -26.336 12.180
Melange_phy_20_80 - Melange_phy_5_95 1.580 -20.346 23.506
Melange_phy_20_80 - MLS_20_AS 33.581 14.323 52.839 Fekk
Melange_phy 20 80 - MLS_15_AS 45.409 26.151 64.667 faletad
Melange_phy 20 80 - MLS_10_AS 63.602 43.990 83.213 Foek
Melange_phy_20_80 - MLS_5_AS 68.854 49.596 88.111 oieled
Melange_phy_5 95 - AS_seul -8.658 -25.233 7.917
Melange_phy_5_95 - -1.580 -23.506 20.346
Melange_phy_20_80

Melange_phy 5 95 - MLS_20 AS 32.000 15.426 48.575 Foek
Melange_phy 5 95 - MLS_15_AS 43.829 27.254 60.404 faletad
Melange_phy_5_95 - MLS_10_AS 62.022 45.038 79.006 ilalad
Melange_phy_5_95 - MLS_5_AS 67.273 50.699 83.848 iailad
MLS_20_AS - AS_seul -40.659 -53.497 -27.820 Fekk
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits

MLS_20_AS - Melange_phy_20_80 -33.581 -52.839 -14.323 Feek
MLS_20_AS - Melange_phy_5_95 -32.000 -48.575 -15.426 alaied
MLS_20_AS - MLS_15_AS 11.829 -1.010 24.667

MLS_20_AS - MLS_10_AS 30.021 16.658 43.384 Fexk
MLS_20_AS - MLS_5_AS 35.273 22.434 48.111 Hexk
MLS_15_AS - AS_seul -52.487 -65.326 -39.649 ieieled
MLS_15_AS - Melange_phy_20_80 -45.409 -64.667 -26.151 Hok
MLS_15_AS - Melange_phy_5_95 -43.829 -60.404 -27.254 Feek
MLS_15_AS - MLS_20_AS -11.829 -24.667 1.010

MLS_15_AS - MLS_10_AS 18.193 4.830 31.555 fadekad
MLS_15_AS - MLS_5_AS 23.444 10.606 36.283 eiaied
MLS_10_AS - AS_seul -70.680 -84.043 -57.317 xR
MLS_10_AS - Melange_phy 20 80 -63.602 -83.213 -43.990 ok
MLS_10_AS - Melange_phy_5_95 -62.022 -79.006 -45.038 Fkk
MLS_10_AS - MLS_20_AS -30.021 -43.384 -16.658 Fokk
MLS_10_AS - MLS_15_AS -18.193 -31.555 -4.830 Hekk
MLS_10_AS - MLS_5_AS 5.252 -8.111 18.615

MLS_5_AS - AS_seul -75.931 -88.770 -63.093 Fekek
MLS_5_AS - Melange_phy_20_80 -68.854 -88.111 -49.596 Fkex
MLS_5_AS - Melange_phy_5_95 -67.273 -83.848 -50.699 alaied
MLS_5_AS - MLS_20_AS -35.273 -48.111 -22.434 Hexk
MLS_5_AS - MLS_15_AS -23.444 -36.283 -10.606 Hexk
MLS_5_AS - MLS_10_AS -5.252 -18.615 8.111

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 35.3670
DF 6
Pr > Chi-Square <.0001

Temps t = 4 heures

Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
Melange_phy 5 95 3 99.70 0.87 98.70 98.70 100.16 100.26 100.26
Melange_phy_20_80 2 100.63 0.75 100.10 100.10 100.63 101.16 101.16
AS_seul 7 101.99 1.40 100.47 100.49 101.91 103.58 103.71
MLS_5_AS 7 45.74 8.05 34.11 36.20 48.17 50.93 55.92
MLS_10_AS 6 59.06 11.78 45.68 46.98 58.44 70.04 74.78
MLS_15_AS 7 70.76 8.14 62.22 63.07 69.93 79.94 81.25
MLS_20_AS 7 76.59 5.19 65.81 74.13 78.31 79.94 80.33
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Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 6 15905.29028 2650.88171

51.24 <.0001

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits

AS_seul - Melange_phy 20 80 1.360 -20.520 23.239

AS_seul - Melange_phy_5_95 2.283 -16.547 21.114

AS_seul - MLS_20_AS 25.394 10.808 39.980 Fekk
AS_seul - MLS_15_AS 31.230 16.644 45.816 Fekk
AS_seul - MLS_10_AS 42.929 27.747 58.111 Fekk
AS_seul - MLS_5_AS 56.251 41.665 70.838 Fekek
Melange_phy_20_80 - AS_seul -1.360 -23.239 20.520
Melange_phy_20_80 - Melange_phy_5_95 0.924 -23.987 25.834
Melange_phy 20 80 - MLS_20_AS 24.035 2.155 45.914 faletad
Melange_phy 20 80 - MLS_15_AS 29.870 7.991 51.750 faletad
Melange_phy_20_80 - MLS_10_AS 41.569 19.288 63.850 ialalad
Melange_phy_20_80 - MLS_5_AS 54.892 33.013 76.771 Fekx
Melange_phy_5_95 - AS_seul -2.283 -21.114 16.547
Melange_phy_5_95 - -0.924 -25.834 23.987
Melange_phy_20_80

Melange_phy 5 95 - MLS_20 AS 23.111 4.280 41.941 Foek
Melange_phy 5 95 - MLS_15_AS 28.947 10.116 47.777 ek
Melange_phy_5_95 - MLS_10_AS 40.645 21.350 59.941 oieled
Melange_phy_5_95 - MLS_5_AS 53.968 35.137 72.799 Fekk
MLS_20_AS - AS_seul -25.394 -39.980 -10.808 Fekk
MLS_20_AS - Melange_phy_20_80 -24.035 -45.914 -2.155 Fkx
MLS_20_AS - Melange_phy_5_95 -23.111 -41.941 -4.280 Fkx
MLS_20_AS - MLS_15_AS 5.836 -8.750 20.422
MLS_20_AS - MLS_10_AS 17.535 2.353 32.716 Fekk
MLS_20_AS - MLS_5_AS 30.857 16.271 45.443 okl
MLS_15_AS - AS_seul -31.230 -45.816 -16.644 Fekk
MLS_15_AS - Melange_phy_20_80 -29.870 -51.750 -7.991 Fekk
MLS_15_AS - Melange_phy_5_95 -28.947 -47.777 -10.116 Fekk
MLS_15_AS - MLS_20_AS -5.836 -20.422 8.750
MLS_15_AS - MLS_10_AS 11.699 -3.483 26.881
MLS_15_AS - MLS_5_AS 25.021 10.435 39.608 faialel
MLS_10_AS - AS_seul -42.929 -58.111 -27.747 ek
MLS_10_AS - Melange_phy 20 80 -41.569 -63.850 -19.288 ok
MLS_10_AS - Melange_phy_5_95 -40.645 -59.941 -21.350 Fekk
MLS_10_AS - MLS_20_AS -17.535 -32.716 -2.353 ek
MLS_10_AS - MLS_15_AS -11.699 -26.881 3.483
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits
MLS_10_AS - MLS_5_AS 13.323 -1.859 28.504
MLS_5_AS - AS_seul -56.251 -70.838 -41.665 Fekk
MLS_5_AS - Melange_phy 20 80 -54.892 -76.771 -33.013 ok
MLS_5_AS - Melange_phy 5 95 -53.968 -72.799 -35.137 ok
MLS_5_AS - MLS_20_AS -30.857 -45.443 -16.271 el
MLS_5_AS - MLS_15_AS -25.021 -39.608 -10.435 Fokk
MLS_5_AS - MLS_10_AS -13.323 -28.504 1.859
Kruskal-Wallis Test
Chi-Square 33.3548
DF 6
Pr > Chi-Square <.0001
Temps t = 6 heures
Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
Melange_phy_5 95 3 99.28 0.83 98.32 98.32 99.74 99.77 99.77
Melange_phy 20 80 2 100.24 0.75 99.71 99.71 100.24 100.77 100.77
AS_seul 7 101.01 1.38 99.67 99.68 100.65 102.83 102.99
MLS_5_AS 7 64.71 9.47 51.10 52.13 70.78 70.91 73.72
MLS_10_AS 6 74.87 5.94 66.71 67.84 77.88 78.91 79.97
MLS_15_AS 7 79.51 3.77 75.00 75.61 80.57 82.85 83.73
MLS_20_AS 7 80.38 2.07 75.75 80.49 81.18 81.41 81.67
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration

6 6529.368230 1088.228038 41.49 <.0001

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference

concentration Between Simultaneous 95% Confidence

Comparison Means Limits
AS_seul - Melange_phy_20_80 0.769 -14.810 16.347
AS_seul - Melange_phy_5_95 1.732 -11.676 15.140
AS_seul - MLS_20_AS 20.631 10.246 31.017 Hexk
AS_seul - MLS_15_AS 21.494 11.109 31.880 Hexk
AS_seul - MLS_10_AS 26.144 15.334 36.953 Fokk
AS_seul - MLS_5_AS 36.301 25.916 46.687 Fokk
Melange_phy_20_80 - AS_seul -0.769 -16.347 14.810
Melange_phy_20_80 - Melange_phy_5_95 0.963 -16.773 18.700
Melange_phy_20_80 - MLS_20_AS 19.863 4.284 35.441 Fkx

277



Annexes

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between Simultaneous 95% Confidence
Comparison Means Limits

Melange_phy_20_80 - MLS_15_AS 20.726 5.147 36.304 falalad
Melange_phy_20_80 - MLS_10_AS 25.375 9.511 41.239 falaiel
Melange_phy 20 80 - MLS_5_AS 35.533 19.954 51.111 Foek
Melange_phy_5 95 - AS_seul -1.732 -15.140 11.676
Melange_phy_5_95 - -0.963 -18.700 16.773
Melange_phy_20_80

Melange_phy_5 95 - MLS_20_AS 18.900 5.492 32.307 falaiel
Melange_phy_5 95 - MLS_15_AS 19.762 6.355 33.170 Tk
Melange_phy 5 95 - MLS_10_AS 24.412 10.673 38.151 Foek
Melange_phy 5 95 - MLS_5 AS 34.570 21.162 47.977 Foek
MLS_20_AS - AS_seul -20.631 -31.017 -10.246 faiaiad
MLS_20_AS - Melange_phy_20_80 -19.863 -35.441 -4.284 ek
MLS_20_AS - Melange_phy_5_95 -18.900 -32.307 -5.492 Fekk
MLS_20_AS - MLS_15_AS 0.863 -9.523 11.248
MLS_20_AS - MLS_10_AS 5.512 -5.298 16.322
MLS_20_AS - MLS_5_AS 15.670 5.284 26.056 Fekek
MLS_15_AS - AS_seul -21.494 -31.880 -11.109 Hxk
MLS_15 AS - Melange_phy 20 80 -20.726 -36.304 -5.147 faakad
MLS_15 AS - Melange_phy 5 95 -19.762 -33.170 -6.355 ok
MLS_15_AS - MLS_20_AS -0.863 -11.248 9.523
MLS_15_AS - MLS_10_AS 4.649 -6.160 15.459
MLS_15_AS - MLS_5_AS 14.807 4.422 25.193 Fekk
MLS_10_AS - AS_seul -26.144 -36.953 -15.334 Fekk
MLS_10_AS - Melange_phy_20_80 -25.375 -41.239 -9.511 Fkx
MLS_10_AS - Melange_phy 5 95 -24.412 -38.151 -10.673 Hxk
MLS_10_AS - MLS_20_AS -5.512 -16.322 5.298
MLS_10_AS - MLS_15_AS -4.649 -15.459 6.160
MLS_10_AS - MLS_5_AS 10.158 -0.652 20.968
MLS_5_AS - AS_seul -36.301 -46.687 -25.916 Fekk
MLS_5_AS - Melange_phy_20_80 -35.533 -51.111 -19.954 felelad
MLS_5_AS - Melange_phy_5_95 -34.570 -47.977 -21.162 Fekk
MLS_5_AS - MLS_20_AS -15.670 -26.056 -5.284 Fekk
MLS_5_AS - MLS_15_AS -14.807 -25.193 -4.422 faladad
MLS_5_AS - MLS_10_AS -10.158 -20.968 0.652

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 32.0821
DF 6
Pr > Chi-Square <.0001
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Temps t = 8 heures

Measurement

Mean Std Min

Q1 Median

Max

Q3

Melange_phy_5 95
Melange_phy_20_80
AS_seul

MLS_5_AS
MLS_10_AS
MLS_15_AS
MLS_20_AS

76.05 8.30 64.01 64.73
78.53 1.57 76.15 77.87
82.65 1.83 79.57 80.63
81.38 0.94 80.22 80.72

