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Introduction

Depuis ces derniéres années, de plus en plus de molécules-candidates sont issues du « criblage
a haut débit» qui vise a augmenter le rendement de découvertes des nouvelles entités
chimiques (NCEs). Cette méthode utilise le diméthylsulfoxyde (DMSO) comme solvant pour
les essais, donc les nouvelles molécules issues du test ont en général une masse moléculaire et
un log P élevé ce qui contribue a diminuer la solubilité du composé étudié dans 'eau (1).
D’aprés différents auteurs, le pourcentage des candidats faiblement solubles dans I’eau est de
I'ordre de 60% - 75% (2) (3), et ces molécules appartiennent aux classes II (faible solubilité,
perméabilité élevée) et IV (faible solubilité, faible perméabilité) selon le systéme de
classification biopharmaceutique (BCS ou Biopharmaceutical Classification System) (4).

La classification BSC est présentée dans la figure ci-aprés.

Perméabilité

Class 1 Class 11
Solubilité élevée Faible solubilité
Perméabilité élevée Perméabilité élevée
Class I11 Class 1V
Solubilité élevée Faible solubilité
Faible perméabilité Faible perméabilité

F Y

Solubilité

Figure 1: Systéme de la classification du biopharmaceuntique (BSC) selon la solubilité agueuse et la perméabilité
du composé

A I’heure actuelle les laboratoires pharmaceutiques sont obligés de trouver des nouvelles
pistes pour assurer leur croissance et leur bénéfice, nécessaire a leur développement, en raison
de I'effet dit de ciseau, balance entre un profit en baisse a 1’horizon pour 1’ensemble du
secteur (5) et le colit gigantesque de la recherche et du développement dans I’industrie
pharmaceutique qui ne cesse de croitre en affichant de plus de 800 M € en moyenne pour

chaque NCE qui a obtenu 'autorisation de mise sur le marché (AMM ) (6).



Néanmoins, les processus de développement des nouveaux médicaments ne sont pas encore
suffisamment efficaces, car pour chaque 5000 a 10000 molécules qui entrent dans les
pipelines de Recherche & Développement (R&D), seulement environ 250 molécules ont
réussi a entrer dans la phase d’étude préclinique, 5 molécules sont arrivées dans les essais
cliniques et finalement une seule a obtenu I’AMM (7). On peut facilement conclure que la

réussite des molécules-candidates est loin d’étre satisfaisante.

La faible solubilité des NCEs est I'un des principaux obstacles dans la phase R&D car un
compos¢ faiblement dissout ne permet pas d’obtenir une exposition suffisante du médicament
(cf. figure 2) dans les essais in vivo. C’est pourquoi I’effet réel thérapeutique des NCEs ne
peut généralement pas étre évalué. Par conséquent, une piste potentielle pour améliorer cette
situation morose serait d’augmenter le taux d’introduction des NCEs en essais cliniques en
leur assurant une exposition suffisante. En résolvant le probléme de solubilité on pourrait
ainsi espérer un gain important. Selon certains auteurs, méme si 40% des composés dans la
bibliotheque chimique sont faiblement hydrosolubles, grace a des formulations galéniques

appropriées, I’efficacité de découverte pourrait étre améliorée de 67% (8).

3
Risque accru de toxicité
B 3
W
& i SN 1
g . Zone
3 i T T R thérapeutique
Risque d'inefficacité
1] 24 48 72 ah 1 2{) 144

Temps th)

Figure 2: Réle de la concentration sur I'effet thérapeutique du médicament

Depuis longtemps ce probléme de solubilité a attiré I"attention des industriels ainsi que des
chercheurs académiques. Suite & de longues années de travail, beaucoup d’approches sont
actuellement disponibles afin d’augmenter la solubilité de ces molécules dont notamment les

approches de fabrication de nanosuspensions,
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La premigre partic de ce travail exposera les théories fondamentales qui permettent de
comprendre le mécanisme a la base de l'augmentation de solubilité dans le cas des
nanosuspensions, puis les principales techniques de fabrication seront décrites avec des
exemples issus de la recherche ou de médicaments commercialisés.

Dans une seconde partie, nous aborderons le volet expérimental de notre travail : Dans un
premier temps le contexte du projet sera présenté, puis les matériels et méthodes utilisés.
Ensuite, les résultats expérimentaux obtenus lors de 1'étude de différentes méthodes de

fabrication de la nanosuspension seront abordés,
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I. Revue bibliographique

I.1 La dissolution des principes actifs

Un principe actif (PA) doit étre dissout avant de franchir les membranes biologiques (cf.
figure 3) méme s’il ne vise qu’a exercer une action locale. Si la dissolution est trop lente ou
incompleéte, la fraction disponible pour I’absorption sera beaucoup plus faible que la quantité
administrée (9), donc il existe un risque important de ne pas obtenir une concentration

suffisante dans la zone thérapeutique.

Dissolution Absorption

PA ————)  SOlution ms————)  Circulation sanguine

Figure 3 : Mise a disposition d*un principe actif dans 'organisme
2 I I !

Il est & noter que plusieurs facteurs interviennent sur les propriétés de la dissolution :

a. Structure chimique du produit & dissoudre

Deux processus peuvent ¢tre mis en jeu ; qui sont :
» Solubilité par ionisation : la dissolution s’effectue par dissociation des molécules en
ions, par exemple le chlorure de sodium (NaCl)
» Solubilité par polarité : les substances riches en groupements polaires (par exemple
OH, COOH) sont surtout solubles dans les solvants polaires. Les substances riches en
groupements apolaires (par exemple, CH3) sont solubles dans les solvants apolaires ou

peu polaires.

b. Latempérature

Une augmentation de la température augmente la solubilité du produit dans la plupart des cas.

12



¢. La surface de contact.

La surface de contact, la vitesse de renouvellement du solvant 4 la surface du produit dissous
et le temps de contact interviennent également positivement selon I’équation de Noyes-
Whitney (10)

dm D

“'(E = A"&'(Cs - Cb)

am . .
T . taux de dissolution

m : masse de la matiére dissoute

t : temps

A : surface de I'interface entre le solvant et la substance a dissoudre

D : coefficient de diffusion, qui est une caractéristique intrinséque de la substance
d : épaisseur de la couche de solvant a la surface de la substance a dissoudre

Cs: concentration de 1a substance a la surface

Chu: concentration de la substance au sein du solvant

1.2 Meéthodes pour augmenter la solubilité

L’obtention d’une solubilité aqueuse suffisante est difficile et fait objet de nombreuses études
et recherches. Beaucoup de méthodes (résumées dans le tableau I} ont été développées dans

les derniéres années.

A un stade avancé de la phase de recherche, pour résoudre le probléme de solubilité, la piste
de fa formulation galénique est privilégiée par rapport & des modifications de la structure
chimique de la molécule en question (8). En effet, cette modification structurclle du composé
est d’une part plus coliteuse et d’autre part présente le risque de modifier les propriétés de Ia
molécule avec le risque que les autorités compétentes exigent des industriels des données
supplémentaires pour garantir la sécurité, I’efficacité et la qualité du médicament candidat (11) ;
ceci entraine non seulement une dépense supplémentaire mais aussi un retard dans ['obtention
de PAMM donc du temps de protection sous brevet perdu, voire méme conduire a I’échec du

projet.
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Nous allons voir que la technique dite de nanosuspension permet de résoudre beaucoup de

problémes liés a cette faible solubilité aqueuse
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Tableau I : Différentes méthodes pour augmenter I'hydrosolubilité des composés

Modification Modification | Ingénierie | Réduction de | Amorphisation Systéeme de transporteur Formulation lipidique
chimique du solvant cristalline | taille
Pro-drug Co-solvant Formation | Micronisation Systéme solide | Complexation avec cyclodextrine Emulsion, micro-émulsion

de co- amorphe

cristaux
Formation de sel | Ajustement du Nanosuspension Vecteur nanoparticulaire SEDDS, SMEDDS

pH
Liposomes
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[.3 Nanosuspensions

Parmi les techniques d’augmentation de la solubilité, la micro/ nanonisation est une méthode
presqu’universelle pour les molécules de classe II afin d’obtenir une dissolution plus rapide et

une meilleure biodisponibilité

1.3.1 Définition de nanosuspensions

Les nanosuspensions médicamenteuses sont des dispersions colloidales sub-microniques de
particules pures de principe actif (aussi appelés nanocristaux) qui sont stabilisées par un
systéme de surfactants et /ou polyméres (12). Le milieu de dispersion peut étre I’eaun, une
solution aqueuse ou wn milieu non aqueux (par exemple, huiles, Polyéthyléne Glycol liquide)

(13).

1.3.2 Propriétés des nanosuspensions

A. Augmentation de Ia vitesse de dissolution par I'accroissement de surface

La diminution de taille des particules conduit a une augmentation de la surface de contact (cf.
figure 4), et comme démontré par 1’équation de Noyes-Whitney citée précédemment, ceci
augmente la vitesse de dissolution (14) ; cet effet est trés important lors que la taille descend
au rang nanométrique. Dans la plupart des cas, une faible vitesse de dissolution est corrélée a

une faible solubilité de saturation (13).
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Figuve 4 ; Effet de la taille des particules sur la surface de contact (77)

B. Augmentation de la solubilité 4 saturation

La solubilité a saturation (Cs) est considérée comme une constante dépendant du composé, du
milieu de dissolution et de la température du milieu. Toutefois, la taille des particules
n’intervient sur ce parametre que quand elle descend en dessous de la taille critique de 1 — 2
pm. Les nanocristaux ont une solubilité a saturation augmentée, comme théorisé par
I’équation d’Ostwald-Freundlich (15) qui est la transposition de I’équation de Gibbs-Kelvin pour un

mélange solide-liquide (16).

Equation d’Ostwald-Freundlich :

Log (Cs/Ca) = 26V/2,303 RT pr
Cs : concentration a saturation
Ca : solubilité des particules constituants
o : tension interfaciale de la substance
V : volume molaire de la substance
R : constant de gaz
T : température absolue
p : densité du solide

r : radius (diametre)
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Le transfert de molécules entre la phase solide (nanoparticules) et la phase liquide (milieu de
dispersion) a le méme principe que dans le transfert depuis la phase liquide vers la phase
gazeuse: d’aprés I’équation de Kelvin, la pression de vapeur d’une goutte de liquide dans la
phase gazeuse augmente avec la croissance de la courbure de surface donc avec une
diminution de taille particulaire. Dans ces conditions, la pression de vapeur est équivalente a
la pression de dissolution. Dans le cas d’une solution saturée, il y a équilibre entre la
dissolution et la recristallisation, et cet équilibre pourrait étre déplacé s’il y a augmentation de
la pression de dissolution (cf. figure 5), donc par conséquent une solubilité a saturation plus

importante.

5 3

L]

Surface plane

Micro-

particule O Nanoparticule

Légende : ' Pression de dissolution

Figure 5 : Pression de dissolution selon la forme et le diamétre des particules (13)

Comme montré par la figure 6, la solubilité & saturation du sulfate de baryum est fonction de
la taille des particules (calculée selon I’équation de Kelvin). L’augmentation de solubilité est

plus importante pour les nanoparticules par rapport aux particules micrométriques (13).

Saturation solubility of BaSO, in water at 293 K

1.2 e b i -
\»3- BaSQproporties
e M = 233 40 g/mol
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{ 50 giem
g c =222 mglL
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Figure 6 : Augmentation de solubilité du BaSO4 dans I'eau en fonction de la taille particulaire caleulée selon
I'équation de Kelvin

18



L’augmentation de la solubilité a saturation a deux avantages :
1. Amélioration de la vitesse de dissolution selon la formule de Noyes et Whitney, car le
rapport de de/dt est proportionnel au gradient de concentration (Cs-Cx)/h, dans lequel
Cx est la concentration du milieu et h est la distance de diffusion,
2. Le gradient de concentration entre le sang et le tube digestif augmente en raison de

I'accroissement de Cs, donc I"absorption via la diffusion passive est facilitée (13).