80.26 80.60 85.04
78.60 79.03 80.93
83.26 83.98 84.56
81.49 81.76 83.08

Source DF

Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration

3 182.2067082 60.7355694

3.09 0.0468

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
concentration Between
Comparison Means Simultaneous 95% Confidence Limits
MLS_15_AS - MLS_20_AS 1.271 -5.866 8.408
MLS_15_AS - MLS_10_AS 4.122 -3.307 11.550
MLS_15_AS - MLS_5_AS 6.601 -0.536 13.738
MLS_20_AS - MLS_15_AS -1.271 -8.408 5.866
MLS_20_AS - MLS_10_AS 2.850 -4.578 10.279
MLS_20_AS - MLS_5_AS 5.330 -1.807 12.467
MLS_10_AS - MLS_15_AS -4.122 -11.550 3.307
MLS_10_AS - MLS_20_AS -2.850 -10.279 4.578
MLS_10_AS - MLS_5_AS 2.480 -4.949 9.908
MLS_5_AS - MLS_15_AS -6.601 -13.738 0.536
MLS_5_AS - MLS_20_AS -5.330 -12.467 1.807
MLS_5_AS - MLS_10_AS -2.480 -9.908 4.949

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square 11.1897
DF 3
Pr > Chi-Square 0.0107
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Annexe 4 : Détails

de I'analyse statistique de I’étude ex vivo

(dialyse) de la libération de I’AS a partir des MLS

Temps t = 15 minutes

Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max

AS_seul
AS_seul_exvivo
MLS_5_AS
MLS_5_AS_exvivo
MLS_20_AS

3 16.40 2.05 15.15 15.15 15.29 18.76 18.76
3 17.96 2.26 16.04 16.04 17.40 20.45 20.45
0
0
0

MLS_20_AS_exvivo 0O

AS seul vs AS seul ex viv

(0]

Source

DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration

1 3.66914400 3.66914400 0.79 0.4241

Wilcoxon Two-Sample Test

Statistic 8.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827
Temps t = 30 minutes
Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max

AS_seul
AS_seul_exvivo
MLS_5_AS
MLS_5_AS_exvivo
MLS_20_AS

3 29.44 2.72 27.69 27.69 28.06 32.58 32.58
3 30.40 1.59 28.63 28.63 30.86 31.72 31.72
0
0
0

MLS_20_AS_exvivo 0O

AS seul vs AS seul ex vivo

Source

DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration

1 1.38240000 1.38240000 0.28 0.6261

Wilcoxon Two-Sample Test

Statistic

9.0000

Two-Sided Pr > |Z] 0.6625
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Temps t = 45 minutes

Measurement

Mean Std Min Q1 Median Q3 Max

AS_seul

AS_seul_exvivo

MLS_5_AS_exvivo
MLS_20_AS
MLS_20_AS_exvivo

N

3 42.96 2.59 40.27 40.27 43.18 45.43 45.43

3 42.23 1.62 40.44 40.44 42.63 43.61 43.61
MLS_5_AS 3 22.17 0.82 21.58 21.58 21.83 23.11 23.11

3 17.29 2.61 14.48 14.48 17.76 19.64 19.64

3 23.39 6.83 19.08 19.08 19.82 31.27 31.27

3 16.79 13.88 3.45 3.45 15.76 31.16 31.16

AS seul vs AS seul ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 0.80666667 0.80666667 0.17 0.6988

Wilcoxon Two-Sample Test

Statistic 11.0000
Two-Sided Pr > |Z| 1.0000

MLS 5 AS vs MLS 5 AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 35.72160000 35.72160000 9.53 0.0367

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 15.0000
Two-Sided Pr > |Z| 0.0809

MLS 20 _AS vs MLS 20 _AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 65.34000000 65.34000000 0.55 0.5011

Wilcoxon Two-Sample Test

Statistic 13.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827

Temps t = 60 minutes

Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max

AS_seul 3 53.81 2.38 51.09 51.09 54.83 55.52 55.52
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Measurement
Std Min Q1 Median Q3 Max

N Mean
AS_seul_exvivo 3 51.98
MLS_5_AS 3 28.02
MLS_5 AS_exvivo 3 25.40
MLS_20_AS 3 41.34

MLS_20_AS_exvivo 3 32.68

1.57 50.40 50.40
1.34 26.58 26.58
3.03 21.94 21.94
8.36 32.59 32.59
11.16 23.62 23.62

52.01 53.54 53.54
28.24 29.24 29.24
26.63 27.62 27.62
42.18 49.25 49.25
29.28 45.14 45.14

AS seul vs AS seul ex vivo

Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 5.02335000 5.02335000 1.23 0.3290
Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 13.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827
MLS_5_AS vs MLS_5_AS ex vivo
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 10.32281667 10.32281667 1.87 0.2428
Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 13.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827
MLS_20_AS vs MLS_20_AS ex vivo
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 112.4934000 112.4934000 1.16 0.3425
Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 13.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827

Temps t = 90 minutes

Measurement

Std Min Q1 Median Q3 Max

N Mean
AS_seul 3 70.15
AS_seul_exvivo 3 65.89
MLS_5_AS 3 36.47

MLS 5 AS_exvivo 3 32.55
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Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
MLS_20_AS 3 43.50 12.07 33.93 33.93 39.52 57.06 57.06

MLS_20_AS_exvivo 3 41.90 9.21 34.28 34.28 39.30 52.13 52.13

AS seul vs AS seul ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 27.13626667 27.13626667 3.65 0.1285
Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 14.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.1904
MLS_5_AS vs MLS_5_AS ex vivo
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 23.12806667 23.12806667 0.84 0.4114
Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 13.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827
MLS_20_AS vs MLS_20_AS ex vivo
Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 3.84000000 3.84000000 0.03 0.8640
Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 11.0000
Two-Sided Pr > |Z] 1.0000

Temps t = 2 heures

Measurement

N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
AS_seul 3 81.80 3.20 78.51 78.51 81.99 84.90 84.90
AS_seul_exvivo 3 75.98 2.38 74.55 74.55 74.66 78.73 78.73
MLS_5_AS 3 41.27 8.03 32.00 32.00 45.73 46.09 46.09
MLS_5_AS_exvivo 3 37.85 4.51 32.97 32.97 38.72 41.87 41.87
MLS_20_AS 3 51.13 12.32 42.01 42.01 46.24 65.14 65.14
MLS_20_AS_exvivo 3 49.66 6.94 43.76 43.76 47.92 57.30 57.30
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AS seul vs AS seul ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 50.80860000 50.80860000 6.39 0.0649

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 14.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.1904

MLS 5 AS vs MLS 5 AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 17.54460000 17.54460000 0.41 0.5553

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 12.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.6625

MLS 20 _AS vs MLS 20 _AS ex vivo

Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F
concentration 1 3.24135000 3.24135000 0.03 0.8658

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 10.0000
Two-Sided Pr > |Z] 1.0000

Temps t = 3 heures

Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
AS_seul 3 96.42 3.78 92.75 92.75 96.21 100.31 100.31
AS_seul_exvivo 389.48 2.92 87.72 87.72 87.88 92.85 92.85
MLS_5_AS 3 49.38 8.21 40.01 40.01 52.87 55.27 55.27
MLS_5_AS_exvivo 3 49.35 4.98 44.60 44.60 48.92 54.54 54.54
MLS_20_AS 3 60.26 10.54 53.94 53.94 54.41 72.43 72.43
MLS_20_AS_exvivo 3 58.70 4.97 53.70 53.70 58.77 63.64 63.64
AS seul vs AS seul ex vivo
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 72.24540000 72.24540000 6.33 0.0657
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Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 14.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.1904

MLS 5 AS vs MLS 5 AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 0.00135000 0.00135000 0.00 0.9959

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 11.0000
Two-Sided Pr > |Z| 1.0000

MLS 20 _AS vs MLS 20 AS ex vivo

Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 3.63481667 3.63481667 0.05 0.8284

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 11.0000
Two-Sided Pr > |Z| 1.0000

Temps t = 4 heures

Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
3 102.76 1.74 101.37 101.37 102.21 104.71 104.71
AS_seul_exvivo 3 97.46 1.76 96.16 96.16 96.76 99.47 99.47
MLS_5_AS 3 56.57 14.76 40.37 40.37 60.07 69.26 69.26

3

3

3

AS_seul

MLS_5_AS_exvivo 54.14 4.33 49.85 49.85 54.06 58.50 58.50
MLS_20_AS 66.51 8.41 60.03 60.03 63.48 76.01 76.01
MLS_20_AS_exvivo 64.10 3.41 60.41 60.41 64.76 67.13 67.13

AS seul vs AS seul ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 42.13500000 42.13500000 13.75 0.0207

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 15.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.0809
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MLS 5 ASvs MLS 5 AS ex vivo

Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 8.85735000 8.85735000 0.07 0.7979

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 12.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.6625

MLS 20 _AS vs MLS_20_AS ex vivo

Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 8.68806667 8.68806667 0.21 0.6698

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 10.0000
Two-Sided Pr > |Z] 1.0000

Temps t = 6 heures

Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
AS_seul 3 105.99 2.22 104.35 104.35 105.10 108.52 108.52
AS_seul_exvivo 3 101.77 1.86 99.63 99.63 102.73 102.96 102.96
MLS_5_AS 3 65.32 16.18 50.85 50.85 62.32 82.79 82.79
MLS_5_AS_exvivo 3 65.35 4.19 61.51 61.51 64.72 69.81 69.81
MLS_20_AS 3 73.47 5.97 68.50 68.50 71.82 80.10 80.10
MLS_20_AS_exvivo 3 70.43 255 67.49 67.49 71.83 71.98 71.98

AS seul vs AS seul ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 26.67041667 26.67041667 6.35 0.0654

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 15.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.0809

MLS 5 AS vs MLS 5 AS ex vivo

Source DF  Anova SS Mean Square F Value Pr=>F

concentration 1 0.00106667 0.00106667 0.00 0.9979
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Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 10.0000
Two-Sided Pr > |Z] 1.0000

MLS 20 _AS vs MLS 20 AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 13.86240000 13.86240000 0.66 0.4631

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 11.0000
Two-Sided Pr > |Z| 1.0000

Temps t = 8 heures

Measurement
N Mean Std Min Q1 Median Q3 Max
AS_seul 0
AS_seul_exvivo 0 . . . . . .
MLS_5_AS 3 72.23 14.05 60.80 60.80 67.98 87.92 87.92
MLS_5_AS_exvivo 2 71.72 0.56 71.32 71.32 71.72 72.11 72.11
MLS_20_AS 3 78.51 3.38 75.76 75.76 77.50 82.28 82.28

MLS_20_AS_exvivo 3 76.42 0.67 75.65 75.65 76.76 76.86 76.86

MLS 5 AS vs MLS 5 AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 0.32240333 0.32240333 0.00 0.9637

Wilcoxon Two-Sample Test

Statistic 7.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.7728

MLS 20_AS vs MLS_20_AS ex vivo

Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

concentration 1 6.55215000 6.55215000 1.11 0.3523

Wilcoxon Two-Sample Test
Statistic 13.0000
Two-Sided Pr > |Z] 0.3827
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This review details the properties of solid lipid microparticles (SLMs): a prom-
ising drug carrier system that has been until now rather unexploited. First,
the ad ges of SLMs compared with other drug carrier systems are listed.
Then an overview of SLM manufacturing compounds and techniques is pre-
sented. A detailed discussion of the characteristics of SLMs follows, and
includes the determination of particle size distribution, the determination of
SLM maorphology, the solid-state analysis, the determination of SLM drug
loading and the factors influencing it. The in vitro drug release studies that
have been carried out so far and the parameters affecting them are also
described. Some preliminary in vivo aspects (in vivo drug release studies,
biocompatibility studies and in vivo fate) are also considered.