1.3.3 Comparaison des nanosuspensions par rapport aux autres formulations

destinées a améliorer la solubilité

Chaque approche visant & améliorer la solubilité¢ des composés peu hydrosolubles présentent
ses avantages et ses limites, donc leur choix est fonction de plusicurs aspects comme par
exemple : la voie d’administration, [a forme galénique, les caractéristiques physico-chimique
des composés... Un résume est présenté dans le tableau 1I

Par rapport aux formulations lipidiques, les nanosuspensions sont utilisables pour les
médicaments ni hydrosolubles ni liposolubles qui possédent une énergie réticulaire élevée
donc traduite par un point de fusion élevé. La conséquence est une tendance 4 la réduction de
dissolution des cristaux quel que soit le solvant. Les nanosuspensions réussissent 4 contourner
cet obstacle de dissolution et & maintenir les principes actifs a I’état cristallin avec une taille
suffisamment petite pour satisfaire aux besoins pharmaceutiques.

La technique de nanosuspension a comme avantage d’avoir une charge en masse par unité de
volume élevée, contrairement aux approches de formulation des principes actifs par des
vecteurs (par exemple les cyclodextrines) qui nécessitent Putilisation d’excipient de haut
rapport molaire. Cette charge relativement élevée en principe actif permet de réduire la dose a
administrer dans le cas oll un faible volume d’administration est nécessaire (par exemple, les
injections intramusculaires et les collyres).

L’autre avantage des nanosuspensions est la réduction de la quantité de solvants organiques
nécessaires par rapport a la technique en co-solvant, qui demande en effet une quantité
importante de solvants organiques pour solubiliser le composé. Malheureusement dans ce
dernier cas ce n’est pas sans poser un probléme de toxicité (1) et les effets secondaires

générés par les solvants peuvent étre graves. Par exemple, le Cremophor EL®! qui est souvent

¥ Cremophor EL* est un est un huile de ricin polyéthoxylé produit par la société BASF
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utilisé conune véhicule de formulation pour les principes actifs peu hydrosolubles augmente
la toxicité du paclitaxel, Ce dernier est un agent antimitotique utilisé dans certains traitements
de cancers. L’utilisation de Cremophor EL® pour formuler le paclitaxel s’est avérée étre
responsable de séveéres toxicités néphrologique, cardiologique et neurologique (17).

Le diametre des nanocristaux est en général compris entre 200- 400 nm, ce qui est largement
inférieure a la taille des plus fins capillaires qui mesurent environs 5 um. Par conséquent, les
nanosuspensions paraissent adaptées a la voie parentérale si les stabilisants du systéme sont
autorisés par les autorités. En employant les nanosuspensions, théoriquement tous les
médicaments peuvent atteindre une Dbiodisponibilité de 100%. Par définition, la
biodisponibilité absolue (=100%) est équivalente a la surface sous la courbe calculée dans le

sang obtenue apres I'injection intraveineuse d’une méme dose (18).
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Tableau II : Comparaison des différentes formulations potentielles pour les principes actifs peu hydrosolubles (19)

Formulation Potentiel de charge Adapté aux Convient aux Formulation liquide Voie Complexité de la
en principe actif principes actifs principes actifs a (L} ou solide (S) d’administration technologie
thermolabiles point de fusion
élevé
Nanonisation Haut Oui QOui L+S§ Orale + IV Complexe
Micronisation Haut Oui Oui L+S Orale Simple
Incorporation dans Bas Ou Oui | D Orale + IV (limité)
cyclodextrine
Formation de sel Haut Oui Oui S Orale Simple
Ajustement de pH Bas Oui QOui L Orale + IV Simple
Co-cristaux Haut Oui Oui Moyen
Formulations Bas Limité Limité L+8 Simple

lipidiques
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1.4 Meéthodes de fabrication de nanosuspensions

Deux approches de fabrication des nanosuspensions sont aujourd’hui utilisées : 1’approche

« Bottom Up » et "approche « Top Down ».

1.4.1 Approche « Bottom Up »
A. Principe

Une des méthodes conventionnelles de fabrication de nanosuspension est appelée « Bottom
Up technology » : le médicament est d’abord dissout dans un solvant organique et ensuite
cette solution est mélangée avec un non-solvant aqueux miscible. La solubilité du
médicament est faible dans le mélange eau-solvant organique, donc la précipitation a lieu en
générant des fins cristaux ou des particules solides amorphes. Cette croissance est trés rapide
en raison de la valeur élevée de la solubilité a saturation, ce qui améne a une nucléation
rapide (20) ; 'apparition des particules solides amorphes est favorisée par la sursaturation
quand la solubilité de I’état amorphe est dépassée. Cette préparation doit étre couplée avec un
processus de haute force de cisaillement pour ensuite réduire la taille des précipités de

maniére homogene (21).

| Solution de PA

Non solvant + stabilisants

Figure 7 : Principe de fabrication d’une nanosuspension par la technigue solubilisation- reprécipitation
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Les techniques de formulation de nanosuspension « Bottom — Up » peuvent &tre considérées
comme les méthodes les plus anciennes pour fabriquer les nanocristaux. En effet, elles ont été

développées depuis des années soixantes, Le tableau III récapitule les techniques citées dans

Ia littérature.
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Tableau ITI : Résumé des différentes techniques de « Bottom Up »

M¢éthode de préparation Description Principaux inconvénients Année
Fusion a chaleur Refroidissement rapide d'un fondu de mélange Décomposition possible du 1961
eutectique de PA et de stabilisants médicament par la chaleur
Evaporation du solvant Evaporation du solvant qui contient le PA et les Contamination par solvant, probléme 1965 (22)
stabilisants de toxicité
Hydrosol Précipitation a partir d’'un solvant organique par | Difficulté de contréler la taille des 1988 (23)
addition d’eau particules
Gaz anti-solvant recristallisation | Saturation de la solution de PA avec un fluide Difficulté d’éliminer le solvant 1991 (24)
supercritique organique
Expansion rapide de solution Diminution rapide de la pression du fluide Solubilité de PA dans le fluide 1999 (25)
supercritique supercritique dans lequel le PA est dissout supercritique
Cristallisation controlée pendant | Lyophilisation du mélange de PA, d’eau et de Temps de procédé long 2008 (26)

lyophilisation

solvant organique & une température relativement

élevée
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B. Exemples de procédé

Le procédé « Nanoedge » de Baxter International Inc. est une «boite & outils »pour les PA
peu hydrosolubles ayant un point de fusion et un log P élevé,

La premiére étape consiste en la microprécipitation aprés avoir dissout le principe actif dans
un solvant organique miscible a 'eau pour former une solution, puis cette solution est
mélangée avec un second solvant pour former une présuspension. De I'énergie est appliquée
pour former des particules de diamétre d’environ 400 nm & 2 pm (27). Cette énergie est
fournie par les méthodes qui provoquent des forces de cisaillement, des chocs ou encore des
forces de cavitation, par exemple la sonication, I’homogénéisation ou la microfluidisation. La

suspension produite peut étre administrée directement aprés une stérilisation appropriée (28).

« Nanomorph » d’Abbott est un autre exemple de méthode par précipitation permettant de
préparer les nanoparticules amorphes des composés peu hydrosolubles & partir du composé a
I’état cristallin. Les solvants miscibles & I’eau sont employés pour dissoudre le principe actif
en question suivi d’une précipitation par des solutions aqueuses contenant des polyméres.
Dans cette technique, la suspension du principe actif dans le solvant est introduite dans une
chambre ol elle est mélangée rapidement avec un autre solvant. La suspension est
transformée immédiatement en solution, puis, I'ajout de la solution aqueuse contenant les
polymeres provoque la précipitation du composé. Les polymeres maintiennent 1”état
nanoparticulaire du composé en empéchant Pagrégation ou la croissance. Une poudre
redispersible dans 1’eau peut &étre obtenue par les procédés traditionnels (par exemple

atomisation) a partir de la nanosuspension.

C. Avantages & inconvénients

Les méthodes « Bottom Up » sont plutdt utilisées & I’échelle du laboratoire et peu de
médicaments sur le marché sont issus de ce type de procédé probablement en raison de la
difficulté de la transposition d’échelle.

Les inconvénients principaux de ces techniques sont : I'utilisation de solvants organiques, la
difficulté d’éviter la croissance des nanoctistaux qui deviendront alors des microparticules,
I’'impossibilité¢ d’appliquer la technique aux composés qui sont a la fois peu hydrosolubles et

peu liposolubles. (29)
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1.4.2 Approche « Top Down »

Contrairement a la technique « Bottom Up » qui reconstitue des nanocristaux a partir d’une
solution, I’approche « Top Down » consiste a réduire la taille des grosses particules par divers

moyens en vue d’obtenir des nanocristaux.
1.4.2.1 Méthode de broyage

A. Principe

Le broyage a boulets a ét¢ déja utilisé dés la premiére partie du 20°™ siécle pour produire les
suspensions ultrafines et reste le mode de production le plus couramment utilisé dans
Iindustrie pharmaceutique. Cinque médicaments sont fabriqués par cette approche et ont
obtenu une AMM aux Etats-Unis et/ ou en Europe (cf. Tableau IV).

Le principe du broyage est plutét simple : les boulets broyeurs, le milieu de dispersion
(souvent I’eau), le principe actif et au moins un stabilisant sont chargés dans la chambre de
broyage. Les forces de cisaillement et les chocs générés par le mouvement des boulets
broyeurs conduisent a la réduction de taille des particules (cf. figure 8). Contrairement a
I"homogénéisation a haute pression, la méthode de broyage est une technique a basse énergie.
Des boulets broyeurs de taille vari¢e peuvent étre utilisés en fonction des spécifications du
produit. Ces billes de broyages sont constituées de céramique dont le dioxyde de zirconium
stabilisé par du cérium ou de I'yttrium, de I'acier inoxydable, du verre ou encore des billes
enveloppées de résine de polystyréne extrudé.

Il y a 2 principes pour provoquer le mouvement du milieu de broyage : soit le milieu de
broyage est entrainé par un agitateur, soit le conteneur entier posséde un mouvement
complexe qui provoque le mouvement du milieu de broyage. Pour les lots de volume
important, il est plus difficile d’avoir le contencur entier en mouvement, donc le broyage avec
agitateur est plus facile dans ce cas-la. Dans la production industrielle actuelle, I’agitateur
entrainant les billes en mode de recirculation est couramment utilisé (19).

Le temps de broyage dépend de plusieurs facteurs, par exemple la dureté du PA, la viscosité

du milicu, la température, I’énergie fournie, la taille des billes de broyage.... (13)
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B. Exemple de procédé de fabrication :

La technique NanoCrystal® de la société Elan est basée sur le principe du broyage a bille qui
a connu un succeés commercial important. C’est une technique leader de ce domaine et sa
capacité de production est suffisamment large pour pouvoir répondre a des besoins trés variés
depuis I’échelle de recherche jusqu’a I’échelle industrielle (500 — 1000 kg de PA par lot).

Le procédé de broyage est similaire quelle que soit I’échelle de production comme illustré
dans la figure 9: le contencur (contenant les billes de broyage) est chargé en PA peu
hydrosoluble. Dans un deuxiéme temps, le moteur active la pompe, le milieu, les particules de
PA et la paroi du conteneur en générant les forces d’impact et de cisaillement trés importantes
qui vont par conséquent réduire la taille du principe actif de quelques centaines de microns au
rang nanométrique. Les nanoparticules formées sont maintenues par les stabilisants ajoutés
dans le conteneur. En fonction de la charge initiale, deux types de systéme peuvent étre
distingués reposant principalement sur la fagon d’alimenter le conteneur ; done soit il s’agit de
broyage vertical pour petite échelle, soit de plateforme de recirculation horizontale pour
grande échelle.

Les types de billes de broyage peuvent étre variés selon le besoin et les caractéristiques du

produit. Par exemple, les billes PollyMill® (billes enveloppées par résine de polystyréne
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extrudé) sont couramment employées et elles ont été rigoureusement testées pour maximiser

la réduction de taille tout en minimisant la trace des impuretés dans le produit fini (8).
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Figure 9 : Schéma simplifié du procédé de la technique NanoCrystal®

C. Avantages et inconvénients de la méthode de broyage

La méthode de broyage est largement utilisée non seulement dans I’industrie pharmaceutique
mais aussi dans d’autres secteurs comme [’industrie agro-alimentaire ou ['industrie de la
peinture en vue d’obtention des particules fines et ultrafines, Cette méthode possede de
nombreux avantages : ¢’est une technique mature, facile a monter en échelle donc simple pour
satisfaire aux besoins de la production industrielle. De plus, le broyat a en général une

distribution de taille étroite comme représenté dans la figure 10.
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Un probléme récurrent pour tous les types de broyage est I’érosion des éléments broyeurs
pendant le procédé. Pour évider ceci, I’enrobage des billes peut s’avérer efficace. Il existe
notamment un procédé breveté (Method of grinding pharmaceutical substances) permettant
d’¢vider des contaminations inacceptables. Pour ce faire, ce procédé utilise les billes de
broyage enrobées de résines polymériques inertes chimiquement et physiquement (30).