K Le: acdiin
i

roures, charac drug loading, drug release. preparation,

solid lipid microparticles
Expert Opin. Drug Delin (2008) 2(1):75-87

1. Introduction

There is increasing need to develop suitable drug carrier in order to control,

localise and improve drug delivery. Many different drug carriers can be used depend-
ing on the administradon route, the chosen drug properties and the intended drug
release profile. The carriers that have been the most often studied in the controlled
release of the incorporared substances are:

*» liposomes

* polymeric nano- and microparticles
= cyclodexurins

* solid lipid nanoparticles (SLNs)

Liposomes are spherical particles composed of one or more concentric phospholipid
bilayers alternating with aqueous partition. This kind of structure makes it possible
to incorporate lipophilic drugs into lipid bilayers as well as hydrophilic drugs into
the aqueous compartment. Liposomes are one of the most investigated drug carrier
systems. Drug release from liposomes, stability and pharmacokineric profiles depend
on liposome compasition, size and surface charge, and drug solubility. Liposome
formulations of many different drugs show a significant increase in therapeutic
activity compared with nonlip | formulations. Liposomes are biocompatible
and biodegradable, but also have some disadvantages including low stability, low
encapsulation efficiency, high cost and difficultics for scaling up production [1-5).
I’ulymcnc nano- and m:cmpamclcs are general terms thar include nane- and
b { isting of a polymeric marrix) as well as nano- and microcapsules
(rcscrvmr systems mmposcd of a solid or liquid core which can contain either dis-
persed or dissolved drugs and which is surrounded by a thin polymer layer).

10517 7425247.2.1.75 © 2005 Ashiey Publications Ltd [SSN 1742-5247 75
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Table 1. Lipid excipients used in solid lipid microparticles.

Category Description References
Fatty alcohol Cetyl alcohol 120
Stearyl alcohol 12122
Fatty acid Steanc acid 120,22.23]
(C18 fatty acid)
Fatty acid esters of  Glyceryl 120,22,24]
glycerol monostearate
Glyceryl 1241
mancbehenate
Glyceryl behenate  [20.23.25-28]
Ghyceryl [28-30]
palmitostearate
Glyceryl ditristearate [2028]
Glyceryl tripalmitate  [1.10.28.31-33]
Glyceryl tristearate (28,34
Fatty acid esters of  Tetraglycerol Iz2)
palyglycerol penlastearate
Tetraglycerol 122}
monastearate
Hydrog fatty Hydrog d 123
acid ester hardened castor oil
Polar wax Complex mixture 120.22,23.29.3035]
containing, e.q.,
esters of acids and
hydroxyacids
Others Saturated [26,29,30.36]
polyglycolsed
glycerides
Beeswax 129.50,57.38)
Paraffin wax 124)
Cholesterol 124,39]

Phospholipids 1391
Microcrystalline wax (211

Hyd.mphilic and lipophilic drugs can be incorporated or
pped into polymeric nano- and microparticles with rela-

dvely high efficiency. Thcse hnds of drug carrier sysnems have

proved to be more physi ically stable than |

both in wive a.md dunng storage. Tlu.',lr main d.ludva.nmy:s are

drug release and applications

more glucopyranose units, They are known for being able to
include apolar molecules inside their hydrophobic cavities and
provide these guest molecules with berter stability, higher
water solubility and increased bicavailibility and/or decrease

lesirable side effects. Hi , 50 far, no study has estab-
lished the ability of cyclodextrins to induce a conrrolled
release of the included drug in vivo (2,11.15).

SLNs were developed in the carly 1990s and have since
been considered to be pmmi.'.ing drug carrier systems, espe-
cr.d.ly w‘.\d} a view to giving the mcorpontcd active substance a

| profile. C { with liquid lipid formula-
tions, such as far nanoemulsions, drug mobility is indeed
lower in solid lipids than in liquid oils. SLNs are in the sub-
micron size range (50 — 1000 nm) and are composed of a lip-
idic matrix that is in the solid state at room temperature, They
seem to provide an alternative drug carrier system o lipo-
somes and polymeric nanoparticles. SLNs indeed combine
several of those carriers advantages while avoiding some of
their disadvantages. The lipids used are similar to physiclogi-
cal lipids, so toxicity is reduced. SLNs are physicochemically
stable and can be produced telauvely casily on a large indus-
trial scale. In addition, raw Is and production costs arc
relatively low. Their most important ||rn|:=uion is thar the
drugs that have to be incorporated into SLNs must be
lipophilic enough so as to ensure high entrapment efficiency
(EE). So far, SLMNs have been studied for parenteral and oral
administration, and topical application (1,14-19).

This review describes solid lipid microparticles (SLMs),
production methods, characterising methods, the ability of
SIMs to be used as d.mg carrier systems, and applications of
SLMs. The composition of SLMs is equivalent to SLNs, but
in the micrometre size range. Given the similar compositions
of SLNs and SLMs, SLM: i also be considered as physio-
logically patible, ph ically stable and allowing a
large-scale producuon The difference berween SLNs and
SLMs lies in their recpecnve size ranges, meaning that their

lication domains and ad ion routes can be differ-
en: Nevertheless, SLMs as well as SLNs, in their respective
application fields, can both be considered as promising drug
delivery systems. However, so far, SLMs have remained rather
untapped.

2. Solid lipid microparticle preparation
techniques

that p hod y require organic sol

and that large-seale pmdm:uan is rather difficult. Moreover it

is cruu.al to choose suitable polymcrs thar have proved 1o be
biodegradable and genic (2369). Syn-

thetic polymer miatrix. materials have also_been suspnctcd w0

2.1 Materials
C ly used ials for SLM

+ Lipids, including fatry aleohols, fary acids, farry acid esters

Facturing are:

lead to detrimenml effeces on peptides and
incorporated during the manufacturing process 1),
Cyclodextrins have also been studied as a potential drug

carrier system that could modulate drug release rate. Cyclo-

of gl; | (monc-, di- and/er triglycerides), waxes, choles-
terol etc. A summary of regularly used marerials is
presented in Table 1.

+ Surfactants: many different surfacrants can be used, as

dextrins are cyclic olig harides composed of six (a-cycl d in Table 2.
lextrin), seven (P-cyclodextrin), cight (y-cyclodexering or ¢ Water
76 Expart Opin. Drug Delfe (2005) 2(1)
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2. Hot ag

1. Aqueous phase + emulsifying agent

with agent

phase
3. Primary WO emulsion

1. Lipids (and drug) dissolved in organic solvent
2. Druy dissolved in maited lipids
3. Aqueous phase

[y |
W

1. Solvent evaporation <
under ambient conditions
2/3. Cooling at room T or |
in an ice bath

Suspension of hardened

p

1. O/W emulsi
2. O/W emulsion
3. W/O/MW emulsion

Figure 1. Schematic representation of solid lipid microparticles production by: (1)

I i thod; (2) O/W melt

dispersion technique; and (3) W/O/W double emulsion technique. Modified from CORTES! R, ESPOSITO E, LUCA G et al:
Production of lipospheres as carriers for bioactive compounds. Biomaterials (2002) 23011): 2283-2294 [42].

Table 2. Emulsifiers used for solid lipid microparticles
manufacturing.

Description References
Poloxamer 188 [25,27,30]
Poloxamer 407 [20]
Polysorbate 40 U]
Polysorbate 80 [26,37]
Sorbitane monopalmitate m

Sodium dodecyl sulphate [1,25.29.30]
Polyanyl alcohol [10,25,29]
Soya lecithin f1.21]

Egg phosphatidyl choline 1341

2.2 Preparation technigues

Studies have shown thar simply mixing the ingredients is not
sufficient to ensure controlled-release SLMs formulation
{0411, Drug release cannot be prolonged, based an a solid
martrix where drug and lipids are just physically mixed. The

production technique must allow the drug ro dissalve or o
disperse into lipids.

2.2.1 Solvent evaporation method

A similar merhod is widely used for the prepararion of poly-
mer microparticles. The classical solvent evaporation
method regularly used is described in Figure 1. Lipids are
first dissalved in an organic solvent (most often chlorinared
solvents) and are then emulsified in an aqueous phase con-
taining an emulsifying agent. The resulting O/W emulsion
is finally stirred for several hours under ambient condirions
in order to allow the solvent evap 421, A dified
solvent evaporation method has also been widely described
11031330, In this technique the lipids are also first dissolved
in an organic solvent. By mixing, the drug is then incorpo-
rated into the organic phase cither as a solid (5/0/W)
which has been first grinded in a mortar in the presence of
liguid nitrogen, or dissolved in an aqueous solution (W/O/
W). The obtained preparation is then emulsified into an
aqueous surfactant solution. The emulsion is poured into
an ice-cooled aqueous phase and  stirred.  Obrained

Expert Opin, Drug Defiv: (2005) 21) 77

291



Solid lipid microparticles: formulation, preparation, character

microparticles are filcered, rinsed with water and dried in a
dessicator.

2.2.2 O/W melt dispersion technique (for lipophilic
drugs) [10.27.29,31,34,37.38,42
This is also called hor melr microencapsulation technique
(which can be carried out by normal or phase inversion tech-
nique). The drug is dissolved in the melted lipid (the melring
temperature depending on the lipid used). The hot mixture i
emulsified into an aqueous surfactant solurion that is heated
abave rhe lipid melting point. The O/W emulsion can then
be poured into a larger volume of ice-cooled aqueous phase
1o29,31]. The Ision, which is obtained by mixing with a
high shear device (e, Ultra-Turrax® [TKA], or Silverson
mixer), is finally allowed to cool cither ar room temperature
orin an ice bath (Figure 1).

Hardened microparticles are filtered, rinsed with water and
dried in a vacuum dessicaror.

2.2.3 WIO meilt dispersion technique (for hydrophilic
drugs) [21]

This method is a variant of the O/W melr dispersion tech-
nique, bur ir is used for water-soluble drugs. This process does
not use water in order to avoid excessive drug solubility into
the external aqueous phase and thereby low drug loading in
microparticles. First, the drug is dispersed into the melted
lipid rogether with the surfactant. A hot nenaqueous continu-
ous phase (e.g. silicone oil) is poured into the molten lipid
phase. The obtained dispersion is then rapidly cooled through
cold oil addition and immersion in an ice barh. Solidified
microparticles are separated from oil by centrifugarion and are
finally washed and dried.

2.2.4 WIO/W multiple emulsion technigue for water-
soluble drugs

A heated agueous drug solution is emulsified into the melted
lipid. The obtained primary W/O emulsion is pur into an
external aqueous phase and stirred so as to ger 2 W/OMNW
emulsion. The latrer is then cooled either in an ice bath 30) or
at room temperature under stirring [42) (Figure 1), Hardened
microparticles are filtered, rinsed with warer and finally dried
in a vacuum dessicator,

2.2.5 High-pressure homogenisation

The homogeniser can reduce particle size to the micro- or
cven the nanometre range of size depending on composition
and process parameters.

2.25.1 Hot homogenisation
A pre-emulsion is obtained by mixing 2 hot aqueous surfacrant
solution with the dnlg‘lmded Ilp|d melt, using a high shear

device. The high. is preheated at a tem-
peraure above the lipid mr_'lnng point (252643, The pre-
Ision is pur t h the b iser once or several rimes,

Formulations are than allowed to cool 4t room temperature,

drug rel and li

2.2.5.2 Cold homogenisation [26.43)

The drug is dissolved into the melted lipid. After solidifica-
tion, the mixrure is milled in liquid nitrogen or dry ice with
the help of a mortar mill. Grinded particles are then dispersed
into an aqueous surfactant solution heated ar 5 — 10°C below
the lipid melting point, Particles can be disrupted by putring
them through the homogeniser once or several times,

2.2.6 Microchannel emulsification technique [44.4s)

This technique is considered to be a novel method used ro
prepare. monodisperse O/W and W/O emulsions without
high mechanical stress and at lower energy input compared
with conventional emulsification processes.

A silicon microchannel (MC) plate, which is fabricared by
micromachining rechnology, is used, and droplets arc pro-
duced by forcing the dispersed phase into the continuous
phase through the MCs. The droplet size is precisely regulated
by the structure of the MCs. This manufacturing technique
yiclds monodispersed droplers. A SLM suspension is obtained

after cooling the emulsion at room reperature.

2.2.7 Cryogenic micronisation

Lipid matrices, obtained cither by melr dispersion (the drug is
added to the molten lipid under magneric stirring, the melt-
ing temperarure depending on the lipid used) or solvent scrip-
ping (the drug and lipid are dissolved into a solvent mixture
under stirring, e.g., benzyl alcohol/ethanol (241}, are stored at -
80°C and then micronised in a customised apparatus supply-
ing liquid nitrogen during the process. Obrained powders are
finally sieved in an automaric sieving apparats. This tech-
nigque can be used for particles of + 5 — 5000 pm in diameter
according to the chosen sieves.

2.2.8 5pray congealing (also called spray chilling)
[20-23,28. 36,41 48]

Lipophilic marerial is heated to a temperature above its mele-
ing point. The drug is then dissolved into the melt. The hot
mixture is atomised with a pneumaric nozzle into a vessel that
is stored in a carbon dioxide ice bath. Obrained particles are
finally vacuum dried at room temperature for several
hours (20,258,417,

In the first variant of this rechnique, the melted mixture is
atomised by ulirasound energy into small droplets thac fall
freely and solidify by cooling at room temperature [21,23,34).

Another variant of the spray chilling method, using a rotar-
ing disc, has also been described (22, With this method the
melted mixture is dropped onto a high-speed roraring disc.
The rotation causes the molten mixture to spread and spray
from the disc periphery onto a chilled surface from which
microparticles are collected (Figure 2).

229 5pray drying (3946

Lipids and the lipophilic drug are dissolved simultancously
into an organic solvent. The mixeure is then spray dried in
arder to ger solid lipid particles (Figure 3).

78 Expert Opin. Drag Dele (2005) 201)
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Cycione
recovery
Final cooled and
solid product
Figure 2. Schematic representation of the spray congealing process.
Healed drying
Atomisation
Frocict. Droplet chamber Solvent
or solution

Figure 3. Schematic representation of the spray drying process.

3. Solid lipid microparticles characterisation

3.1 Determination of particle size distribution
3.1.1 Laser diffractometry
Laser diffractometry (L) size analysis is based on the princi-
ple that particles of a given size diffract light through a given
angle, which increases with decreasing particle size. Two dif-
ferent diffraction theories can be used (Mye and Fraunhofer)
o determine the size distribution from the light intensity
reaching the detectors. However, it is important to notice that
the LD technique does not measure particle size in the strict
sense, but rather calculates size from light scattering effects.
The laser diffraction technique has the advantage of covering
4 broad size range (from the nanometre to the lower millimetre
range (15.471) while being usable with wet as well as dry samples.
This way, LD seems to be one of the most convenient rech-
niques for SLM size determination: submicronic particles as well
as aggregares can be identfied in microparticles populations.
The results can be exp | in rerms of standard p il
Diw, 0.9), Div, 0.5) ( = mass median diameter) and D (v, 0.1),
which correspond ro size values below which 90, 50 or 10% of
sample particles lie. The span valuc is the measurement of size
distribution width and is caleulared as follows (24,45

Span = [Dfv, 0.9) = D(v. 0.1)]/ D(v. 0.5)

3.1.2 Electrical zone sensing method

The electrical zone sensing method, also called electroresist-
ance particle counting method (with ‘Coulter counter muld-
sizer’ or ‘Elzones’ instruments), is based on the principle thar
when a particle suspended in a conducting liquid gets through
a small orifice, on either side of which are electrodes, a change
in electric resistance occurs. A known suspension volume is
actually drawn through an orifice, which is the only conduct-
ing path between two electrodes. The resistance between
those electrodes is monitored. When a particle gets through
the orifice, a pulse increase in resistance appears. The increase
in resistance is proportional to the particle volume. As a result,
the diseribution of pulse magnitudes can be used as a
measurement of particle volume distribution [48-50.

1.1.3 Scanning electron microscopy and optical
microscopy (4s.50)

Both rechniques are used to determine parricle size, particle
shape and surface characteristics simultancously. The main

fisad ge of such rechniques is thar they can only examine

Expert Opin. Drug Delv (2005) 201)
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Figure 4. Scanning electron microscopy photomicrographs
of solid lipid microparticles. Taken from SANNA V, KIRSCHVINK
N, GUSTIN P er al.: Preparation and in wivo toxicity study of solid
lipid microparticles as carrier for pulmonary administration. AAPS
PharmSciTech (2004} 5(2): Article 27 |27], with permission.

a rather small number of particles. Indeed, the number of par-
ticles that need to be counted (300 — 500) to obrain a good
distribution estimate causes the method to be slow and tedi-
ous. In addition, the diameter is obined from only two par-
ticle dimensions (i.e., length and breadch). No estimation of
particle thickness is available.

We generally tend to consider thar optical microscopy
makes it possible to measure particles of 1 — 100 pm in size.
Electron microscopy can measure particles of 0.01 - 1 pm.

Oprical microscopy seems to be sufficient to determine
SLM size if distribution is monodispersed. However, SLM

drug release and applications

3.1.5Image analysis system
The image analysis system is 2 new rechnology developed o
determine and analyse particle size (0.7 — 2000 pm) and shape,
This technology can be seen as a kind of automated micro-
scope: combining the precision and sensitivity of an ordinary
microscope with the stadstical significance of the number of
analysed pardcles — this being carried out cither in real time
(1011 or within a few minutes (52). Its ability to analyse particle
shape provides users with |)|d's qualll.y hl:\!pful mimmluon w
characterise I or
powders) [52]. Asa n:ult. rJu: mugc analysis xy\trm can be used
in order to better und, | material bek r (e.g., powder
fowability). Morphological ! ined by the
software  include slmng rlnlnm,r i1, mean  diameter,
convexity, roundness and clongation, among others,

This technology is bound to become increasingly popular,
although the apparatus still remains rather expensive 1481,

1.1.6 Determination of aerodynamic size distribution
[48.53,54]

Aerodynamic size analysis only concerns the inhalation field.
The aerodynamic diameter of pa.mdes or droplets is ::tu:llv
the most important ing acrosol d

This parameter is defined as the Hikmeret ok & e cls:nslr\r
sphere with the same settling velocity, generally in air, as the
particle. This includes particle shape, density and physical
sizc, all of which influence the particle acrodynamic diamerer
[53. The determination of acrodynamic size distribution is
useful to determine rhe respirable fraction (341, Such determi-
narion is generally carried our with a cascade impactor. The
principle on which these impactors operate is based on the
aerodynamic behaviour of aerosol particles. They use the
principle of inertial separation to size particulate samples from
the gas stream. The impactor usually has several stages for par-
ticle size determinarion, each of which gives a cut off point

based on the particle acrodynamic diameter.

3.2 Determination of solid lipid microparticle

populations often contain some submicronic particles that
can only be detected by using scanning electron microscopy

(Figure 4).

3.1.4 Sieving analysis
This method uses a series of standard sieves in a range of
standard diameters. A given powder mass is placed on the
first sieve (with the broadest mesh) in a mechanical shaker.
The powder is shaken for a given period of rime and the
material that gers through one sieve and is retained on the
next, finer sieve, is collecred and weighed (s0.511. Sieving is a
straightforward technique able to produce a separated size
fraction for possible further studies. This technique should
be avoided for particles < 40 pm, fragile particles, irregular
particles such as elongated needles, particles sticking 1o the

phology
The general morphology of SLMs is most often determined
by microscopy (scanning electron microscopy or optical
microscopy, see Section 3.1.3), but can also be studied by
using new image analysis technology (see Section 3.1.5). The
shape of SLMs can be significandy different from a spherical
shape.

The surface characreristics of SLMs (smooth or rough, reg-
ular or not) can be visualised by microscopy. Their surface
morphology has proved to vary depending on the excipients
used (41).

X-ray photoelectron spectroscopy (XP5), also known as
electron spectroscopy for chemical analysis (ESCA), is a high-
resolution technique for the elemental analysis of solid mareri-
als surfaces. Consequendy, XPS can determine the atomic

sieves or forming clumps, and particles elec 1l

charged (4s).

position of the particles surface. XPS is based on the
emission of electrons from marterials in response to photon
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irradiation, with sufficient energy to cause the core level elec-
tron ionisation. These electrons are emitted at energies char-
acterising, the atoms from which they are emitted. In view of
the fact that photons have a low pencrration energy, only elec-
trons belonging to surface atoms or just underneath surface
atoms (up w 100 A) escape and are counted.

This technology is used to gather information on drug dis-
riburion in microparticles; in particular, ro know if the drug
is present on the surface of particles or really entrapped within
them. Surprisingly, XPS is still rarely used in the microencap-
sulation field 121,315,361, This technique can be used when the
compound to be localised contains atoms that can emit elec-
trons after photon irradiation and are not present in carrier

materials (e.g., Cl, N).

3.3 Solid-state analysis of solid lipid microparticles
This characterisation step is necessary in order to detect possi-
ble modificarions in the physicochemical properties of the
drug incorporated into SLMs and of the lipophilic excipients.
It has been proved that although particles were produced from
crystalline raw materials, the presence of emulsifiers, the prep-
aration method and the high-shear dispersion may account
for changes in the erystallinity of matrix constituents com-
pared with bulk marterials. This may lead to liquid, amor-
phous or only partially erystallised metastable systems (s7.581.

It has also been proved thar with lipid drug delivery sys-
tems polymorphic transformations may occur during dos-
age form prep ion and subseq storage. Indeed,
during the melt solidification, tiglycerides and fatty acids
in particular can crystallise into different polymorphic
forms (i.e., the thermod ically instable o-form, the B'-
form, the stable B-form) dcpcndmg on lipid composition
and cooling rates. Polymorphic transformations may cause
changes in active and auxiliary substances solubilities and
melting points. In particular, the conversion of one poly-
morph inte another may change the physical properties of
the substance 110,285,

Indeed, considering thar the degree of lipid crystallinicy
and the possible modifications in the lipid's solid state are cor-
related with drug incorporation and release rates, and consid-
ering that the drugs solid- smte form {amorphou.s or
erystalline) in solid di i lution rates, it
is important w pay spccnal attention to these parameters [1.41].

The solid stares of bulk materials, as well as solid states
obtained from solid dosage forms (SLMs), are generally
analysed by means of the following differenc

1

3.3.1 Differential scanning calorimetry

[iffe | scanning cal try (DSC) is one of the most
widely used techniques to study solid state, and especially to
determine compound purity, stability and polymorphism.
This technique relies on the principle thar solid-stace modifi-
cations are characterised by different melting points and melt-
ing enthalpies [1). DSC indeed measures transition
temperatures (solidification and melting temperatures, glass

Jaspart, Piel, Delattre & Evrard

transition temperature, thermal degradation temperature) as
well as transition enthalpies [60).

3.3.2 X-ray diffraction

¥-ray diffraction is based on the principle that X-rays are dif-
fracted by crysuls, considering thar their wavelengths have
about the same magnitude as the distance between crystal
aroms or molecules. This rechnique makes ir possible to inves-
tigate a crystal structure (511 to assess the compound possible
amorphisation, elucidate some polymorphic transformations
and study interactions between active substances and
microparticle excipients (36,

3.3.3 Hot stage microscopy
Hot stage microscopy (HSM) is an analytical technique that
combines the best properties of microscopy and thermal anal-
ysis in order to carry out characterisation of the physical prop-
erties of the marerial as a function of remperarure. Combined
with high-resolution cameras and image manipulation soft-
ware, this technique is often used to confirm the transitions
observed with other techniques 1621, The solid states of bulk
drugs (lipophilic excipients and active substances) as well as
the solid state of obtained SLMs can be characterised by this
hni The main ges of HSM are the possibilicy o
uicnufy which particles (characterised by their shapes and
sizes) are first concerned by state rransition, and the possibilicy
to distinguish between the excipient’s behaviour and the drug,

234 Fourier transform raman spectroscopy and
infrared spectroscopy

Fourier transform raman spectroscopy and infrared spectros-
copy are useful tools for investigating the structural proper-
ties of lipids (11, These techniques have proved w be hxghly
sensitive to structural diffe in a molecules functi
groups that can take place during crystallisation or polymor-
phic transformations (63]. As a result, they can be used in the
field of SLMs ro study the solid-stares of bulk marerials or

solid dosage forms, and in particular to detecr interactions

between active substances and lipophilic excipients in molten
samples [20,41].

3.4 Drug loading determination

A few drugs or peptides with various lipophilicity degrees
have been incorporated inwo SLMs; for example, car-
bamazepine (361, theophylline (222329, &n!:ufen (234, hydm
cortisone [29], ik p fen (23], | fen [29), ind hacin
1291, pseudoephedrine HCI 30}, fluorouracil (35.38), frorafur (35,
insulin (31,33, o lotropin release hor-
mone (241, INA (321, piribedil 126,641, medroxyprogesteron ace-
wate [28), estradiol 17-P eyp (28], in (0],
verapamil HCI [21) and felodipine 120,411,

The determination of drug loading (or drug incorporation)
is an important twol to evaluate a potential drug carrier sys-
tem. It is obviously desirable to produce microparticles witch
high drug content in order to decrease the amount of

tine [31), g
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microparticles  to  be  administered,  whatever  the
administrarion roure.

Drug incorporation into microparticles can be expressed in
terms of theoretical drug loading, real drug loading or

entrapment efficacy:

Theoretical drug loading is expressed in a percentage
related to the lipidic phase (lipidic matrix + drug). Theoret-
ical drug loading (%) = (drug weighe = 100)/(drug weighr +
excipient weight).