La méthode de broyage a un autre inconvénient qui est I'adhésion du produit sur la paroi du
conteneur et la surface des billes, ce qui peut engendrer une perte de principe actif.

Certains procédés utilisent une énergie relativement basse ce qui exige une opération de

broyage longue pouvant durer plusieurs jours (2)
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Figure 10 : Cristaux d’un médicament nanométrique. Clichés en microscopie électronique a balayage du posaconazole
(peu hydrosoluble) avant (A) et aprés le broyage (B). Histogrammes de distribution correspondant aux clichés avant
et aprés broyage (8)
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1.4.2.2 Méthode d’homogénéisation a haute pression (HHP)

La méthode de HHP est la deuxieme méthode la plus souvent rencontrée de 1’approche « Top

Down » pour fabriquer les nanocristaux. Il existe deux types d’homogénéisateur :

1. Homogénéisateur par microfluidisation

2. Homogénéisateur piston —gap

A. Principes

L’homogénéisateur par microfluidisation fonctionne sur le principe de jet de courant. dans un

premier temps on fait entrer le produit & réduire dans le systéme, puis la pompe a haute

pression propulse le produit dans la « chambre d’interaction » a trés haute vitesse (par

exemple, 400 m/s) (31). La chambre d’interaction posséde une géométrie exclusive de forme

«Zy» ou « Y », et ces formes conduisent aux changements de direction (forme de Z) ou

encore a la division de courant (forme de Y), et ceux-ci provoquent des forces de

cisaillements et des collisions qui vont réduire la taille des particules (32).

Dans I"homogénéisateur de type « piston — gap », le fonctionnement consiste a faire traverser

la suspension du principe actif a travers une petite lumiére a une forte vitesse (cf. figure 11).

Dans cette petite lumiére, les cristaux sont réduits par le phénoméne de cavitation, ou encore

par la force de cisaillement et les collisions entre les cristaux ou avec la paroi.

Produit
homogénbisé

Produit
homogénoiséd

Figure 11 : Schéma de I"homogénéisateur gap - piston (33)

2, . dm

Produit non
homogenéise



Mécanismes de réduction de taille mis en ceuvre dans 'lhomogénéisateur « gap-piston » :

o Cisaillement ; il est le résultat du laminage et des variations brutales de vitesse du
produit. Ce principe ne s’applique que si le rapport entre les viscosités des phases
dispersées et de la phase dispersante est inférieur a 4.

o Cavitation : Le principe de la cavitation (cf. figure 12) repose sur le fait que le produit
est accéléré au contact de la lumiére du clapet qui est beaucoup plus étroit que le
conduit d’alimentation. Donc selon la loi de Bernoulli (cf. annexe 3), dans la lumiére,
la pression statique du liquide chute en dessous de sa tension de vapeur. Par
conséquent, ce liquide commence a bouillir en formant des microbulles de vapeur
pendant une fraction de seconde. Puis dés que la pression remonte, ¢’est-d-dire dés que
le produit est ralenti, les bulles implosent et générent une cavitation vigoureuse. La
cavitation met les cristaux en vibration, divisant ceux qui ont une taille supérieure a

une certaine taille critique, qui dépend de la viscosité et de la tension superficielle des

deux phases dispersée et continue (33).

Croissance Irngriasion
\ Fupleaion
= formation Gli#
dea microbulles ,( )\ \\.&

/ t

Figure 12 : Phénoméne de cavitation rencontré dans I'homogénéisateur "gap-piston" (33)

B. Exemple de procédé de fabrication

La technique Disso Cube® de la société Skyepharma fait partie de I’homogénéisateur gap-
piston. Le principe actif est dispersé dans une solution aqueuse contenant des surfactants, puis
cette suspension est poussée a travers une petite lumiére sous haute pression de 1500 a 2000

bars en moyenne, pouvant atteindre jusqu’a 4000 bars. Selon la loi de Bernoulli, ceci conduit
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. , . . . . . . v2
a une élévation de vitesse du fluide donc une augmentation de sa pression dynamique (p—z— , et

en paraliéle une diminution de sa pression statique. Lorsque la pression statique descend en
dessous de la pression de vapeur de la phase aqueuse, ’eau commence a bouillir et forme des
bulles. Ces bulles explosent quand le liquide aura fini de traverser la petite lumiere, et la
réduction de taille des principes actifs est due aux énergies dégagées par la cavitation. La
taille des principes actifs obtenus dépend de la pression de 'homogénéisateur, du nombre de

cycle de passage dans "homogénéisateur, et de la dureté des principes actifs (34).

C. Avantages & inconvénients

La technique HHP peut monter en échelle ce qui permet de traiter de quelques centaines de
litres & des milliers de litres par heure en mode continu. (34}

La taille des particules peut étre contrélée par le nombre de cycles de passage et la pression
dans ’homogénéisateur.

En revanche, ce processus de haute pression risque de changer la structure cristalline de

certaines composées et peut générer des fractions de structure amorphe (35).

[.5 Phénomenes impliqués dans la croissance des particules dans les

nanosuspensions

Suite & 'augmentation de la surface de contact par réduction de taille particulaire, les
nanocristaux générent un gain de tension interfaciale et 1’énergie libre du systéme augmente

fortement , ce qui est la source de Pinstabilité du systéme (36).

I.5.1 Agglomération irréversible

Les forces d’interaction strictement interparticulaires rencontrées sont principalement des
forces moléculaires parmi lesquelles se trouvent les forces d’attraction de Van Der Waals qui
agissent a courte distance. Les forces de Van Der Waals qui sont des liaisons non covalentes

existent toujours quelle que soit la nature du matériau. A I’échelle nanométrique elles entrent
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en jeu et la force attractive croit rapidement quand les particules s’approchent avec comme

résultat une agglomération irréversible (37).

®

 Force Von Der Waals . Nanoparticules

Légende :
Effets des forces de Van Der Waals sur les nanoparticules avec transformation en agglomérats

Figure 13 :
irréversibles

1.5.2 Croissance des cristaux

Dans une nanosuspension, de nouveaux cristaux peuvent aussi étre formés dans la solution
sursaturée de cette suspension contenant des « cristaux meres », méme si les conditions de
sursaturation ne permettent pas une production spontanée de nuclei. Ce processus de
formation de cristaux est appelé nucléation secondaire. La nucléation secondaire s’oppose a
la nucléation primaire qui consiste en un phénomeéne d'apparition des cristaux lorsqu'une

solution atteint un degré de sursaturation (§) excédant la sursaturation limite (B lim) (cf. figure

14).

Zone Zone
métastable de nuclaation
spontanée
/
‘r’/ |
ﬂnm J'-f

Figure 14 : Courbe de Ia frégquence de nucléation J en fonction de la sursaturation § (93)



Ensuite survient le phénomene de croissance des cristaux dans lequel les unités de croissance
s'intégrent préférentiellement aux sites d’intégration o I’énergie pour les insérer dans le
réseau cristallin est la plus faible. Plus la surface mise en commun entre la surface cristalline
et I'unité de croissance est importante et plus cette énergie est faible (38), d’ou la facilité de

formation des cristaux plus grands dans un systéme de nanosuspension.

{a)

-

{c) {d)

Figure 15 : Phénoméne de croissance des cristaux (a) Nucléation (b) Croissance des eristaux (¢) Rassemblement des
cristanx irréguliers (d) Vue microscopique des bords de cristaux rassemblés & un cristal de taille plus grande

I.5.3 Phénomene de miirissement d’Ostwald

Le phénoméne de mirissement d’Ostwald est un processus dans lequel les particules plus
grosses grandissent par la consommation des particules plus petites due a I’effet Kelvin (cf.
figure 16). Ce phénoméne est plus important lorsque la taille des particules est inférieure a

0.5 pm.

La force motrice de ce phénomene est la différence des solubilités entre les particules polydispersées,

et la solubilitéd’une particule qui est inversement proportionnelle a sa taille, comme décrite par la loi
de Gibbs-Thomson :

Cs(r) — Coo = Coo * (exp (g) — 1= Cooxafr



Eta =2+ o0+ Vm/vRT
Cs(r) : solubilité d’une particule de rayon r
Coo : solubilité d’une particule de rayon r = oo
o : lension entre la particule et la solution
Vm : volume molaire de particule
v : nombre de produits que la particule génére lors de sa dissolution
R : constante des gaz parfaits

T : température absolue

La vitesse de murissement dépend de la distribution de taille, de la cinétique de croissance des
cristaux et des propriétés de transport de la phase liquide (39).
Par exemple, dans une dispersion simple qui est constituée de particules sphériques dont la
croissance des particules est contrélée par la diffusion, la vitesse de murissement s’écrit :

r = kVm(C(solution) — Cs(r),et k =D/6
D : coefficient de diffusion
& : épaisseur de la couche de diffusion autour d’une particule

Donc la vitesse est murissement est augmentée pour les particules de grande taille.

Pour diminuer I'effet de ce phénoméne, 2 pistes sont relativement simples et efficaces a
mettre en ceuvre : réduire la distribution de taille des nanocristaux et éviter les changements
brusques de température qui provoquent la variation de solubilité (par exemple, les conditions
de stockage) (18).

A cause du phénoméne de mirissement d’Ostwald, les principes actifs dont la solubilité est
supérieure a une certaine valeur ne sont pas favorables a la formulation de nanosuspension en
raison d’une dissolution trop importante qui favoriserait la croissance des nanoparticules ; ce

phénomeéne est donc un obstacle a la stabilit¢ du produit durant le stockage.

(%]

Figure 16 Phénoméne de miirissement d'Ostwald
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1.6 Stabilisants des nanosuspensions

Un des plus grands challenges lors de la fabrication de nanosuspension est donc la stabilité
pour les raisons €évoquées précédemment. Par conséquent les stabilisateurs ont un réle
important dans la formulation des nanosuspensions pour garantir leur stabilité physique en
fournissant une barriére stérique et/ ou ionique. Le type et la quantité des stabilisants ont un
grand impact a la fois sur la stabilit¢ physique et le comportement in vivo des
nanosuspensions. Le rapport principe actif / stabilisants peut varier considérablement donc

une étude au cas par cas est nécessaire lors du développement de la formulation.

1.6.1 Stabilisants ioniques

Les stabilisants ioniques s’adsorbent sur la surface des particules en suspension et générent
une interaction é€lectrostatique répulsive entre la double couche électrique a I'interface des
particules solides et du milieu. La stabilité de la nanosuspension dépend également d’autres
facteurs, comme par exemple, la densité et la distribution de taille des particules, le pH et la

force ionique du milieu ... (40)

1.6.2 Stabilisants stériques

Les polymeéres possédant une masse molaire >10000 D et les chaines permettant d’envisager
une distance interparticulaire compatible avec attraction de Van der Waals peuvent générer
une répulsion qui leur confient la possibilité de stabiliser un systéme colloidal par effet
stérique.