(Real) drug loading or drug content is expressed as a per-
centage relared to the lipidic phase (lipidic marrix + drug).
Drrug loading (%) = (real amount of drug, assayed in SLM
sample x 100)/total weight of SLM sample.

Encapsulation efficiency (or entrapment efficacy or loading
efficiency) (EE) is caleulated as a percentage related ro the
total amount of drug iniriall}r used. EE (%) = (amount of
drug incorporated x 100)/amount of drug initally used.

The drug loading and EE can be influenced by a large
number of factors. The most often quoted parameters are the
following:

* The drug solubility in melred lipids should be high enough
tw obtain a sufficient drug loading [29] and thercby a
relatively higher EE.

The chemical and physical state of the solid lipid matrix
and of the drug to be incorporated have an influence on
The choice of the preparation method can also influence
the EE of the drug into SLMs. For example, the melt dis-
persion technique g Ity gives higher encapsulation cffi-
ciency than does the solvent evaporation mclmiquc [1e,31],
whereas the cold homogenisation technique generally gives
higher drug loading than hot homogenisation |2¢].

The way the drug is inirially dispersed into the lipid ar the
initial stage of the preparation (i.c., in the solid state or as a
solution) can also be considered as a relevant factor
influencing EE 10

Increasing SLM’s particle size generally leads to a higher
drug loading. This parameter has been studied by deter-
mining and comparing drug loadings of SLM in different
size fractions of the sample [23.35). It has also been noticed
that some of the smallest particles are formed by pure
excipicnts only (empty spheres) (231,

The theoretical initial drug loading influences encapsula-
tion efficiency, which generally decreases when the theorer-

-

drug and applications

* In some special cases, the external aqueous phase pH can
influence SLM's drug loading; for example, if the drug is
hydrophilic (e.g., when the drug is a peptide, such as insu-
lin 131331), the external agueous phase pH can be adjusted
in order to decrease drug aqueous solubility and thereby
enhance drug-loading efficiency.

Because of all these paramerers can influence encapsularion
efficiency, various formularions and processes have to be smud-
ied in order to maximise drug content in microparticles, Drug
content optimisation can be achieved with the help of experi-
mental design methodology, which makes it possible to study
several parameters simultaneously on one or many chosen
responses; for example, drug content es661. It is also impor-
tant to notice that drug loading mighr lead to some changes
in SLM size distriburion [35].

Drug loading and encapsulation efficiency are generally
determined as follows. SLMs are first isolated from the agque-
ous phase. The aqueous SLM suspension is either filtered or
cenrrifuged, or even ultrafiltered (for the smallest microparri-
cles), to separate SLMs from che agueous phase, Particles are
then rinsed with water in order to eliminate the drug crystals
that are not incorporated into SLMs. Finally, obrained parri-
cles are dried. SLMs are then cither dissolved into an appropri-
ate solvent or heated with a suitable aqueous solvent in which
the drug is soluble and shaken in order to extract the drug in
the solvent. The drug assay is carried our on the obrained
solution: generally by means of a spectrophotometrical
technique.

The preparation of SLMs by spray congealing or spray dry-
ing does not use warer, which makes it possible ro avoid the
separation step berween SLMs and the aqueous phase.

As deseribed in Section 3.2 of this review, XPS analysis can
give further information about the encapsulation of drugs
into SLMs. This rechnique is used to localise the drug inside
the particle, and thereby to know whether the drug is present
on the surface of the particles or really entrapped within
them.

4. In vitro drug release study

As described in Section 1, SLMs are mainly used to ensure the
incorporated drug release is controlled. Thercfore, a drug
release study has to be carried out on obtained SLMs.

Drug release profiles are determined by an in vitro dissolu-
tion test. This rest is generally c.1rr1ad our ‘m:nrrlmg © the

ical loading increases (103133, In this case, it is imp
to use relatively high theoretical drug loading in order to
get sufficient drug content, but the theorerical drug load-

ing must also be limited o avoid a d in 1

Pharmacopeia (USP or Europ
for example, by using a basket or paddle su.mng apparatus
The dissolution medium is chosen depending on the intended

d ion route, The sample can be pur either into a cell

tion efficiency and a resulting waste of drug. Some mcaudl
has reached contrasting conclusions which could be
accounted for by poor water solubility of the drug, and
therefore by a smaller relative drug loss with increasing

theoretical loading [29].

with two chambers (one chamber contains the sample, the
other chamber is the acceptor compartment) separated by a
stainless steel sieve plate (with pores of a chosen diameter)
131,331, or into a dialysis rubing device (341, In order o improve
the wettability of micru]ml.il:l:ai, a surfactant is generally
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added to the dissolution medium 22,381, Drug release is finally
assayed spectrophotometrically. In the special case of wopical
administration, the drug release study was completed with the
help of the Franz diffusion cell technique [37].

It has also been noticed that a 24-h time interval is consid-
ered sufficient to study the sustained-release potential of drug
carrier systems (.e., SLMs) (24). Release profiles can be further
studied by determination of two statistical moments: i) the
in vitro mean dissolution tme (MDT, . ): and i) the vari-
ance in dissolution rime (VR . ): and an associated staristical
parameter, the concentrarion—time profile relarive dispersion
(RD). The way to calculate these parameters has been
described by Passerini eral (21 The statistical moment

pproach has the advantage of allowing the dissolution curve
o be separated into stages and, therefore, to check for
mudifications in the release mechanism during the dissolution
test [21].

Drug release is expected to be affected by several p:
ters. First, the dissolution medium [26.41.67) and the dissolu-
tion method (68] must be both correctly chosen in order to get
a correct prediction of the in vive drug release from micropar-
ticles 1241 The choice of the dissolution medium and method
can actually affect the in pitre drug release study results and,
therefore, their correlarion with the in vive drug release study.
The nature (hydrophobicity) of the excipient is considered to
be the most important parameter influencing drug release.
More hydrophobic materials are expected 1o reduce rhe d:ug
release rate [22-24411. The chaice of marrix !
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medium, followed by a phase of decrease in the release
rate (26,3133,

At the end of the release study, some of the drug may
remain enclosed in the particles 133), in particular if the drug is
adsorbed into the lipid matrix material (31).

5. Administration routes, in vivo drug release
and biocompatibility studies

Despite their high potenrial as p g drug carrier sy
SLMs have been rather unexploited. So far, only a few com-
plete studies on SLMs have been published. Consequently, lit-
te data are currently available on SLM in vivo administradion,
drug release and biocomparibility.

Mevertheless, as assumed for SLNs (1, it could be antici-
pated that SLMs are well wlerated in living systems because
they are made of physiological compounds. On the other
hand, the roxicity of the surfactants has o be considered,
although not more than other drug carrier systems. No prob-
lems should occur, provided an approved surfactant is chosen.

This section presents an overview of tested SLM adminis-
wration routes and corresponding in vive drug release and
biocompatibility studies carried out so far,

5.1 Peroral administration

The peroral route is the most often cited SLM administration
route in the literature 20-23.2638.41). It includes aqueous SLM
di SLM rablets, pellets or capsules. However, data on

the release process rate. Another way o change the matrix

inwive drug release and biocompatibility studies arc most

hydrophobicity is by adding a hydrophobic or hydrophilic  often
excipient (20,2241,
The drug’s physicoch | charac (irs water solubil

g. Demirel [26) has nevertheless perorally adminis-
tered SLM suspensions to rabbits; such suspensions were

ity) also play a part (231, The release rate and the of

[ 1 of Compritol® 888 ATO (Gartefosse) and Labra-
sol® (Gattefosse) as a lipidic matrix, Tween® 80 (ICI America)

drug relessed from SLMs increase with drug hydrophilicity.
The preparation method of the SLMs can affect the drugs
release rate by influencing the matrix wettability properties (241,

as a surfactant and piribedil as the active substance. The bioa-
vailibility of piribedil-SLMs was found to be higher than with
pure piribedil.

The particle size is also considered as a relevant p
influencing drug release. Drug release from smaller particles is
higher than release from larger ones because of the larger
specific surface area of smaller microparticles 22411

A faster release is obtained with higher drug and/or adju-
vant content (e.g., lactose) in SLMs because marrix diffusion
is easier due to an increase in the number of pores created
during the release process (223035411,

The drug release increases when the medium agiration rate
in the dissolution apparatus increases (35

Storage can induce polymorphic changes in SLMs and
thereby modify the drug release rate 411

Conscquently, a suitable choice of SLM formulation (in

Considering that SLM lipidic matrices are composed of
physiological lipids and thar most surfactants have already
been used perorally, the authors cast no doubt on the
biocomparibility SLMs after oral administration.

5.2 Parenteral administration
SLMs could also be parenterally administered apare from the
intravenous route, owing to particle micronic size (in opposi-
tion to SLMs, which are often used for the intravenous
administration). Some studics have been carried out on the
in vive drug release and biocompatibility of SLMs.
Reithmeier 11051] has tested the biocompaubility of SLMs
composed of a glyceryl wipalmitate (Dynasan® 116, Hils AG)

terms of excipient nature, drug nature and drug loading) can
bring about the intended in mitro release profiles (e.g.,
sustained release (241, enhanced release (301).

If obtained SLMs are not rinsed after separation from the
aqueous phase, the dissolution profile shows a rapid release
from the external drug fraction towards the dissolution

lipidic matrix and polyvinyl alcohol as a surfactant by implant-
ing SLMs subcutaneously in mice. Polymeric microparticles
composed of poly(p,i-lactide-co-glycolide), a well known
approved polymer often used for parenteral applications, were
also implanted and used as a reference. The srudy showed only
a slight inflammartion reaction in the implantation area, bur
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that was the case for both SLMs and polymeric microparticles.
It has been concluded thar srudied SLMs showed comparable
biocomparibility to polymeric microparticles that have been
approved and used for parenteral administration.

Del Curto 124) has produced SLMs composed of glyceryl
monobehenare (Compritol® E ATO, Gartefossé) and conrain-

ing gonadotropin release hormone (antide) by co-melting

process, After subcutancous injection in rats, studied SLMs

d active ea

drug release and applications

splitting the ester linkage and thereby forming parrial ghycer-
ides or glycerol and farry acids. Olbrich notably proved that
SLNs composed of glyocn"ll.rmlymtal.: glyceryltripalmitate,
glyceryleristearate and cetylpal are decomposed by
enzymes such as lipases, and thar such degradation is influ-
enced by several paramerers (i.c., surfactant composition and
storage time) [10,60.70]. These lusi could re bly be
t.'xtrapﬂlat:d w SLMs, but should be confirmed’ by

proved o give the incorp b ined
release profile. Therefore, Anride-SLMs are porenrially useful
as a deport formulation when prolonged action is required.

5.3 Topical administration

SLM rtopical applications have been seldom used. However,
Yener (37] has studied SLMs prepared with beeswax as matrix
material, polysorbate 80 ( Tween® 80) as a surfactant and con-
taining a UV absorber (octyl methoxy cinnamate, OMC).
Obrtained SLMs were pur into topical vehicles (oleaginous
cream, carbopol gel and ofw emulsion). OMC release from
SLMs and the OMC penetration rate and amount were ested
through application on excised rar skin. Obrained results were

experi ion

7. Expert opinion and conclusion

SLMs can reasonably be considered as a promising drug car-
rier system even if they have not been widely investgared.
Actually, SLMs present several advantages: a physiological
composition and thereby a supposed limited roxicity; a possi-
bility of producing SLMs on a fairly large industrial scale; and
the relarive low cost of their raw marerials and production
P Some drawbacks must, | o be taken into
account. For instance, the drug o be incorporated into SLMs
must preferably be lipophilic enough in order ro achieve a

those expected: a decrease in OMC release rate and
{and therefore sustained action compared with free OMC
action), and a decrease in the penetration rate and amount,

5.4 Pulmonary administration
SLMs can be considered as a promising drug carrier system
for pulmonary administration even if they have been rather
unexploited so far (55,66 However, a preliminary in vivo toler-
ance study has been carried out with rats with SLMs com-
posed of glyceryl behenate (Compritol 888 ATO) as a lipidic
marrix and poloxamer 188 (Luwol® F68, BASF) as a sur-
factant. SLM dispersions in phosphate buffer saline were
administered intracracheally. Bronchoalveolar lavages were
performed on the anaesthetised rats. Total and differendial cell
counts (i.e., inflammatory cells) were then done with the col-
lected bronchoalveolar liquids. Results did noc show signifi-
cant differences between placebo groups and SLM-treated
rats. It has been concluded that the studied SLMs seem to be
well rolerared by the Iuwer airways, bur tolerance must still be
1 after imi

istrations [27].