Un effet de stabilisation des particules colloidales est obtenu par greffage de macromolécules

a la surface des particules en formant des couches a leur surface (cf. figure 17). (41)

Figure 17 : Polyméres attachés & la surlace des particules colloidales pour former des couches répulsives
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Un effet synergique peut avoir licu entre les deux types de stabilisants. L’ajout d*un polymére

neutre permet une meilleur couverture de la surface particulaire par un stabilisant ionique
(42)

.6.3 Revue des stabilisants des nanosuspensions

Malgré une longue liste théorique de stabilisants, les articles de recherche et les brevets
indiquent un groupe plus restreint de stabilisants utilisables dans la fabrication des
nanosuspensions (cf. Tableau IV). Malgré de nombreuses publications scientifiques, le
potentiel des différents systéimes de stabilisants reste largement inconnu. Par conséquent il n’y
a pas d’approche de formulation rationnelle & Pheure actuelle, De plus, & notre connaissance il
n’existe pas encore d’investigation pour bien comprendre la faisabilité de production des
nanosuspensions (choix des stabilisants) en fonction des caractéristiques du principe actif
(43).
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Tableau IV : Revue des systémes de stabilisants des nanosuspensions cités dans la littérature

Systéme de stabilisants (% m/m au médicament) Médicament (% m/v ou m/m dans la suspension) | BB/HHP/NP? Littérature
Références
1. Systeémes a un seul stabilisant
1.1. Surfactants
Cremophor® EL (100%) 13-Dicyclohexyl urée (1%) BB (44)
Lecithin (20%/40%/167%) RMKP 22 (3%) HHP (45)
Poloxamer 188 (10%-100%) Oméprazole (1%-10%) HHP (46)
Povidon 30 (100%, 25%, 10%) BB (43)
Vitamine E TPGS (5%) Molecules modéles de Novartis BB (47)
Sodium lauryl sulfate (5%) Spironolactone (10%) HHP (48)
Tween® 80 (30%) RMKP 22 (1%) HHP (49)
1.2. Polymers
Hydroxypropylcellulose (60 kDa; 16.7%) PA de test (1.8%/6.1%/11.5%) BB (50)
Hydroxypropylméthylcellulose (Methocel E5 0,5%) Indométhacine ( 5 %, 0,5%) HHP (51)
2. Systémes a plusieurs stabilisants
Vitamine E TPGS (3%), Poloxamer(Pluronic F68) (2%), | NVS-102 de Novartis (5 %) BB (42)
Vitamine E TPGS (3%), Sodium lauryl sulfate (1%), NVS-102 de Novartis (5 %) BB (42)
Poloxamer 188, Polyvinylpyrrolidone K30, Polysorbate | Fénofibrate (0,5%) HHP (52)
(Tween 80), Sodium lauryl sulfate
Sodium lauryl sulfate (0,5%, 1%), HPC (1,25%, 2,5%), | Miconazole (5%, 10%) BB (53)

2 BB/ HHP/NP : Broyage a boulet / Homogénéisation a haute pression / Nanoprécipitation
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HPMC (1,25%, 2,5%), PVP (1,25%, 2,5%)

HPMC (0.2%) sodium lauryl sulphate (0,05%), | Hydrocortisone (1%} NP (54)
Polyvinylpyrrolidone K30 {Kollidon® 30) {0,2%)

Span 85 {0,5%), Lécithine (0,5%) Budesonide (1%) HHP {55)
Tyloxapol {0,2%), Lécithine {0,5%) Budesonide (1%} HHP (55)
Tyloxapol (0,2%), Hexadécanol (0,5%) Budesonide (1%) HHP (55)
Potoxamer {Lutrol F108) (5%), Cremophor® EL PA (2%, 3,3%) BB {56)
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I.7 Comportement in vitro & in vivo des nanosuspensions

Depuis des années 90, beaucoup de travaux ont été menés dans le milieu pharmaceutique pour
investiguer les techniques de fabrication des nanosuspensions, leurs propriétés physico-
chimiques liées a leur composition, leur structure cristalline ou amorphe, leur solubilité, etc.
Plus récemment les articles décrivant le comportement et les corrélations in vivo/ in vitro des
nanosuspensions sont de plus en plus nombreux. Les résultats montrent le potenticl de ce type
de formulation au niveau pharmacocinétique, pharmacodynamique et notamment un effet de

ciblage pour les composés initialement peu hydrosolubles.

L’hypothése de 'augmentation de vitesse de la dissolution des principes actifs peu
hydrosolubles par augmentation de la surface d’exposition selon la théorie de Noyes—Whitney
a été confirmée par des études cinétiques de dissolution in vitro (42) (57) (58) comme reporté
dans la figure 18 : dans cet essai in vitro, les nanosuspensions ont été préparées par le méme
procédé et en employant le méme stabilisant (5% de vitamine E TPGS). La vitesse initiale de
dissolution est directement proportionnelle a la taille particulaire ; celles ayant un diamétre
moyen de 250 nm se dissolvent plus rapidement que celle de 330 nm surtout pendant les

premiéres 40 minutes.

| == -2506 nm == ~330 o |

m T

Percentage Dissolved (%)
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Figure 18 : Influence de taille particulaire sur la vitesse de dissolution d'une molécule candidate NVS-102 de Novartis

40



La nanosuspension permet d’augmenter la biodisponibilité des médicaments de classe Il selon
les théories évoquées précédemment. Les essais in vivo ont confirmé cette amélioration de
biodisponibilité des principes actifs peu hydrosolubles via la nanonisation (59) (60).

Dans I’étude de traitement de I’hypertension par le 1,3-dicyclohexylurée chez les rats, les
nanoparticules ont considérablement augmenté I’exposition du principe actif par voie orale
(cf. figure 19). Les rats (n=2 dans chaque groupe) ont regu par voie orale 30 mg/kg de 1,3-
dicyclohexylurea nanonisé ou non. Deux heures aprés administration, la fraction du principe
actif non liée aux protéines plasmatiques a ¢été dosée dans les 2 groupes, et la concentration
plasmatique du principe actif est 75 fois plus élevée dans le groupe ayant recu la forme

nanonisée que celui qui a regu la forme non broyée (59).
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Figure 19 ;: Concentrations plasmatiques de 1,3-dicyclohexylurea (DCU) aprés administration par voie orale (59).

L’autre avantage des nanomédicaments repose sur la diminution de I'interférence du repas.
Ceci est particulierement important pour les principes actifs a marge thérapeutique étroite.

Dans I’exemple de Megace ES® (Enhanced Stability) qui contient de ’acétate de mégestrol
nanonis¢ (diametre 50 fois inférieure a la forme précédente), I'effet du repas se manifeste sur

I’ancienne forme micronisée, comme montrée dans la figure20. ,
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Figure 20 : Exemple de Ia diminution de l'interférence du repas par Ia forme nanonisée (MA-ES) du principe actif. A
gauche, concentration plasmatique des 2 formes prises sans repas ; i droite, la concentration plasmatique des 2
formes prises avec repas (61)

Les concentrations plasmatiques sont similaires pour les 2 formes lorsque le médicament est
administré sans repas, mais elle sont largement diminuées dans le cas de I’ancienne forme

micronisée (MAOS) lorsque la prise est effectuée avec un repas.

1.8 Exemples de nanosuspensions commercialisées

Jusqu’a maintenant les techniques de « Top Down » sont les seules approches employées pour
la production industrielle des médicaments contenant des principes actifs sous la forme de
nanocristaux. Le tableau V récapitule les principales caractéristiques des médicaments
« nanocristaux » actuellement sur le marché.

Les spécialités suivantes sont obtenues par la technologic « Top Down ».

Rapamune®

Le principe actif de la spécialité est le Sirolimus qui est un immunosuppresseur issu de la

fermentation de Streptomyces Hygroscopicus. Le Rapamune®

a ¢t¢ commercialis¢ pour la
premiére fois par Wyeth Pharmeuticals (AMM délivrée par 1a FDA en 1999). Deux formes
galéniques sont disponibles a savoir une suspension buvable et un comprimé (contenant les
nanocristaux). L’avantage principal des nanocristaux dans ce cas est I'amélioration de
I'observance des patients griace a une meilleure biodisponibilité et la simplicité

d’administration par rapport a la suspension (62).
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Une fois le comprimé désagrégé aprés administration par voie orale, les nanocristaux forment
une nanosuspension dans le tube digestif dont la biodisponibilité est de 21% plus ¢levée que
celle de la forme suspension.

Toutefois, il existe un seuil de charge en nanocristaux dans les comprimés. Une fois ce seuil
dépassé, les nanocristaux pourront rentrer en contact avec un risque de fusion pendant la
compression en donnant des cristaux plus grands, Dans le cas de Rapamune®, les comprimés
de Img et 2mg ne contiennent que 365ug et lmg de PA respectivement, sachant que la

suspension posséde une concentration en PA supérieure qui est de lmg/ml. (13)

Emend®

Le principe actif de cette spécialité est ’aprépitant qui est un antiémétique, L’aprépitant est un
antagoniste sélectif & haute affinité pour les récepteurs de la substance P neurokinine 1 (NK1)
humaine, et ne posséde pas d’affinité pour les récepteurs sérotoniques, dopaminergiques ou
encore corticoides.

Emend® n’est absorbé que par la partie supérieure du tractus gastro-intestinal. Ici les
nanoparticules sont nécessaires pour obtenir une vitesse de dissolution et d’absorption plus
rapide. (13)

Tricor®

Le principe actif de Tricor® est le fénofibrate, Commercialisé aux USA, le Tricor® est prescrit
dans les hypercholestérolémics en vue d’augmenter le HDL-cholestérol et de diminuer le
LDL-cholestérol et les triglycérides.

Les nanoparticules permettent de supprimer I’effet du repas Les ¢tudes in vivo menées par le
laboratoire sur les autres formes non- nanonisées ont montré que le fait de prendre le
fénofibrate avec un repas augmente I'absoiption de 35%, ce qui présenterait un risque de
dépasser la zone de concentration thérapeutique. Le fénofibrate ne posséde pas de groupe
ionique donc sa solubilité est indépendante du pH. L’effet du repas sur I’absorption pourrait
étre expliqué par la présence de lipides et surfactants (par exemple cholestérol) dans
I’alimentation ce qui favoriserait la solubilisation des cristaux de fénofibrate de grande taille.
63)

Megace ES®

Le Megace ES® (Enhanced Stability) contient de Iacétate de mégestrol nanonisé (diamétre 50

fois inférieure a la forme précédente) qui exerce le méme effet que la progestérone naturelle.
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Le mécanisme d'action antinéoplasique de l'actétate de mégestrol dans le cancer du sein
repose sur un effet antiestrogénique. Un mécanisme cytotoxique direct a aussi ét¢ évoqué
pour expliquer le mécanisme d'action antitumorale du médicament.

La nanosuspension obtenue dans le tube digestif permet d’avoir une plus grande surface
disponible du principe actif ce qui conduit & une dissolution plus rapide et une meilleure
absorption. Ceci permet de diminuer le volume de prise par rapport 4 Pancienne forme car la

biodisponibilité du principe actif est augmentée (64).

Sustenna®

Le principe actif de Sustenna® est le palmitate de paliperidone, indiqué dans Ie traitement de
la schizophrénie. L’utilisation par voie intramusculaire du principe actif & une échelle
nanométrique permet une administration mensueltle au lieu d’une prise quotidienne par voie
orale Cette forme nanonisée permet évidemment d’améliorer 1’observance ce qui est un point

trés important dans les pathologies psychiques.
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Tableau V : Médicaments commercialisés contenant des PA sous forme de nanocristaux

Médicament, Date de Technique de Voie Indication thérapeutique Compagnie
PA, FAMM réduction de d’administration
taille

Rapamune®, 1999 FDA NanoCrystal® Orale Prévention du rejet d'organe chez les patients adultes présentant un | Pitzer
Sirolimus 2001 EMA risque immunologique faible @ modéré recevant une transplantation

rénale.
Emed®, 2003 FDA, | NanoCrystal® Orale Prévention des nausées et des vomissements aigus et retardés associés 2 | Merck
Aprépitant EMA une chimiothérapie anticancéreuse hautement émétisante comprenant du

cisplatine chez l'adulte.
Tricor®, 2004 FDA NanoCrystal® Orale Traitement d'une hypertriglycéridémie sévére associée ou non a un | Abbott
Lipantyl®, faible taux de HDL-cholestérol
fénofibrate
Triglide®, 2005 FDA IDD-P® Orale Traitement d'une hypertriglycéridémie sévére associée ou non a un | Schionogi Pharma
fénofibrate faible taux de HDL~cholestérol Inc.
Megace®, acétate | 2005 FDA NanoCrystal® Orale Traitement palliatif des carcinomes du sein PAR
de megestrole Pharmaceuticals
Invega® 2009 FDA NanoCrystal® Parentérale, Désordres psychiques, Schizophrenie Janssen-Cilag
Sustenna® 2007 EMA intramusculaire International NV
Xeplion®,

palmitate de
paliperidone
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1.9 Conclusion

Cette synthése bibliographique souligne !’apparition de plus en plus de molécules peu
hydrosolubles dans les pipelines des sociétés pharmaceutiques depuis les deux derniéres
décennies, ce qui fait que de trés nombreux travaux ont été réalisés dans le but d’améliorer la
solubilité. Plusieurs types de formulations sont disponibles pour résoudre le probléme de
solubilité.

Une approche privilégiée repose sur les diverses méthodes de fabrication de nanosuspension,
ce qui fait ’objet de cette thése. Cette forme galénique relativement récente est s’avérée
posséder plusieurs avantages dont 'amélioration de la solubilité, la diminution de
'interférence du repas, 'augmentation de la biodisponibilité. Grice & ces avantages,
plusieurs médicaments commercialisés ’ont déja adopté, et encore plus de principes actifs en
nanocristaux sont en étude.

Le principe des 2 approches de fabrication des nanosuspensions (Top Down et Bottom Up)
ainsi que les exemples correspondants brevetés ont ét€ décrits.

Le systéme de nanosuspension n’est pas stable 4 cause de I’augmentation de la surface
résultant de la division des particules ce qui augmente I’énergie libre du systéme. Plusieurs
mécanismes interviennent pour diminuer cette augmentation de !’énergie libre, comme
I’agglomération, la croissance des cristaux et le mirissement d’Ostwald. Par conséquent, la
stabilisation des nanosuspensions est une des difficultés majeures de la formulation. Deux
types de stabilisants sont rencontrés dans la littérature : stabilisant ionique et stabilisant

stérique. Leur association peut donner un effet synergique.

Suite a cette revue, la premidre partie expérimentale de cette thése a pour but de vérifier les
résultats de la littérature sur les stabilisants. Ensuite les travaux vont étre c¢iblés sur
Pévaluation de différents équipements de fabrication des nanosuspensions en testant plusieurs
principes actifs. Une fois les nanosuspensions obtenues, les caractérisations (mesure de la
viscosité, mesure de taille des nanoparticules, mesure du potenticl zéta, observation
microscopique, détermination de 1’état cristallin / amorphe) par différentes techniques seront

réalisées.
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Il. Partie expérimentale

Lors de mon stage au service de Préformulation & Non Clinical Formulation d’UCB, il m’a
¢té demandé d’aborder le sujet de la formulation des nanosuspensions, de I’évaluation du
potentiel des différents équipements, ainsi que de la détermination des paramétres critiques
impliqués dans la formulation des nanosuspensions.

Dans ce chapitre, seront présentés successivement les matiéres premieéres utilisées ainsi que
les méthodes mises en ceuvre au cours de cette étude, et enfin les résultats obtenus et les

conclusions qui ont pu en étre tirées.

1.1 Matériels et méthodes

I1.1.1 Matériels

I1.1.1.1 Molécules testées

Composé A3
Il s’agit d’une molécule neutre cristalline, de masse moléculaire de 375,45Da, trés peu

soluble dans I’eau dont la solubilité est inférieure & 1 pg/ml quand pH varie de 1.2 a 10.0,

Composé B
11 s’agit d’une molécule neutre cristalline, sa masse moléculaire est d’environ 400Da, trés peu

soluble dans I’eau (solubilité de 4 pg/ml a pH neutre).

Indométhacine

L'indométacine (Sigma-Aldrich, Belgique) est un anti-inflammatoire non stéroidien,
appartenant au groupe des indoliques (cf. figure 21). Il s’agit d’un inhibiteur des cyclo-
oxygénases qui possede des propriétés anti-inflammatoire, antalgique, antipyrétique, et
d’inhibition des fonctions plaquettaires.

Sa masse molaire est de 357,788 Da et sa solubilité dans I’eau est de 2,4 pg/ml (65).

3 Pour des raisons de confidentialités, la molécule est représentée par une lettre

47



Figure 21 : Formule développée de I'indométhacine (65)

Mébendazole

Le mébendazole (Sigma-Aldrich, Belgique) (cf. figure 22) est un médicament antiparasitaire
indiqué dans le traitement de kystes hépatiques dus aux Echinococcus granulosus.

Sa masse molaire est de 295,29 Da, La solubilité de mébendazole est inférieure a 0, 05% dans

’eau et certains solvants organiques (par exemple, alcools, éther, chloroformes) (66).

H 0

| i
: :N HN-C-0-CHg
@ \lNr

Figure 22 : Formule développée du mébendazole

O=0

I1.1.1.2 Stabilisants

D’une fagon simplifiée, le processus de fabrication des nanosuspensions comporte 2
phénomeénes opposés : la réduction de taille et 1’agrégation, qui ont lieu simultanément, Par
conséquent, les stabilisants sont primordiaux pour inhiber 1’agrégation ou croissance des
cristaux.

A une moindre échelle, j’ai aussi été amenée a travailler sur des stabilisants couramment cités
dans la littérature. Les combinaisons des stabilisants ioniques et stériques ont été testés car

une association des 2 types de stabilisant montre plus d’intérét par effet synergique (42)

1. Excipient A*

Il s’agit d’un tensioactif anionique compatible avec une administration orale non clinique.

2. Excipient B

* Pour des raisons de confidentialités, les stabilisants sont identifiés par une lettre.
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Le produit B est un polymére semi-synthétique non ionique et trés stable, compatible avec
une administration orale non clinique.

3. Excipient C

Le composé¢ C est un excipient neutre amphiphile ayant des propriétés solubilisantes
compatibles avec une administration orale non clinique.

4. Excipient D

L’excipient D est un composé neutre présentant des propriétés surfactantes et émulsifiantes,
compatibles avec une administration orale non clinigue.

5. Excipicnt E

Le composé¢ E est un copolymére a caractere amphiphile présentant des propriétés
surfactantes, émulsifiantes, solubilisantes, compatibles avec une administration orale non
clinique,

6. Excipients F, FS

Il s’agit d’une série d’homopolyméres synthétiques ayant des propriétés d’adhésion,
d’activation de la surface, compatibles avec une administration orale non clinique.

I.1.2 Solvant

Le Diméthylsulfoxyde (DMSQ) est un solvant polaire organique (organosulfuré), aprotique.
Il se présente comme un liquide incolore, qui dissout & la fois des composés polaires et non-
polaires, et qui est miscible dans une large gamme de solvants organiques, ainsi que dans
l'eau. Il est souvent utilisé dans les préparations topiques en raison de sa pénétration trés
facile et rapide de la peau avant de diffuser dans tout l'organisme. Ses propriétés

pharmaceutiques sont analgésiques et anti-inflammatoires (67).

1L1.3 Produit anti- mousse

Le Dow Corning® 1510 est une émulsion blanchétre de silicone ayant la propriété d’anti-
mousse (Dow Corning Europe S.A), il est autorisé par la FDA en tant que additif alimentaire
(68).

49



1.2 Equipements de fabrication

Différents types d’équipements ont été utilisés durant ce travail pour obtenir des
nanosuspensions par les techniques « Top Down » et « Bottom Up ». Ces matériels sont cité

ci-dessous.

Broyeur planétaire Retsch PM100

Le broyeur planétaire PM100 (Retsch, Allemagne) est un appareil de paillasse compact avec
une station de broyage (cf. figure 23).

Le bol de broyage est disposé excentriquement sur la roue solaire du broyeur planétaire a
billes. La roue solaire tourne dans le sens contraire a celui de la rotation du bol de broyage.
Les billes de broyage situées dans le bol subissent une déviation résultant de mouvements de
rotation superposés, responsables de ladite force de Coriolis (cf Annexe 2). Les différences
de vitesse entre les billes et le bol de broyage entrainent une interaction entre des forces
d’impact et de friction libérant des énergies dynamiques importantes. La combinaison de ces
forces se traduit par le degré de broyage élevé et trés efficace des broyeurs planétaires a
billes.

Figure 23 : Vue extérieure et intéricure de broyeur planétaire Retsch PM 100 (92)

Vibro broyeur Restch CryoMill ®
Le bol de broyage du CryoMill ® (cf. figure 23) (Restch, Allemagne) est soumis a des
mouvements oscillatoires sur un plan horizontal. Les billes qui sont & I'intérieur viennent

frapper avec une énergie élevée I’échantillon provoquant le broyage de ce dernier. Il est
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adapté pour un broyage a sec ou humide a la température ambiante ou cryogénique pour un
volume qui ne dépasse pas 20 ml.
Cet appareil est destiné 4 la réduction de taille, & I’homogénéisation, au mélange etc. Il est

qualifié pour les utilisations pharmaceutiques (69).

Figure 24 : Broyeur 2 vibrations ('r_\'nmill"' (70)

I1.2.1.1 Billes et chambre de broyage :

Différents types de billes et de chambres de broyage ont été testés dans ce travail : des billes
en acier inoxydable ou en dioxyde de zirconium de différents diamétres ; des conteneurs en

acier inoxydable ou revétus d’agate ont ¢té employés (cf. figure 21, 22).

B

Figure 25 : Photo A : de gauche i droite, bille de ZrO2 de Tcm de diamétre, bille en acier inoxydable de 2mm de
diamétre, bille en ZrO2 de 0,5 mm de diamétre, Photo B: bille en ZrO2 de 0,5 mm de diamétre
(grossissement 100x)
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Figure 26 : Différents types de conteneurs utilisés (en acier inoxydable ou revétu d'agate) dans I'étude

11.2.1.2 Ultrasonicateur focalisé Covaris S220X :

L’appareil d’ultrasons focalisés S220X (cf. figure 27) (Covaris, USA) est un systéme
polyvalent, a haute énergie congue initialement pour les préparations d’échantillons pré-
analytiques (permettant par exemple I’accélération de la désintégration des cellules) combiné
avec la technique de « Adaptive Focused Acoustics™ » (AFA) breveté par la société Covaris.
Elle fonctionne a haute fréquence (S00KHz) et contrairement aux sonicateurs traditionnels de
basse fréquence, AFA est inaudible donc ne nécessite pas de protections supplémentaires

pour I’opérateur (71).

Figure 27 : Apparcil A ultrasons focalisés (Covaris S220X)

Les trois parameétres énergiques de I’appareil sont :
o PIP (Peak Incident Power) correspond a I’amplitude de I’onde sinusoidale et PIP est

proportionnelle & I’énergie acoustique.
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o DF (Duty Factor) est le résultat de t. / t.ou t; est le transducteur émetteur d’énergie
acoustique et t; est la période de pulsion (somme des temps sommet et vallée).
Autrement dit DF est le pourcentage du temps pendant lequel le transducteur transmet
réellement énergie acoustique (cf. figure 28).

o CB (Cycles per burst) représente le nombre d’ondes sinusoidales dans une pulsion.

Un CB élevé est utilisé pour favoriser les bulles de cavitation (72).
One acoustic burst
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Figure 28 : Temps d'émission d'énergie acoustique t1 et période de pulsion 12 dans un cycle de pulsion
acoustique

II.3 Caractérisation et stabilité physique des nanosuspensions

Les nanosuspensions ont été caractérisées par la taille des particules, le potentiel zéta, la
viscosité, ’observation microscopique, la calorimétrie différenticlle a balayage (DSC) et la

diffractométrie de rayons X.

I11.3.1 Mesure de taille

Une des plus importantes caractéristiques des nanosuspensions est la détermination de la
taille particulaire. Trois techniques sont couramment utilisées: la spectroscopie par
corrélation de photon (PCS), la diffraction laser (LD) et la microscopie électronique a
transmission,

L’avantage majeur de la PCS est d’abord I’intervalle de mesure (50 nm — 2 pm) qui est bien
adapté aux nanoparticles. L.’autre avantage par rapport a la LD est I"utilisation de moins de
diluant donc une minimisation de la perturbation des stabilisants et de risque de dissolution

des trés petites particules.
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La taille moyenne des nanoparticules a été mesurée par PCS en utilisant le Zetasizer® Nano
ZS (Malvern Instrument, UK). Le principe de cette technique repose sur la mesure du
mouvement brownien des particules. La fréquence et I’amplitude de ce mouvement brownien
dépendent de la taille de la particule et de la viscosité du solvant. A une viscosité donnée,
plus les particules sont petites, plus leur mouvement brownien présente une fréquence et une
amplitude importantes. L’appareil mesure la lumiére diffusée pour déterminer la taille et la
distribution de taille des nanoparticules en utilisant la formule de Stokes-Einstein (cf. formule
suivante) (73). Pour une mesure optimale il nécessite 100 -200 kilo comptes par seconde et

un récepteur du laser situé a environ 2mm de 1’échantillon.

Formule de Stokes-Einstein

KT
3nnD

d(H) =

d (H) : diametre hydrodynamique
k : constant de Boltzmann

T : température absolue

1 : viscosité

D : coefficient de diffusion

La valeur de «Z Average » exprime la moyenne du diameétre hydrodynamique des
particules. Ce diametre correspond au rayon de la sphére avec une couche du milieu

ayant le méme coefficient de diffusion (cf. figure 29).

F
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Rayon hydrodynamique

Diamétre de particule

Figure 29 : Rayon hydrodynamigue d'une particule par rapport & son diamétre réel
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Le « Polydispersity Index » (PDI) est un indicateur important qui donne la « largeur » de la
distribution de taille, une distribution étroite de la taille des particules aura moins de risque de

phénoméne de « mirissement Ostwald » (74).