6. In vivo fate

The in vive fate of SLMs has not been studied thoroughly so
far. However, in view of their similar composition, SLMs are
expected to behave in the same way as SLMNs in vivo, Corlsth
quentdy, the i vive fare of SLMs should d d on ad

high efficiency. The larter is also affecred by sev-
eral other parameters such as the preparation method, the
chemical and physical state of the drug and excipients, and
the size of particles obrained. In pracrice ir appears that one of
the main difficulties in using SLMs is to optimise formulation
parameters (excipients and drug nature, initial theoretical
drug loading erc.) and production techniques in order to
obtain SLMs thar have si ously a high P effi-
ciency, a high drug loading, the intended size according to the
desired administration route and presenting the desired drug
release profile.

Mosr research arricles present a complere characrerisation
of SLMs, including size and shape determinations, solid-stare
analysis and drug loading capacity studies, although such a
characterisation requires several analytical methods and is
generally slow and redious.

The in vitre drug release studies that have been up to now
carried out tend to prove the ability of SLMs to provide a con-
trolled release of the incorporared substances. Nevertheless it
must be raken into account that the dissolution medium and
the dissolution method are both critical parameters, which
must be suitably chosen in order to get a good correlation
berween the in witre and in wive drug release studies. The
main difficulty in smudying the rate of drug release from a car-
rier lies in mimicking as close as possible the expected in vive
conditions, Especially in the case of SLMs, the presence of

such as lipases exerts an important influence on drug

tration routes and especially on enzymatic proo:sscs. Because
SLM lipidic matrices are composed of physiological lipids,
they should be exposed ro metabolisation in wive. Lipases
should then be the maost involved enzy in the degradarion
of SLMs. This kind of enzyme, which is present in various

release, but this parameter is difficult to mimic in the iz vitro
dissolution tests, It is also interesting to notice that owing to
the lipidic narure of SLMs the drug release studies require the
use of surfacrtanr in the dissolurion medium in order tw
improve the microparticle’s wettability, However, it is regretta-

organs and tissues (notably in the gastroi | tract, at the  ble that the eventual influence of the addition of a surfactant
b or i ular injection sites), works by  on the in vitre drug release rates has up to now never been
84 Expert Opin. Drug Detiv, (2005) 2(1)

298



studied. This is why :h: pmlmnng drug release results
obtained by in vitro exy ion must be confirmed by
in vivo studies.

Concerning their application fields and

1

laspart, Piel, Delattre & Evrard

promising drug carrier system, which could be used by differ-
ent administrarion roures (i.e., peroral, parenteral, topical and
pulmonary mums} Haowever, drug release resules obrained by

routes, SLMs have until now been most often studied for per-
oral administration. So far, only a few applications of subcura-
neous, topical and pulmonary administrations have been
considered and should thereby be further investigated.

in virro exp and suggesting an abiliry for SLMs o
provide a controlled release to the incorporated substances
must be confirmed by in vive studies.

In the same way, the biocomparibility and in vivo fatc of
SLMs are in most research works disregarded, and should be

fered | even if the physiologically used

consi and

To sum up, given their ad ages and i

ing in vitro drug release results, SLMs can be considered as a

marerials tend to suggest that SLMs are biocompatible.
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Abstract

The contralled releas of drugs for pulmonary delivery & a research field which has been so far rather unexploited but is currently
‘hecoming increasingly attractive. The introduction part of this research article first details the potential advantages of solid lipid micro-
particles (SLMs) as drug carrier compared to liposomes and polymeric micrespheres. The aim of this work is to use SLMs to impart a
sustained release profile to a model drug, salbutamal acctonide (SA ). 5A was synthesized from salbutamol in order to increase the lipo-
philicity of this maolecule and thereby to increase its incorporation efficiency into SLMs. SA-loaded SLMs were then produced by a hot
emulsion technigue followed by high-shear homogenisation and the manufacturing parameters were optimized wsing the experimental
design methodology in order to reach a suitable partick size for pulmonary administration. Scanning clkctron micrographs showed that
SLMs arc spherical, have a smooth surface and that 8A crystallises outside of the particks when the drug loading is higher than 2004,
This was confirmed by X-ray diffraction. 84 in vitro release study from SLMs showed that the release rate increased with SA loading but
remained in every case lower than the dissolution rate of pure SA.

& 26 Elsevier BV, All rights reserved.

Keywards: Sold lipid micrapaticks; Pulbnonsry drug deivery; Sustaimed release; Salbutame] acelonide; Expermments] desigm

1. Imtroduction

The pulmonary tract tends to be considered as a very
promising and attractive route for the administration of
active substances intended to treat local pulmonary (e.g.,
asthma, COBP, and microbial infections) as well as system-
ic diseases (eg., diabetes). The pulmonary drug delivery
presents many advantages compared to other administra-
tiom routes, [T a loal effect is intended, the drug is concen-
trated at the action site, the amount of drug administersd
to patients is lower compared to the dose used with tradi-
tional adminmistration routes {(10-20% of the amount

* Comsponding auther. Laborstory of Pharmsceutical Technokgy,
Department of Phamsey, Universily of Lig 36, Tour 4, dlage 2,
Avenue de Ihépital, 1, 4000 Litge, Belgum. Td: +32 4 356 45 06, fax:
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Email addrews: dapaiiin g ecbe (5. Jaspart)

R39-6411/5 - qee front matter © 2006 Elsevier BV, All rights reserved.
dled: 101016 iph. 2006 07 006

administered by the oral route), systemic undesirable effects
decrease and the first pass hepatic and renal effects are
avoided. When a systemic effect is aimed, the interest of
pulmonary administration is based on the large lung sur-
face area available (140 m® for the human adult lung),
which is, thanks to its thin absorption mucosal membrane
(0.1-0.2 pm), in intimate contact with the circulatory
system [1—4].

Currently there is an increasing amount of drugs for pul-
monary administration on the market. However, up 1o
now, sustained release formulations for pulmonary delivery
have not been marketed yet in spite of the increasing inter-
est in this research feld. Omnly long acting Pe-mimetics and
wriicosteroids have been developed by pharmacochemical
modulation. But it is worth contrelling the drug release
rate and thereby achieving a sustained release dosage form
by amploying suitable carriers possessing appropriate drug
release characteristics [5]
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In this purpose the liposomes have been the mostexten-
sively investigated carriers [6-839] They can be prepared
with lung endogenous phospholipids as surfactants, with a
wide range of size and are able o incorporate both hydro-
and lipephilic drugs [10]. Liposomes proved to be able to
inrpart a sustained release profile to the incorporated sub-
stances [6] but they also present some disadvantages, ie.,
a high production cost, a relative instability during storage
[11] and nebulisation [12] that can lead to their disruption
and to the premature loss of entrapped substances. There-
fore lippsomal dry powder formulations are currently get-
Ling more attractive [6,13,14].

Polymeric microspheres have also been successfully test-
edl invitre [15,16] as well as in vivoe as sustained release drug
delivery system [6,17-19]. They are more physicochemically
stable than lipesomes, both in vitro and in vive, allowing
thus a slower release of encapsulated drugs [1,10]. Their
main disadvantage is that their safety still remains uncer-
tain. Armstrong et al. [20] showed that pulmonary adninis-
tration of PLA microspheres to rabbits led to histological
damages assessed in terms of pulmonary haemorrhage,
eosinophilia and neutrophil infiltration.  Inflammation
can, however, be avoided using large porous particles [21]

In this paper we decided to focus on solid lipid micro-
particles (SLMs), a carrier that has not been extensively
studied  up W0 epecially  for  pulmonary

administration.

now,

However, this kind of drug carrier presents many advan-
tages, SLM s can be considered as physicochemically stable,
allowing a largesale production at a relative low produe-
tion cost [22,23] and, seeing their composition, physiologi-
cally compatible [24]. Sanna et al. [25] evaluated in vive
SLMs acute toxicity aler intratracheal administration in
rats, No significant inflammatory airway response was
observed at the studied concentrations,

The aim of this study was to produce SLMS containing a
bronchodilator agent and providing a sustained release of
this active substance and thus a long acting protection
against asthma attacks. SLMs carriers allow high entrap-
ment vield for hydrophobic drugs [22], Indeed, as asserted
by Courrier et al. [1] for SLNs (solid lipid nanoparticles),
the factors determining the loading capacity of a drug in
lipidic excipients are, i.¢., the solubility of the drug in melt-
ed lipid and the miscibility of melted drug and melted lipid.
It must, however, be noticed that Cook et al. [13] recently
showed thatit was possible to incorporate hydrophilic mol-
ecules in SLMs by using a two-s tep manufacturing process
consisting of entrapping hydrophilic nanoparticles in an
hydrophobic matrix microsphere.

At the beginning of our research work, we first chose to
work with salbutamaol, a well known Pe-mimetic, Bul given
that this molecule was relatively too hydrophilic to be effi-
ciently incorporated inte SLMs with usual production
methods, we decided o synthesize a more hydrophobic
derivative of salbutamaol, ie., salbutamol acetonide (SA).
The pharmacol ogical effects of this molecule are currently
still under investigation but we chose o use it as maodel

molecule to show the efliciency of SLMs as sustained
release drug delivery system.

Since the produced SLM s are intended to be loaded with
SA, a molecule thatis currently studied for its potential fi-
mimetic activity, SLMs must reach the smooth muscle f-re-
wplors of the smallest airways. It is generally considered
that an optimal deep lung delivery is obtained with parti-
ces having an aerodynamic dizmeter between 0.5 and
Sum. One of the main difficulies of this work was then
to produce SLMs with a suitable particle size for pulmon-
ary administration. Therefore we chose Lo use the method-
ology of experimental design in order to optimize the
different manufacturing parameters. The produced SLMs
are finally intended to be administered by inhalation as a
dry powder.

So the aims of this paper are Lo produce SLMs, to opti-
mize their size, to characterize the obuained SLMs, and
especially to assess the in vitro efficiency of SLMs as sus-
tained release delivery system.

2 Materials amd methods
21. Materials

Glyeeryl behenate (Compri tol® BRE ATO) was received
as free sample from Gattefossé (France). This excipient is
a mixture of 13-21% mono-, $0-60% di- and 21-35% of
triesters of glyeerol and behenic acid (Caz) while other [at-
ty acids than behenic acid acwunt for less than 2004, Pol-
oxamer 188, a block copolymer of ethylene oxide and
propylene oxide (Lutrol™ F68) was purchased from BASF
(Germany). Acetonitrile of HPLC grade was from Merck.
Salbutamol acetonide was synthesized by the the Natural
and Synthetic Drugs Research Centre of the University
of Ligge, Salbutamol base used as reagent in the synthesis
was obtained from Cambrex Profarmaco (Italy). All other
solvents used in the synthesis and all other chemicals were
of analyvtical grade,

22, Development of a high-performance liquid
cromatography { HPLC) assay of S4

The used HPLC system consists of an L-7100 Merck-
Hitachi pressure pump, an L-7200 Merck-Hitachi auto-
sampler, an L-T330 Merck-Hitachi column oven, an L-
7400 Merck-Hiachi UVivisible detector and a D-7000
Merck-Hitachi interface. The swstem is controlled by a
computer running the “HPLC System Manager v 407
acquisition software developed by Merck-Hitachi. The
assay method was inspired and adapted from the salbuta-
mol HPLC assay described in the fifth edition of the Euro-
pean Pharmacopoeia [26].

Twenty microliter samples are injected on a Lichrocart
wolumn (125x4 mm id) prepared with a Lichrospher
RP-S¢lect B 5 pm phase (Merck™). The lemperature is
maintained at 30°C. The mobile phase is composed of a
65/35 (w/v) mixture of a 0018 M potassium dihydrogen-
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phosphate buffer (pH 3.65) and acetonitrile. The Qow rate
is adjusted to 1O ml/min. All samples are assayed in dupli-
cate at 220nm with 6 min run time. This method was sue-
cessfully  validated  and  showed good  linearity,
reproducibility and aceuracy from 0.5 to 20 pg/ml.

The limits of detection { LODY) and guantification { LOQ)
were both determined and found to be equal o 0,03 and
0.13 pgfml, respectively.