PDl] ——mr
Z average

o et Z average représentent respectivement la distribution de taille et la moyenne de taille des

particules (75).

Pour effectuer la mesure, 70 pl de nanosuspension non diluée sont déposés dans une cuvette

de mesure. La mesure est réalisée 3 fois et le résultat correspond a la moyenne + écart-type.

11.3.2 Dosage indirect par CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance)
apres filtration

Parallélement a ’étude PCS, cette technique permet d’avoir une approche des pourcentages

des nanocristaux présents. En effet, les nanocristaux sont recueillis dans le fiitrat.

Pour I’analyse, des filires disques d’ouverture de maille de 1,1 pm ont été utilisés. Aprés

filtration, le filtrat est analysé par une méthode CLHP générique du laboratoire. Le résultat

est exprimé par le rapport entre la quantité de PA restant dans le filtrat ¢t la quantité initiale

présente dans la suspension,

[1.3.3 Mesure de potentiel zéta

La charge particulaire est I'un des facteurs déterminants de la stabilité des suspensions. Plus
la charge est importante (de maniére homogéne) plus la répulsion électrostatique entre les
particules est grande et plus le systéme est stable. Cette charge ou potentiel zéta correspond 4
la différence de potentiel entre le milieu de dispersion et la couche stationnaire de fluide qui
entoure les particules dispersées (76). La valeur de potentiel zéta est calculée a partir de
’équation de Henry selon la mobilité électrophorétique. La mobilité électrophorétique est
obtenue par la mesure de vitesse de migration électrostatique des particules par le vélométre

de laser Doppler.

55



2§zf(Ka
Equation de Henry : Ug = —i—g'?(;—)
Ug : mobilité électrophorétique
£ : constant diélectrique
z ; potentiel zéta
f{Ka)} : fonction de Henry

1 : viscosité

200p! de la nanosuspension ont été dilués dans 4,8 m! d’eau déionisée, puis la suspension
diluée est injectée dans la cellule d’analyse du Zetasizer® (Malvern Instrument,UK). La

mesure est réalisée 3 fois et le résultat correspond & la moyenne + écart-type.

11.3.4 Mesure de la viscosité

La viscosité est un parametre trés important dans la mesure de la taille et du potentiel zéta des
nanosuspension comme évoqué précédemment. La viscosité des préparations a été mesurée a
25°C avec le Wells—Brookfield Cone / Plate Digital viscosimétre (BRROKFIELD, USA) qui

a un domaine de mesure de §,7 2 32700 mPa.S.

11.3.5 Vérification de la forme cristalline de la substance apreés le processus

Diffraction par rayon X (XRPD)

La diffractométrie de rayons X est une technique d'analyse fondée sur la diffraction des
rayons X par la matiére. La synchronisation de phase des rayons diffractés n'ayant lieu que
sur la matiére cristalline, cette derniére a été employée dans cette étude pour déceler
d’éventuelles amorphisation du PA pendant les processus de réduction de taille,

Les culots de centrifugation de nanosuspensions ont été examinés au moyen du X-ray

diffractometer Bruker AXS D8 Advance en mode rapide(t=2,4°) et en mode standard (t=12).
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11.3.5.1 Observation microscopique :

Les échantillons de nanosuspensions ont été observés par microscopie (AXIO, Zeisse,
Allemagne) avec une caméra numérique, a la lumiére non polarisée et la lumiere polarisée.
On pourra ainsi déterminer la présence des grands agglomérats de taille supérieure a 2 pm
(limite de détection de Zetasizer™) qui ont pu se former pendant le stockage ou des particules

dont la taille n’a pas été suffisamment réduite par le processus.

Il.4 Méthode de fabrication de nanosuspensions

1l existe plusieurs approches de fabrication des nanosuspensions : I'approche « Bottom-Up »
consiste a précipiter la solution du composé en question dans un non solvant, et I'approche

« Top-Down » consiste a réduire la taille des particules a partir des particules plus grandes.
(77

[1.4.1.1 Broyage humide (Wet milling)

Le Broyage humide fait partic des approches « Top-Down» qui consiste & obtenir des
nanoparticules a partir de celles de grande taille qui sont broyées dans une chambre de
broyage contenant un milieu de dispersion (souvent de 1’eau) et des stabilisants ioniques et/ou
stériques. (77) La taille des particules obtenues est fonction de 'intensité du stress mécanique
et du nombre de points de contact qui peut étre augmenté par l'utilisation de billes de
diametre inférieur. L’énergie mécanique du systéme (rotatif, vibratoire ou sonique) est
communiquée aux cristaux en question par compression-contrainte de cisaillement (1) (cf.
figure 8). Les nanoparticules obtenues sont stabilisés par les stabilisants pour minimiser

I’agglomération due a I’augmentation d’interface de contact entrainant une élévation de

I’énergie de Gibbs qui est défavorable pour la stabilité du systeme (78).
11.4.1.2 Solubilisation - reprécipitation - réduction de taille par ultrason

Il s’agit de I'exploration de la méthode « Bottom - Up » dont le composé est dissous dans un
solvant organique. Dans un second temps la solution est versée directement dans le milieu
aqueux contenant des stabilisants entrainant la formation des cristaux, aprés. Puis cette
suspension est soumise a 'ultrasonication pour réduire la taille des cristaux néoformés qui

n’ont pas encore eu le temps de former des mailles bien solides.
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Le systéme d’ultrasonication utilisé est le “Adaptative Focused Acoustics” (AFA)
fonctionnant par transmission de paquets d’ondes d’énergie acoustique focalisée depuis un
transducteur a I’échantillon (cf Figure 30). Les ondes d’énergie acoustique convergent vers
une petite zone de I’échantillon ; cette énergie traverse I’échantillon et provoque des bulles a
partir du gaz initialement dissout, puis I’énergie est libérée en générant un jet de soluté
localisé a une vitesse élevée et intense quand les bulles s’éclatent. En raison du grand nombre
de bulles (environs 100000 bulles par seconde) et du court ’intervalle du temps (micro
secondes), la capacité de mixer/ désintégrer du processus est remarquable.

La longueur d’onde est de | mm et les fréquences peuvent varier de 500 to 1000 kHz (79).

o T T AL

VAL TN A S

Figure 30 : Schéma du systéme AFA

Résultats

1.1 Résultats de procédé de « Top Down » par broyage

I111.1.1 Effets de stabilisants

Un screening de différentes associations de polymeres et de stabilisants ioniques les plus
couramment cités dans la littérature a été réalisé dans un premier temps. Les nanosuspensions
ont été fabriquées avec la méthode de broyage dans des conditions identiques : 50 billes de 2
mm en acier inoxydable et 4 ml de mélange de stabilisants avec PA sont chargés dans la
chambre de broyage (12 ml en acier inoxydable). La durée de broyage au broyeur planétaire

est de 3 h a la vitesse de 650 rpm. Ensuite la taille est mesurée par la méthode filtration-
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dosage CLHP, le résultat est exprimé en pourcentage de particules ayant traversé le filtre par
rapport a la quantité initiale du principe actif.
Quel que soit le procédé de fabrication, I’effet des stabilisants reste constant. Le résultat de ce

screening est présenté dans la figure 31.

Screening des stabilisants
Broyage a billes: 3h, 650rpm
avant et aprés 24h de stockage a température ambiante sous agitation
rotative

90.00% e T e
L0 4 Al e e
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API/F/ES/B
API/F/D/B
API/FS/B
API/FS/D/B

systémes de stabilisants

Figure 31: Résultats de screening des groupes de stabilisants
Le groupe contenant le stabilisant A a montré un meilleur potentiel aprés 24 heures de
stockage 4 température ambiante sous agitation rotative. Les tests suivants ont ¢té réalisés

avec ce groupe de stabilisants quel que soit le procédé de fabrication

111.1.2 Choix de billes de broyage et de rapport vitesse / fréquence de broyeur

Suite aux tests d’orientation en utilisant les différents types de billes cités précédemment,
celles en oxyde de zirconium de diamétre de 0,5 mm ont été choisies pour le reste des essais.

La vitesse de rotation a été¢ fixée a 650rpm pour le broyeur planétaire Retsch PM100, et la
fréquence de vibration du Cryomill® a été fixée 4 30Hz. Ces paramétres sont fixés pour la

suite des essais.
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I11.1.3 Cinétique de réduction de taille du composé A par broyeur a vibrations

Une étude cinétique est nécessaire pour comprendre 1’évolution de la réduction de taille au fil
du temps. L’étude a été réalisée avec 3 suspensions de 2ml, dont chacune contient 10mg/ml
du composé A et les stabilisants sélectionnés dans I’étape précédente. La fréquence de
vibration est de 30Hz. Aux différents temps (1h, 1,5h, 3h, 4h), 70 pl de nanosuspension ont
été prélevés a chaque point pour effectuer la mesure de taille et 10 pl ont été dédiés a

I’observation microscopique. La cinétique de réduction de taille est décrite dans la figure 32.

Composé A : cinétique de la réduction de taille par préocédé vibro
broyage ([A]=10mg/ml, v=2ml, f=30Hz)
- 0.24
20 e —8— . 0235 ®ZAverage
‘E 250 A u - 0.23
=280 f— e S man 0.225 * Pdl
€210 +—m—m o r 022 @
$ b ¢ - 0215
o 021
7 44— 04205
150 4 et 0,2
0 1 2 3 4 5
Durée de broyage (h)

Figure 32 : Résultat de la cinétique de réduction de taille et de Ia PDI par broyage a vibrations (n= 3 a été
réalisé pour le point de 3 heures)

Pour le point t=3 h qui offre une valeur de Z Average et de PDI satisfaisante, les essais ont
été répétés 3 fois ; peu de variabilité a été constatée entre les préparations (Z average = 219,8
+ 10 nm, et PDI=0,217 £ 0,01).

La vitesse de diminution de taille est importante au début du processus (0-1 h) puis elle est
ensuite ralentie. Une durée plus longue est donc nécessaire pour observer davantage de

réduction de taille (de 1 a 3 h). Ce type de profil est souvent rencontré dans la réduction de

taille quel que soit le procédé employé.

111.1.4 Essais avec ou sans I'ajout de produit anti mousse

Le procédé par vibro broyage génére beaucoup de bulles trés fines en raison de sa fréquence
relativement élevée (30Hz) et de la présence de surfactant dans le systéme de stabilisant.

Cette présence de bulles pose des difficultés pour récupérer la nanosuspension du conteneur
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car les billes de broyage sont mélangées dans les bulles. Aussi, les bulles de trés petite taille
perturbent la mesure de taille des nanoparticules par Zetasizer®.du composé en question

Par conséquent, un anti-mousse dont le Dow Corning® 1510 a été ajouté a 0,1% (m /m) dans
la formulation pour optimiser le procédé. Comme montré figure suivante, I'efficacité anti-
mousse de Dow Corning® 1510 est incontestable par rapport a la formulation sans anti-

mousse issue du procédé identique.

Figure 33 : Préparation d”une nanosuspension du composé A par le procédé de broyage a vibrations. Photo & gauche
: préparation sans additif anti-moussant; a droite : préparation avec additif anti-moussant

Une mesure de taille a été réalisée pour les 2 échantillons aprés le broyage et aprés un
stockage statique a température ambiante pendant 4 heures. La présence de Dow Corning®
1510 ne semble pas favoriser la croissance des nanocristaux aprés 4 heures de stockage® (cf.
tableau VI).

Tableau VI : Résultats de taille et PDI (mesurée & TO et aprés 4 h de stockage A température ambiante) de Ia
formulation du composé A avee ou sans produit anti-mousse

Nanosuspension du | Taille a Ty (nm) PDIa Ty TailleaAT=4h | PDIaT=4h
composé A (10mg/ml) (n=3) (n=3) (nm) (n=3) (n=3)

Sans anti-mousse 203,55 =12 0.23+0.02 192,45 +2 0,217 +0,02
Avec anti-mousse 185,77+ 9 0,24 +0,02 206,99 + 32 0,271 £0,09

 Dans le cadre des études précliniques, les 4 heures correspondent au délai maximal entre la formulation et la
fin d’administration chez les animaux.
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I11.1.5 Cinétique de réduction de taille du composé A par broyeur planétaire

Une étude cinétique est nécessaire pour comprendre I’évolution de la réduction de taille au fil
du temps. L étude a été réalisée avec 3 suspensions de 2ml contenant 10mg/ml de composé A
et des stabilisants sélectionnés dans I’étape précédente (cf. figure 34). La vitesse de rotation
est de 650rpm. 70 pl de nanosuspension ont été prélevés aux différents temps (1h, 2h, 3h)

pour effectuer la mesure de taille et 10 pul ont été dédiés a I’ observation microscopique.

Cinétique de réduction de taille & de PDI par broyage
planétaire:
[A] = 10 mg/ml + 4 ml stabilisants, 650rpm
450 0.45
4 - 0.4 = Z-Ave
. 400 — ——L B38 (d.nm)
E 1T . O _. S - 0.3 Al
% t - 0.25 5
E 300 - 0.2
® ® - 0.15
N
250 +———o - 0.1
& 0.05
.11 e S S S O RN RS S| [t
0 1 2 3 4
Durée de broyage (h)

Figure 34 : Résultat de Ja cinétique de réduction de taille de la distribution de taille (PD1) par broyage planétaire
(n=3 pour le point de 3 heures)

Pour le point t=3 h qui offre une valeur de Z Average et de PDI satisfaisante, les essais ont
été répétés 3 fois. Peu de variabilité a été constatée entre les préparations : Z average =
231,72 £ 15 nm, et PDI = 0,26 +0, 04.

La vitesse de diminution de taille est importante au début du processus (0-1 h), car la taille de
la poudre est descendue a I’échelle micrométrique (moins de 500nm), puis cette vitesse est
ensuite ralentie. Une durée plus longue est donc nécessaire pour observer davantage de
réduction de taille (de 1 a 3 h). Ce type de profil est souvent rencontré dans la réduction de

taille quel que soit le procédé employé.
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I11.1.6 Essais de stabilité

Les essais de stabilit¢ des nanosuspensions ont ¢été réalisés par 3 cycles successifs de
congélation-décongélation : 3 nanosuspensions de 4 ml du composé A (obtenus par le
broyeur planétaire Retsch PM 100) ont été congelées a -80°C puis décongelées dans un bain-
marie thermostatisé & 25°C. A chaque cycle, une mesure de taille par Zetasizer® a été

effectuée, dont les résultats sont exposés dans les figures suivantes,

Impact de 3 cycles successifs de congélation - décongélation sur la
tallle des nanoparticules fabriquées par la technique Top Down
(650rpm, [A)=10mg/ml, v=4ml)

240 =

230 a ,,-

20 49— = m
‘g 210 S“( >; )’t M Sample 1
g 200 © —essmmeeSSSeeme—= | ARatiphe
£ 190
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< ! .
wr 180

170 e

160 | - —

150 . ey ——
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Nombre de cycles de congélation-décongélation

Figure 35 : Impact des cycles successits de congélation-décongéiation sur la taille des particules
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Impact de 3 cycles successifs de congélation - décongélation sur
la taille des nanoparticules fabriquées par la technique Top
Down ( 650rpm, [A] =10mg/ml, v=4ml)
0.4 );

0.35
0.3 I - X Sample 1
=) 3 X M Sample 2
Q 0.25 & % E P
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0.2 s A EOPp—
0.15
0.1 ' . . E
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Nombre de cycles de congélation-décongélation

Figure 36 : Impact des cycles successifs de congélation-décongélation sur la polydispersit¢ de taille des
particules

Au cours des 3 cycles, il n’y a pas de grossissement significatif des particules, et la

distribution de taille (traduit par I’indice de polydispersité) reste aussi stable,

I11.1.7 Essais sur d’autres composés

Pour connaitre les paramétres critiques de la technique « Top Down» déterminés
préalablement avec le composé A, deux autres molécules (indométhacine, mébendazole) ont
été testées selon les mémes conditions, les résultats de la réduction de taille sont présentés

dans les figures 37 et 38.
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Mébendazole : réduction de taille par procédé vibro broyage
[PA]=10mg/ml, v=2ml, f= 30Hz
350 - 0.28 ¢Z
average
| - 0.27
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Figure 37 : Résultats de la réduction de la taille et de la PDI du mébendazole par le procédé de vibro broyage

Indométhacine : cinétique de réduction de taille par procédé vibro
broyage [PA]= 10mg/ml, v=2ml, f= 30Hz
260 0.35
]
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Figure 38 : Résultats de Ia réduction de la taille ¢t de 1a PDI de Pindométhacine par le procédé de vibro broyage

La réduction de taille et de distribution de taille a été aussi efficace pour ces 2 molécules en

employant les mémes conditions que pour le composé A.Les essais ont été répétés 3 fois pour
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chaque molécule pendant une durée de 3 heures, les résultats sont exposés dans le tableau

suivant :

Tablean VII : Résultats de la taille et de la PDI des nanosuspensions du mébendazole et de Vindométhacine obtenus

par le broyage & vibrations (t =3h)

Molécule Taille (nm) (n=3) PDI (n=3)
Mébendazole 200,2+3 0,27 + 0,02
Indométhacine 1525+ 14 0,25 £0,07

Le composé B a ét¢ formulé dans les mémes conditions. Etant donné qu’il s’agit d’une

molécule en cours de développement, la quantité de produit disponible pour les essais était

restreinte, donc la formulation n’a été réalisée qu’une seule fois.

La taille moyenne obtenue apres le processus de broyage a vibration est de 207,3 nm, et la

PDI est de 0,205. Donc les résultats sont comparables aux autres composés testés.

Les photos du microscope optique des deux composés avant et aprés la réduction de taille

sont présentées dans les figures 40 et 41.

La stabilité¢ de cette nanosuspension a été testée, en plagant I’échantillon a la température

ambiante pendant 24 heures et la mesure de taille a ensuite été réalisée aux différents temps.

Cette nanosuspension reste stable pendant 24 heures comme le montrent les résultats de la

figure 39.

Stabilité : la taille (Z average) et la PDI de la
nanosuspension de composé B stockée a la température
ambiante (10mg/ml par vibro broyage)
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Figure 39 : Test de stubilité physique (taille & PDI) de Ia nanosuspension du composé B
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Figure 40 : Clichés microscopigues (grossissement x630 )en lumiére non polarisée. Photo A: indométhacine non réduit ; photo B : mébendazole
non réduit; photo C : indeméthacine réduit aprés 3h de broyage i vibration ; photo D : mébendazole aprés 3h de broyage 2 vibration
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Figure 41 : Clichés microscopigues ( grossissement x630 ). Photo A: composé B non réduit ; photo B : composé A réduit aprés 3h de broyage 2
vibration (lumiére non polarisée): pheto C : composé B réduit aprés 3h de broyage 2 vibration (lumiére polarisée)
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I11.1.8 Comparaison des résultats obtenus par les 2 types de broyage

Le vibro broyage et le broyage planétaire font partie tous les deux de la technique « Top
Down », donc le principe de réduction de taille est identique. Les études (n=3) ont ¢été
réalisées dans les conditions similaires : diameétre de bille de broyage de 0,5 mm, ratio
volume de bille / volume de conteneur de 0,5, concentration en principe actif de 10 mg/ml.
Le méme systéme de stabilisant a été utilisé pour les 2 approches et la durée de broyage était
de 3 h.

Les 2 techniques sont efficaces en termes de réduction de taille et de sa distribution comme

'indique le tableau VII.

Tableau VIII : Comparaison des 2 techniques de broyage pour la production de nanosuspesnion du composé A

Z Average (nm) | PDI Contréle de la | Présence de
(n=3) (n=3) température mousse

Vibro Broyeur 219+ 10 0,217+ 0,01 Possible +++

Broyeur 231+15 0,26 + 0,04 Impossible +

planétaire

Le réchauffement di aux forces de broyage est important dans les deux cas ; une ¢lévation de
température de 30°C de la suspension a été constatée aprés 3 h de broyage.
Les photos du microscope optique du composé A avant et aprés la réduction de taille par les 2

types de broyage sont présentées dans la figure 42.
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Figure 42: Clichés microscopiques grossissement (x630), 3 lumiére non polarisée. Photo A: composé A non réduit ; photo B : composé A réduit aprés 3h de broyage planétaire;
photo C : composé A réduit aprés 3h de broyage a vibration 20




[11.2 Résultats de

procédé « Bottom Up » avec ultrasons

I11.2.1 Screening des paramétres de l'appareil ultrasons Covaris®

Puisque les 3 parametres PIP/DF/CB conditionnent I’énergie acoustique totale transmise a

I’échantillon, un screening des 3 parametres permet de comprendre la relation entre la taille

des particules et I'énergie envoyée. L’étude a été réalisée avec des suspensions de lml

chacune contenant 10mg de composé A et du méme groupe de stabilisant sélectionné

précédemment. Aprés 20 minutes de sonication selon les différents niveaux d’énergie, 70 pl

de nanosuspension ont été¢ prélevés pour effectuer la mesure de taille et 10 pl pour

observation microscopique.

Comme démontré par la figure 43, il existe un niveau d’énergic minimale du procédé
nécessaire pour obtenir une nanosuspension possédant taille moyenne et PDI satisfaisante ;

lorsque le processus descend en dessous de ce seuil les particules restent proches de 1'état de

précipitation sans sonication.

Taille moyenne & PDI moyen des nanosuspensions mesurés
avec différents paramétres d'ultrasonication
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Figure 43: Screening des différents paramétres (PIP/DF/CB) de Covaris pour observer I'effet de Vénergie acoustique

sur la taille des particules
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111.2.2 Etude cinétique de réduction de taille par ultrasonication

Une étude cinétique est nécessaire pour comprendre 1’évolution de la réduction de taille au fil
du temps. L’étude a été réalisée avec des suspensions de lml contenant chacune 10mg de
composé A. Ensuite 70 pl de nanosuspension ont été prélevés pour effectuer la mesure de
taille et 10 pl pour observation microscopique. La vitesse de diminution de taille est
importante au début du processus (0-5 min) puis elle est ralentie. Une durée plus longue est
donc nécessaire pour observer davantage de réduction de taille (120 min 4 240 min). Ce type

de profil est souvent rencontré dans la réduction de taille quel que soit le procédé employé.

Z-Average (1m| PIP/DF/CB 50/50/1000)

ieg —--m-—--o-o---oroooo_——.——————
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15000 Hh——g——————ee e
? 140.00 - -
m
N 130.00 - —— e
¢ 120.00 - FICE= S
¢ 11000 —F—F—F— N
e 100.00 - I
:80.00--...,.,”..,..,.,.‘.”.g,,.
m 120 240
l Temps de sonication (min)
Légende : I Valeur de Z Average mesurée aprés la sonication

Figure 44 : Cinétigue de la réduction de taille par ultrasons

I11.2.3 Evaluation de la corrélation entre le volume de I’échantillon et la durée de

sonication

Etant donné que le systéme AFA focalise les ondes acoustiques en un point de I’échantillon,
le paramétre temps est critique pour avoir un processus de réduction de taille homogene et
ceci est dépendant du volume de I'échantillon. L’énergie communiquée a I’échantillon est
cumulable, donc une prolongation exagérée de la sonication risque de dégrader ou
d’amorphiser la substance initiale. L’écart-type et la moyenne ont été calculés (n=3) pour les

essais dont le premier test a montré une réduction de taille homogeéne et suffisante (cf. table
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1). Peu de variabilité a été constatée entre ces différents échantillons du méme volume issus
du méme procédé.