2.3 Salbwiamol acetonide synihesis

The synthesis of salbutamol acetonide was per formed in
the Natural and Synthetic Drugs Research Centre of the
University of Lidge as described by Caira et al. [27]. The
structure of SA is represented in Fig, |

2.4 FEvaluation of 54 lipophilicity

SA has been synthesized from salbutamol in order w get
a more lipophilic molecule, which could be more efficiently
incorporated into SLMs. So, first of all, computed logP
values were determined using the software CS Chem draw™
Pro version 4.5, The obtained logP values were 0.061 £0.5
and 1.82 4+ 0.5 for salbutamol and SA, respectively. Those
theoretical values seem w confirm that $A is more lipophil-
ic¢ than salbutamol. But in this research work it appeared to
be more important o evaluate experimentally and to com-
pare the partition coefficients of both salbutamol and SA
between the lipidic excipient used for SLMs manufactur-
ing, e, glersl behenate, and the aqueous phase. So
40mg of SA or salbutamoel was added o tubes containing
4 g glveervl behenate and 4 g purified water, The tubes were
kept for 30 min under stirring at 80 °C to ensure melting of
glyeervl behenate and thus to mimic the operating process

H
HaC
o

OH

&
HyC T CH;
i G,

Fig. 1. Chesrocal structune of salbutanel scetonsle.

o
a0°C
o
Lipidic  wvater = Phaza imversion
phase  Emulsifier emulsification

of SLMs fabrication (see Section 2.3). Alter cooling at
room temperature, centrifugation was performed and SA
or salbutamol was assayed in the agueous phase by the
HPLC method. Each test was realized in triplicate.

25, Preparation of 8A-loaded solid lipid micropariices

SLMs loaded with SA were prepared by a hot emulsion
technigue followed by a high-shear homogenization using
Ultra-Turrax™ T25 (Janke & Kunkel, IKA- Labortechnik,
Germany ). Glyeeryl behenate and S A were brought togeth-
er Lo 90°C 1w allow the melting of glveeryl behenate and
the dissolution of A in the meled lipidic excipient. Polox-
amer 188 and water were heated together at the same tem-
perature. The hot agueous phase is poured into the melted
lipid under high-shear mixing using Ultra-Turrax®™ T25,
but in view of Poloxamer |88 HLB value (which is equal
o 29) and of the relative concentrations of lipidic and
agueous phases (see Section 2.6), an O/W emulsion is final-
Iy obtained by a phase-inversion process, It is preferable to
pour the hot agueous phase in the melted lipid rather than
the contrary to avoid loss of lipidic excipient during the
manu facturing, This process is illustrated in Fig 2. The
SLMs suspensions obtained afler cooling at room temper-
ature were then lyophilized using a Heto™ drywinner
fresae-dryver FDE-DWE (Heto Holten, Denmark) in order
to get water-free SLMs,

26, Optimization of SLMs size by experimental design

SLMs optimal size was studied with the hedp of the
methodology of experimental design using the software
MODDE® 60, First of all the eritical manufacturing
parameters and their lower and upper limits were deter-
mined. Two independent experimental designs were carried
out, the first one using 2. 5% of dispersed phase (SA + glyve-
eryl behenate) and the second one using 5% of dispersad
phase, The influence of $A concentration, of the surfactant
wneentration and of the mixing duration on SLMs size
was studied within each experimental design. So the influ-
ence of SA concentration was tested from 5% o 25%
[expressed as the weight percentage of the dispersed phase).
The upper limit (23%) corresponds to the maximal
concentration of $A that can be dissolved in melied gl yeer-
vl behenate, The influence of swfactant {Poloxamer 18E)

Hagh
shear Cooling at room
midng lemperature
ﬁ
:
Hot = e
Emulsion Sl

Fig. 2. Schemate répreseéntsbon of the manufaiunng method of SLM: suspensons by hot émloon techng e followed by hagh-shedr hom ogenzmaon

and eocling
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Table 1

Limits of variation of the critical manufscluring parsmeten: in both experinsatsl designs contaning either 2.9% ot 5% of dispersed phass

Dispersed phase (%" Polexamer 188 come. (%" Miming durstn (mam) SA cone. (%7

Leswer bl Upper lamit Lewer bl Upper limit Leower Ht Uppet lamit
25 01 1 10 5 i

01 1 10 5 i

* Percentage o the total suspension weight {(w'w).
" Percentage of the dupemsed phass (wiw).

concentration was studied between 0. 1% and 1% (expressed
as the weight percentage of SLMs suspension). The 0.1%
valug corresponds 1o the minimal poloxamer 188 concen-
tration which is necessary te obtain a stable emulsion
and 1% corresponds to the value above which much foam
appears, The influence of mixing duration was studied
between | and 10 min. The studied parameters and their
limits of varation are summarized in Table |, The mixing
speed was studied in the screening step, Thus for a surlac-
tant concentration of 0.5%, a SA concentration of 1046 and
a mixing time of 5 min, mixing speeds of 8000-13,500 and
24,000 rpm were tested, The best results in terms of SLMs
size were obtained with the lowest spesd. This value
(BOO0 rpm ) has been chosen as a fined parameter for the
experimental designs,

A central composite fee-centered (CCF) design, which
is & cubic response surface methodology design, was used
to optimize manufacturing parameters. The Factor end-
points define the vertices of the cube and the axial points
are in the middle of all the cube faces.

2.7 SLMs characterization

271, Laser diffractomeiry

SLMs geometrical diameter was determined using the
laser difffactometry principle of Mastersizer™ 2000-Scir-
rocce™ 2000 Malvern Instruments, Malvern, United King-
dom) which applies the Mie sallering measurement
principle. 1.347 as real and 001 as imaginary refractive
index were assumed for our particles. The geometrical
diameter was expressed in terms ol volume median diame-
ter (INv,0.5)). The percentage of partides (in terms of vol-
ume) whose diameter lies in a specific range of size was also
determined.

2.7.2. Determination of SLMs true density and evaluation of
SLMs aerodynamic diameter

For particles intended to be administered by inhala-
tion, the geometric diameter is not enough o predict
the deposition site, The aerodynamic diameter is actual-
ly the most important parameter influencing the parti-
cles  deposition. This parameter is  defined as the
diameter of a uni-density sphere which has the same
settling wvelocity in air as the particle This notion takes
particle shape, density and physical size into account, all
of these parameters influencing the particle aerodynamic
diameter, The theoretical aerodynamic diameter of parti-
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des @n be caloulated based on the following equation
(28];

duy = \[2d,
Ill' P

where d is the mass-mean geometric diameter, pis the par-
ticle mass density and p; = | glem®,

The density p was evaluated in triplicate by weighing a
known amount (m) of SLMs powder in a graduated oylin-
der, by melting them at 80 °%C and by reading the final vol-
ume () after cooling at room temperature, The density p
was assumed o be equal o m {2)f ¥ (ml).

273 Scanning eleciron microscopy

Morphology and surface of dried SLMs were observed
by scanning electron microscopy (SEM) (Jeol JSM-
B40A). The samples were coated with platinum under an
argon atmosphers and were examined under an accelerat-
ing voltage of 20 KV,

274 Differential scanning calorimeiry

DEC measurements were carried out in order to deter-
mine the melting points of glycery] behenate and of SA,
but also to study the solid siate of SA in SLMs loaded
with increasing percentages of SA. Thermograms of
10 mg samples were recorded with a Mettler-Toledo™
DSCIS-TCIS TA Controller system, between 35 and
190°C at a speed of 10°C/min under a 20 ml/min nitro-
gen flux. DSC sysiem was controlled by the sofiware

STAR System v 6.1 SW.

275 Xeray diffraciion

Xeray diffraction measurements were performed in order
ter elearly elucidate the solid state of SA in SLMs, using a
X-ray diffractometer Siemens™ DX3500 (Cu K, source)
working at a constant temperature of 25°C,

28 Determination of the drug loading of SLMs powders

It appeared that it was really difficult w wash the
obtained reeze-dried SLMs on a filter without either clog-
ging the filter with the smallest particles or allowing the
biggest ones to pass through the filler. Mone of the mani-
fold tested filters allows SLMs filiration. So it has been
decided to use the whole SLMs powder for further experi-
ments. This powder contains mainly SA-loaded SLMs but
also some possible SA crystals, In this case the drug load-
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ing parameter just takes account of the possible loss of SA
on the surface of the vessel during the cooling phase of the
suspension manu fcturing process,

A liguid-liquid extraction technique was developed and
validated. A known amount of SLMs powder was weighed
and disselved in chloroform, Two consecutive extractions
were carried out on the organic phase with a pH | hydro-
chloric acid diluted solution, At this pH SA s totally con-
verted into salbutamaol, In view of its relative hydrophilicity
salbutamol went into the agueous phase. Salbutamol was
then assayed by the HPLC method deseribed in the ffth
edition of the European Pharmacopoeia [26] The assaved
salbutamol concentration was finally expressed in terms
of SA concentration, The real drug loading in the powder
was then caleulated and compared to the theoretical drug
loading. The entrapment efficiency (EE) of SA in SLMs
powder was also determined [23] using the following
equation:

EE(%) = (Real drug loading/Theroretical drug loading)
# 100,

2.0 Determination of 84 in vitro release from SLMs

The in vitro drug release was studied using the rotating
basket method described in the 4™ edition of the European
Pharmaco poeia [26] { Sotax AT7 disselution apparatus cou-
pled with an autosampler Sotax C615), The drug release
study was carried out at 130 rpm in PBS, pH 7.4, at
37°C. Seven replicates of each test were performed. Pow-
der samples were wrapped upin Whatman® glass fiber fil-
ters of GFF grade, the whole being closed with
cyanoacrylate glue to prevent SLMs escaping to the medi-
um while allowing them o immerse, A relative high speed
of rotation has been chosen in order o aceess discriminan-
cy. We have demonstrated that the hydrodynamic condi-
tions of the test play an important role in the dissolution
rate of SA. Indesd, by increasing the rotating speed, SA
dissolves aster, Thereby the release rate of SA from SLMs
becomes less dependent on SA intrinsic dissolution. The
aim of this study was not to mimic the pulmonary condi-
tions but rather to compare SA release from SLMs with
different drug loadings.

3. Results amd discussion
3.1 Evaluaiion of 84 lipophilicicy

The experimental partition coefficients between melted
glweryl  behenate and  water were found to be
46,88+ 087 and 440 4015 for SA and salbutamol,
respectively, These results confirm that SA is more hydro-
phobic than salbutamol and that its affinity for melted glye-
eryl behenate is about ten times higher than salbutamol.
Given that the incorporation efficiency into SLMs increases
with drug solubility in lipidic excipients, it can be assessed

that SA incorporation into SLMs will certainly be higher
than with salbutamol.

3.2, Optimization of SLMr size by experimental design

SLMs suspensions were realized following the experi-
mental plan determined by the software, Dried SLMs
obtained by freee drving were measured by laser diffrac-
wmetry. SLMs size was expressed in terms of percentage
of particles (in volume) whose geometric diameter lies
between 0.5 and 6 pm. This range of size has been chosen
because it corresponds to the suitable size for pulmonary
delivery taking the density and its influence on aerosd ynam-
ic diameter into account, Indesd as explained previcusly,
the optimal aercdynamic diameter for deep lung delivery
is in the range of size 0.5-5 pm. Given that SLM s true den-
sity is lower than 1 (see Section 3.3.1) the wrresponding
geometric diameter limits have been defined at 0.5-6 pm.

The best results were obtained with the second experi-
mental design which uses 3% of dispersed phase Indesd
the maximal percentages of particles having a median
diameter between 0.5 and 6 pm are around 3.5% for the
first experimental design and around 45% for the second
one. Moreover the R* which expresses the percentage of
variahility that can be explained by the model is equal o
0.60 for the first experimental design using 2.5% of dis-
persed phase and is higher (0.9%4) for the second one using
% of dispersed phase The analysis of main effects has
shown that SA concentration has no significant effect on
the response in the studied limits and that poloxamer |88
concentration and mixing time exert a significant influence
on the response. A quadratic effect of mixing time and an
interaction between mixing time and poloxamer 188 con-
entration were also observed.