Les photos microscopiques des suspensions du composé A 2 chaque étape du procédé sont
présentées dans la figure 68. On peut constater qu’il n’existe pratiquement pius de particules

visibles au microscope optique pour 10ml de suspension aprés 90' de sonication.
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Table 1 : Adaptation de la durée et de I'énergic de sonication en fonction du volume pour obtenir une nanosuspension homogéne. n=3 a été réalisé¢ pour les conditions minimales

réussites
PIP 50w PIP 300w
S5ml
1ml 20min 2ml 30min 90min 10mi 90min 15ml (300w 60min)
Ecar Ecar Ecar Ecar
t t t t
Sonicatio type Ecart type Ecar type Ecar type
n z taill Ecart | Z type Ecart taill t Y 4 taill t z taill
duration averag | e type | average | taille type | Zaverage | e type | averag | e type | averag | e Ecart
(min) e(nm) | (nm) | PDI PDI {nm) (nm) PDI PDI (nm) (nm) | PDI PDI e(nm) | (nm) | PDI | PDI e(nm) | (nm) | PDI type PDI
131.73 0.14 | 0.01 | 147.266 0.20 0.161
20 2 8.7 5 8 i 3 141.867 3
144.166 | 5.845 ( 0.19 | 0.04 0.1
30 i 2 4 0 135.73 0.15 148.63 9 133.43 0.13
0.14
40 136.533 3 135.27 0.17
50
0.03206
60 141.33 0.21 133.22 | 3.06 | 0.16 6
0.2
70 143.40 0
0.1 139.
90 128.42 | 7.59 0.14 | 0.02 [ 135.81 | 1.51 6| 0.03 139.5 5
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Figure 45 : Photos de gauche i droite : Suspension de A a ['état initial cr
de sonication

istallin; Suspension amorphe obtenue par solubilisation-précipitation du composé A: 10ml de suspension aprés 90'
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I11.2.4 Essais de stabilité

Les essais de stabilit¢ des nanosuspensions obtenues par le procédé solubilisation —
précipitation — sonication ont été¢ réalisés par 3 cycles successifs de congélation-
décongélation : 3 différentes préparations de 15 ml de nanosuspension ont été séparées en 2
(7,5ml) et congelé a différentes températures (-80°C & -15°C) ensuite décongelé dans un bain
marie thermosté 2 25°C. A chaque cycle, une mesure de taille par Zetasizer® a été effectuée,

les résultats sont exposés dans les figures suivantes.

~ Impact des cycles successifs de congélation-décongélation sur la taille des
particules (7.5ml congelés -15°C /-80°C)
200,00
190.00 .2 S
180'00 I I eSS s M — "SR
170.00 —
£ 16000 —— .
@
g 150.00 e L
é 140.00 =
N X
130.00 4 i % % SRR
! ¥ 4 X
120.00 s y'y Yy
110.00 — — — ——
100.00 + — , . =1
0 1 2 3 4
Nombre de cycles de congélation-décongélation
Légende : 4 Echantillon 1 conservé & -15°C ¥ Echantillon 2 conservé A -15°C
A Echantillon 3 conservé & -15°C . Echantillon 1 conservé a -80°C
¥ Echantillon 2 conservé a -80°C @ Echantillon 3 conservé 3 -80°C

Les 3 nanosuspensions congelées a -80°C sont restées stables durant les essais. En revanche,

I’échantillon N°2 conservé a -15°C a connu une augmentation de taille aprés chaque cycle.
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Impact des cycles successifs de congélation-décongélation sur la
polydisersité de taille des particules (7.5ml congelés-15°C / -80°C)
0.20 =
X
018 +—
4
0.16 A O S - S
0.14 - n -~ -
0.12 - " »
5 %
S 0.10 % * A
@
0.08 -
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Légende : ©  Echantillon 1 conservé & -15°C B Echantillon 2 conservé A -15°C
A Echantillon 3 conservé a -15°C X Echantillon 1 conservé 4 -80°C
¥ Echantillon 2 conservé a -80°C @ Echantillon 3 conservé 4 -80°C
Figure 46 : Impact des cycles successifs de congélation-décongélation sur Ia polydispersité de taille des particules

II1.2.5 Essais sur d’autres composés

L’indométhacine et le mébendazole qui sont de molécules peu hydrosolubles, ont été testés
avec la méme approcheconsistant en la solubilisation des principes actifs dans du DMSO,
puis précipitation dans une solution aqueuse contenant des stabilisants déterminés
précédemment. La suspension formée subit ensuite une sonication.

Certaines difficultés ont été observées pendant ces expériences :

» La réduction de taille de I'indométhacine par ultrasons conduit a une trés forte
augmentation de la solubilité a saturation. La sonication conduit facilement a une
solution sursaturée (liquide limpide) méme si I’énergie communiquée et la durée
restent modestes par rapport aux protocoles usuels (80) (81) et aux données obtenues
avec le composé A. Cette solution sursaturée est métastable et des floculés ont été

observés apres 24 heures de stockage statique a température ambiante,
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» Le mébendazole a connu un probléme de solubilisation, il est quasi insoluble dans les
alcools, et sa solubilité¢ dans le DMSO est inférieure a 50 mg/ ml. Par conséquent, la
concentration finale dans la suspension est faible donc ne répond pas aux besoins des

essais précliniques.

L’approche Bottom Up n’a pas permis d’obtenir d’une nanosuspension stable de composé B,
contrairement a 1"approche Top Down. En effet, la croissance des cristaux a eu lieu pendant la
sonication mais avec une cinétique plus importante. On a donc observé des cristaux de taille

de plus en plus importante comme on peut le voir dans la figure suivante.
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Figure 47 : Formulation de composé B par approche Bottom Up. Photo A, 2minutes aprés la précipitation.
Photo B, suspension de composé¢ B aprés 60min de sonication. Photo C : suspension de composé C aprés 220 min
de sonication. Phote D : croissance de eristanx pendant 60 min i température ambiante et sans sonication
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l1.3 Diffraction par rayon X

Quatre échantillons de nanosuspension du composé A ont été examinés, dont une
nanosuspension préparée par broyage a vibration, une par solubilisation-précipitation-
sonication ainsi que 2 €chantillons des tests de stabilité conservés & -80°C / -15°C. Le résultat
montre que le procédé « solubilisation-précipitation-sonication » a amorphisé Ie principe actif
et cet état amorphe est conservé lors du stockage en phase congelée. En revanche, le procédé
de vibro-broyage a conservé la forme cristalline du principe actif puisque son profil XRPD
correspond 4 la forme hydratée du principe actif en question. Les résultats de XRPD sont

présentés dans la figure 48.
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décongélation) ; vérification de I’état cristallin/ amorphe des nanoparticules par la diffraction

par rayon X,

Deux types de techniques de fabrication des nanosuspensions ont été employées durant ce
travail : broyage a bille et solubilisation - reprécipitation- sonication.

La technique par broyage est la méthode la plus utilisée dans la fabrication industriclle de
nanocristaux. Mais le procédé de broyage risque de générer des petites particules de matériels
de broyage dfies aux collisions et forces de cisaillement entre les billes et le conteneur de
broyage, donc risque de contamination de la formulation ce qui n’est pas acceptable dans
I’industrie pharmaceutique. Cette contamination a été observée pendant les essais avec
différentes billes de broyage. Il est avéré que le dioxyde de zirconium est le matériau de choix
pour ce type de procédé griace a sa dureté élevée. Par ailleurs on constate également que les
billes de faible diamétre donc de moindre masse, ont moins de force d’impact pendant le

procédé et permettent par conséquent de diminuver le risque de perte en matériau de broyage.
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Conclusion

Depuis deux décennies, de plus en plus de molécules peu hydrosolubles sont entrées dans le
pipeline des industriels pharmaccutiques. Plusieurs approches galéniques sont maintenant
disponibles pour améliorer la solubilité dans ’eau de ces molécules-candidates de classe II et
de classe IV du BCS (par exemple, systémes de dispersions solides amorphes, formation de
sel ou de prodrug, complexation avec les excipients hydrosolubles, self-emulsifying drug-
delivery systems (SEDDS), etc...

Les nanosuspensions font partie de ces nouvelles approches et elles possédent de nombreux
avantages par rapport aux autres tcchniques. Ce travail a abordé la  fabrication des
nanosuspensions dans le cadre du stage réalisé dans le service de la formulation préclinique
d’UCB. Les 2 principales approches de fabrication (Top Down, Bottom -Up) ont été

investignées.

L’effet des stabilisants a été étudié sur un groupe restreint de mélange de polyméres et de
surfactants qui ont été¢ présélectionnés selon les résultats de la litiérature. L’effet de
stabilisation a été vérifié lors du stockage des nanosuspensions 3 la température ambiante et
les cycles successifs de congélation-décongélation. Pour une meilleure stabilité physique, il
faut conserver les nanosuspensions a -80°C.

Deux équipements de broyage ont été utilisés (approche Top Down), dont le broyeur
planétaire Retsch PM100 et le broyeur & vibration Cryomill®. Les billes de broyage en
dioxyde de zirconium de 0,5 mm ont été choisies pour minimiser ’érosion des matériels de
broyage. Les 2 équipements sont capables de réduire la taille de particules micrométriques a
I’écheile nanométrique de maniére homogeéne aprés 3 heures de broyage ; les mémes résultats
ont €té obtenus avec 3 molécules différentes.

La méthode de solubilisation - précipitation — sonication par ultrasons focalisés (approche
Bottom Up) a montré une grande efficacité et une excellente performance en termes de
réduction de taille pendant un temps plus court par rapport aux méthodes de broyage. Un
avantage par rapport aux méthodes de broyage est d’éviter la contamination de la

nanosuspension par les matériels utilisés.
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L’efficacité extréme de la méthode de solubilisation — précipitation — sonication en termes de
réduction de taille présente un risque d’augmentation importante de la solubilité a saturation
de certains composés, ce qui peut amener a la dissolution des nanoparticules et conduire a une
solution métastable. Donc dans une prochaine étape, il faudrait analyser la corrélation entre
les caractéristiques de la molécule (par exemple le point de fusion, la dureté du composé) et
I’énergie critique de Pappareil a ultrasons, Cette compréhension permettra d’élaborer un arbre

décisionnel pour formuler les nouvelles molécules avec cette technique.

Pendant ce stage, de nombreuses techniques ont été utilisées, les données générées pourront
participer & la construction de I'espace de conception au sein du service. Cette démarche
facilitera le futur travail du service de préformulation qui doit faire face trés souvent a des

nouvelles entités chimiques aux caractéristiques trés différentes des anciennes molécules.
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Annexe

Annexe |

L’équation de Kelvin décrit la pression de vapeur sur une surface d'une goutte de liquide
incurvée dans la phase gazeuse. La pression de vapeur augmente avec [’augmentation de la
courbure conduite par une diminution de taille particulaire, Cette équation peut étre également
appliquée dans la transformation de 1’état solide a I’état liquide, dans ce cas-1a, la pression de
vapeur est remplacée par la pression de dissolution, donc son augmentation méne & une

¢lévation de la solubilité de saturation. (82)

Annexe 2

Force de Coriolis

La force de Coriolis est une force qui dévice la trajectoire d'un objet en mouvement 4 la surface
d'un objet en rotation. Elle s applique en particulier aux masses d’air et d’eau en mouvement,

Formule de la force de Coriolis
(1 = masse du corps

Eare = vecteur unitaire paralléle a Uaze de rotation

§2(t) = vitesse angulaire instantanée de rotation

(U = wvitesse du corps

Annexe 3

Loi de Bernoulli : la somme des pressions et des énergies mécaniques par unité de volume est
constante tout le long du tube de courant (pour un fluide parfait).

VE

p~5—+pgz +p = Cte

VE

est la pression statique, pgZ st la pression de pesanteur, 2 est la pression cinétique.
p q
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Intérét de la réduction de taille des principes actifs peu hydrosolubles : étude
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RESUME :

Depuis ces derniéres années, de plus en plus de molécules-candidates entrées dans le pipeline
des industriels pharmaceutiques ont un probléme de solubilité dans ’eau. D’aprés différents
auteurs, le pourcentage des candidats faiblement solubles dans I’eau est de ’ordre de 60% -
75%. Plusieurs approches galéniques sont maintenant disponibles pour améliorer la solubilité.
Parmi ces techniques, la nanosuspension présente de nombreux avantages.

Ce travail est & la fois bibliographique et expérimental. La partie expérimentale avait pour but
initial de concevoir des protocoles de fabrication, d’analyse et de définir des conditions de
stockage de nanosuspensions applicables aux activités de préformulation.

Deux types de techniques de fabrication des nanosuspensions ont été employées et comparées
durant ce travail : broyage a bille et solubilisation - reprécipitation- sonication.

La méthode de broyage a montré une grande robustesse, donc les résultats similaires ont été
obtenus avec 2 types de broyeurs et 3 molécules différentes.

La méthode de solubilisation - précipitation — sonication par ultrasons focalisés (approche
Bottom Up) a montré une grande efficacité et une excellente performance en termes de
réduction de taille pendant un temps plus court par rapport aux méthodes de broyage. Mais
elle présente un risque d’augmentation importante de la solubilité a saturation de certains
composés, ce qui peut amener & la dissolution des nanoparticules et conduire a une solution
métastable.

MOTS CLES : nanosuspensions, principes actifs peu hydrosolubles, amélioration de la
solubilité, techniques de réduction de taille, stabilisants
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