The optimal production parameters were thus calculated
by the soltware and are summarized in Table 2, Since SA
concentration does not infuence the response and since
drug loading is likely to influence drug release profiles it
was decided 10 choose SLMs containing 5%, 10%, 15%
and 2% SA for further studies. SLMs suspensions were
produced in triplicate for each theoretical optimal manu-
feturing condition determined by the sofiware, The
obtained results were compared with the theoretical ones

Tahle 2
SLM: optinal mamfscluing permeters delermined by ansdyes of
enperimental designs s correspondmy thenretesl responses

Dupersed  Poksamer  Mimng dursticn SA (%)% SLMs in mag
phase (%" 158 ()" {mn} of soe

056 pm (%)
5 01 10 115 4531
5 0.1 16 55 A5
5 01 10 02 4473
5 0.1 16 155 44.53

* Expreseed as the weight percentage of the total suspension {w)/w).
= Fxpresied s the weight percentape of the dispersed phase (w'w).
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Com parsen between theontxal and experimentsl percantags of SLM: whoese meometne dismeter e betwesn 05 sl 6 um

Dispersed phase (%0 Polovarer 185 (%0 Miving dirstion (mim)  SA (%)°  SLMs in ramge of Theamstial nesponss
gz 056 pm (%) k5D (n =3 caleulsted by the soltware (%)
5 il 10 5 @452+ a1 4490
5 a1 10 10 4321+ 142 4530
3 il 1i 15 47+ 1al 4525
5 a1 10 .1} 43 59 057 4476

* Eapresied o the weight percentage of the totsl suspension (ww).
" Expressed = the weight percentage of the dispersed phase (wiw).

and are presented in Table 3. These results showed that the
experimental responses are well correlated with the theoret-
jcal ones,

1.3, SLMs characterizaiion

130, SLMs true densiiy and evalugiion of aerodynamic
diameter

Experimental wvalue of true density is 0.752 40013
(n= 3. As explained in the introduction part, the optimal
aerodynamic diameter range of size is considered to be
approximatively 0.5-5um. So, by applving the eguation
quoted in Section 2.7.2 which takes account of the true
density o determine the relation between geometric and

aerod ynamic diameters, we decided to consider the range
of size 0.5-6 pm as acceptable geometric diameter for pul-
monary administration.

132 Scanning eleciron microscapy

Fig. 3 shows SEM images of SA avsials, of drug-lree
SLMs, and o SLMs containing 1% and 25% SA. The crys-
tals of SA are needleshaped, Scanning electron micro-
graphs of SLMs revealed a spherical shape and a smooth
surface. Needle-shaped crystals identified as SA crystals
have been observed on the pictures of SLMs containing
253% SA but not on those containing 1% SA. The crysialli-
sation of 8A outside of the particles increases with the drug
loading,

Fig. 3. Scannmg electron mocrographs of () Salbutamel Acetonsle; (b) drug-free SLMs; () SLMs 1% A0 everall view {d) SLMs 1% SA: higher

are g e om; () SLMe 250 SA
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3.2.3. Differeniial scanning calorimetry

DSC profiles of glyeeryl behenate, pure SA, drug-free
SLMs and SLMs loaded with 1% and 20% SA, respective-
Iy, are represented in Fig. 4. Tharmograms of glyceryl beh-
enate showed a fusion peak at 74 °C while DSC trace of
pure SA showed a single Fusion peak at 97 *C. Thermo-
grams of SLMs with 1% and 20% SA did not show any
peak around 97 °C which could lead to the conclusion that
SA does not exist at the crystalline siate in SLMs. In order
Lo confirm this hypothesis we compared thermograms of
SLMs containing 1% and 20% SA with those of physical
mixtures of glyceryl behenate and SA at different relative
concentrations (see Fig. 5. DSC profiles of physical mix-
tures containing 70% glyceryl behenate and 30% SA
showed no peak corresponding to SA melting point, but
when the relative concentration of SA increased o 500
and 70%, a peak corresponding o SA melting appearad.

This can be explained by the fact that SA can dissolve dur-
ing the heating phase in meled glyeeryl behenate because
the latter melts at a lower temperature than SA. SA lusion
peak appeared in physical mixtures when SA reached the
saturation concentration in melted glveery]l behenate. This
phenomenon was previously described by Passerini et al.
[29.30]. Vippagunta et al. [31]also showed that DSC anal-
wsis was unsuitable 1o give information about the solid
state of a drug when it is soluble in the excipients. This
observation allowed us o determing the maximum solubil-
ity of SA in melted glycery]l behenate by integration of SA
fusion peaks appearing in the thermograms of the physical
mistures containing 0% and TP SA. The maximum sol-
ubility o SA in hot gyeery] behenate at the operating con-
ditions proved o be equal w 0309 £0.023mg SA/mg
glyeeryl behenate (n = 6). The same experiment was carried
out with salbutamel in order to determine its solubility in

Fig. 5. DSC themmograms of (a) sslbutamo] acetonide, (b) glyeeryl behenate and of physical moxtures contaming (e) glyceryl behenatef/SA (70/30),

ielp glycery] behenate/SA (SOSO) and o) glyosry] behenated SA {30/ M)
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melted glyceryl behenate and to show that this latier is low-
er than SA solubility, The obtained thermograms are rep-
resenled in Fig 6. The maximum solubility of salbutamaol
in melted glyceryl behenate was found to be equal to
0,104 + 0.003 mg salbutamol in glyceryl behenate (n = 6).
Indeed the thermograms of the physical mixtures glyceryl
behenatefsal butamael represented in Fig. 6 show that the
melting peak of salbutamo] disappears when its relative
concentration is close to 10%.,

However, DESC did not allow us o conclude about SA
solid state in SLMs containing 1% and 20% SA, seeing
that, at these concentrations, SA dissolves in glyceryl beh-
enate when this latter melis, Therefore another investiga-
tion technigue (X-ray diffraction) was used to elucidate
SA solid state in SLMs,

It was also observed that a decrease of the glyceryl
behenate melting point occurs on the DSC curves of
all the tested physical mixtures of glyveeryl behenate
and SA (30/70; 30450 and 70/30) and of SLMs contain-
ing 20% SA. This phenomenon was not observed with
physical mixtures containing salbutamol even at high
concentrations, Venkateswarlu and Manjunath [32] also
ohserved  the same characteristics with SLMNs  and
assumed them to be influenced by the presence of surfac-
tant [33]), In fact, owing Lo its chemical structure, SA
molecule  possesses an amphiphilic character with a
hydrophilic part and another part which is more hydro-
phobic and proved, at the opposite of salbutamol, te act
as a surfactant at high concentrations. This hypothesis
could explain the depression of the glyeeryl behenate
fusion peak in  presence  of relatively  high  8SA
concentrations,

334 X-ray diffraction
The X-ray diffraction patterns of poloxamer 188, glvoer-
vl behenate, salbutamol acetonide, drug-free SLMs, SLMs

K Jaspars er ol § European Sournal of Pharmarestes and Biopharmaceutics 65 { 2007 ) 47-56

o 8A, physical mixture SASdrug-Free SLMs 5/95, SLMs
20% SA, and physical misture SA/drug-free SLMs 20/80
are represented in Fig. 7. The patterns of SLMs with 5%
and 2004 SA were compared with those of physical mix-
tures containing the same proportions of SA. The charac-
teristic peak of SA locted at 18.4% 26 increases with
increasing concentration of SA in physical mixtures. This
peak was also observed with SLMs containing 20% SA
but not with SLMs containing 5% SA. This confirms that
SAis at least partially at the erystalline state in SLMs con-
taiming 2004 SA, but appears to be mainly amorphous in
SLMs containing 3% SA.

335 Drug loading determination

Drug loading values of SLMs powders conlaining theo-
retically 5%, 100, 15% or 200 SA and oblained according
to the production conditions determined by the experimen-
tal design were found o be 4.36% <4 002, 883% 4+ 0.46,
13.06% £ 0.26 and 18036+ 0.60, respectively (n= 3).
The SA encapsulation efliciencies (EE) in SLMs powders
were 873006 4 044, BR2T -+ 465, B0 + 1.74 and
89.26% + 303 (n= 1) for SLMs wntaining 5-10-15 and
20 SA, respectively,

134 Drug release in viiro siudy

The dissolution rate of pure salbutamol acetonide
was gompared to the release rate of salbutamol aceto-
nide from SLMs coniaining either 3%, 10%, 153% or
Nt SA. The release of SA from physical mistures of
drug-free SLMs and SA at two different relative concen-
trations (5/95 and 20/80) was also studied. The aim was
to compare the release profiles of SA when this drug is
incorporated inte SLMs and when it is only physically
mixned with SLMs. The obtained drug release profiles
are depicted in Fig. & This figure shows that dissolution
of pure SA is complete after 2 hours and that the

.

L L
iy

Fig. & DSC thermogprams of {a) salbutamol, (b gyoery] behenate and of physxal mitures contaming () gheery] behenstefsalbutamel (90010}, (d)
elyeeryl behensteysalbutsmsl (80/20}, (e) glycery] hehenste/salbutsmol (70,30}, (f) glycery] behenste/sal butamal (30/50).
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Releive intensity
%

Bo45 08 17 18 10 30 21 2 1 4 25
LTheta (deg)

Fig. 7. Xemay diffrsction pattems of {a) peloxamer 185, (k) glyceryl
‘behenate, (o) salbutame] scetonxde, (d) drug-free SLMs, (e) SLMs 5% 5A,
i) physical maxiune SASdrugfree SLMs 5095, (g) SLMs 200 54 and ()
physical nnxtune A drug-free SLMs 20/80.

release rate is the slowest for SLMs containing 3% SA.
The drug release rate increases with drug loading but is
in every case lower than the dissolution rate of pure
SA. It was also observed that SA release rates from
physical mixtures are higher than the release rates of
the corresponding  SA-loaded SLMs. The obtained
curves were linearized in order to determine for each
tested sample the times corresponding to 254, 50
and T8% of SA release, ie., #(25), 1(50) and #(75)
We suceeeded in fitting the curves by converting the
variable time Uin In (1) (minj for the curve of SA dis-
solution and by converting for the other curves, respec-
tively, the variable time ¢ in In (1) min and SA release
in Logit (M{i)), ie, In |f::|.’|) where M{t) represents
the SA fraction released at " time ¢ considering that
M., is equal to 1. The linearized profiles are presenied
in Fig, 9 and the caleulated #(25), ¢(50) and #(75) values
are summarized in Table 4.

These results tend to prove that a sustained release of
SA can be obtained by incorporation of SA into SLMs
but that physical mixtures of SA and drug-free SLMs are
not able to confer a sustained release profile to SA.

Sabutame] s dide s (%)

3
14
1
=
S
2 0 ye0O2E2 -S04 - 00683
2, d b oy 08Tl x 4652 ranoedd
= < € ym 07263365 e 05520
3 -3 h! d ye 06982z 1856 = 09506
44 a
-5 T T T T T
0 2 4 § 8 19

Init)
Fig 9. Expermentsl snd Hnearizedl relesse profilks of $A from () SLMs
e SA (D), (b) SLM: 10% SA (@), (c) SLMs 15% SA(+) and (d) SLMs
Ak SA AL

Table 4
Theotetical tames {onn) afler whach SA releces = equal to 25%:(r{25)), S0%
(S0 or T8% (e 75)) SA

54 SLMs 5% SLMs SLMs SLMs

SA 10 5A 15%: 5A A SA
125} 63 75 51 213 124
ki 1a.1 2550 HEa 13z 598
£ 75) L] Hi2E Tias 459.2 2|7

4. Conclusions

Solid lipid microparticles were successfully prepared in a
size range suitable for pulmonary administration using a
rather simple production technique. The methodology of
experimental design proved to be an interesting and useful
tool for optimizing particle size. In practice it 0 been
shown that it is possible o produce SLMs containing 20%
SA (or even 25%) but it has also been observed by SEM
and by Xeray diffraction that a high drug loading led o
SA crystallisation outside of the particles. The in vitro drug
release studies showed that SA release is slower when the
drug loading is lower butis in any case slower than the dis-
solution rate of pure SA. This ohservation allows us to
assess that the drug release can be sustained by using SLM s

—=—5A
--#- SLMs 5% SA
—8— 51 Ms 10% SA
SIMs 15% SA
-8 51Ms 10% SA
++ - P miciure SASLMs (555)
—5— Pive. mixiure SAELMs (2080

Timee th)

Fig. 8 SA disolution profils of pire SA conpared with SA nelease profils from SLM: contsining 5-10-15 er 2006 SA o from physical ndxiures

contaning $A md drug-free SLMs (5095 sl 20080} (n = 7).
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as drug carrier in comparison with pure drug. It can be
concluded that, given their numerous advantages and their
ahility to impart in vitre sustained release properties o the
incorporated active substance, SLMs can reasonably be
considered as a promising drug carrier system that could
notably be used for pulmonary administration. However,
thorough in vive drug release studies of pulmonary admin-
istered SLMs is up o now still missing in the literature. As
previously specified SLMs are intended to be administered
by inhalation as a powder. Further researches will then
consist in formulating  inhalation powders containing
SLMs with suitable excipients and determining respirable
fractions of the tested powders,
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